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RESUMEN

La utilizacion de diluyentes para la crioconservacién seminal en células
espermaticas de peces, deben poseer ciertos componentes que procuren, por una
parte, generar una adecuada presion osmotica externa (crioprotector externo), y
en segundo lugar, una sustitucion parcial del agua interna (crioprotector interno),
tal que facilite la deshidratacion celular, inhibiendo la formacion de cristales de
hielo intracelularmente, debido a la presencia excesiva de agua. Esto con el fin de
garantizar el mejoramiento de variables de viabilidad espermaticas siempre
afectadas negativamente por el criodafio.

De este modo, se evalu6 el efecto de la interaccion entre la concentracion de
glucosa (5.5%, 6% y 6.5%) como inmovilizador espermatico - crioprotector
externo, y la concentracion de DMSO (dimetilsulféxido) (5%, 10% y 15%) —
crioprotector interno, sobre la calidad espermatica y el material genético en
Prochilodus magdalenae. Para ello, se determind el porcentaje de
espermatozoides con movilidad rapida (Ma), media (Mb), lenta (Mc), inmoviles
(Md) y movilidad total (MT); ademas de los dafios en membrana (d-Me), dafios en
ADN (d-ADN), la capacidad fertilizante (TF), tasa de eclosién (TE) y tasa de
malformacion larval (T-mal); siempre en semen posdescongelacion comparado
con semen fresco.

Se obtuvo que la mayor capacidad movil espermatica posdescongelacion,
integridad del ADN, tasa de fertilizacion y eclosién, pueden obtenerse con
tratamientos como DMSO al 10% o al 5%, interactuando respectivamente con 6%
y 5.5% de glucosa (p>0.05). Por otra parte, los dafios en membrana pueden
reducirse al maximo con tratamientos como DMSO al 10% interactuando con
glucosa al 5.5% o al 6% (p>0.05). Mientras tanto, el porcentaje de larvas
malformadas puede ser reducido a valores similares al grupo control, cuando la
concentracion de DMSO se mantiene en 10% o 5%, siempre que interactuen con
glucosa al 6% (p>0.05).

Palabras clave: Crioconservacion espermatica, Prochilodus magdalenae, calidad
espermatica, danos en ADN, movilidad, membrana, capacidad fertilizante,
eclosion, malformacion.
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EFFECT OF DMSO AND GLUCOSE CONCENTRATION ON SPERM QUALITY
AND GENETIC MATERIAL IN CRYOPRESERVED SPERM OF BOCACHICO
Prochilodus magdalenae.

The use of seminal extenders for cryopreservation of fish sperm cells, must have
certain components that seek, first, generate adequate external osmotic pressure
(external cryoprotectant), and second, a partial replacement of domestic water
(internal cryoprotectant), that facilitates cellular dehydration, inhibiting the formation
of intracellular ice crystals, due to the excessive presence of water. This is to
ensure the improvement of sperm viability variables always negatively affected by
the cryo-damage.

Thus, we evaluated the effect of the interaction between the concentration of
glucose (5.5%, 6% and 6.5%) spermatic immobilizer - external cryoprotectant, and
the concentration of DMSO (dimethyl sulfoxide) (5%, 10% and 15% ) - internal
cryoprotectant, on sperm quality and the genetic material in Prochilodus
magdalenae. To this end, we determined the percentage of sperm with rapid
motility (Ma), medium (Mb), slow (Mc), static (Md) and total motility (MT), in
addition to membrane damage (d-Me), DNA damage (d-DNA), fertilizing capacity
(TF), hatching rate (TE) and larval malformation rate (T-mal); always on posthawed
sperm compared with fresh sperm.

It was found that the highest capacity of sperm motility posthaw, DNA integrity,
fertilization and hatching rate, can be obtained with treatments such as DMSO 10%
or 5%, interacting respectively with 6% and 5.5% glucose (p> 0.05). Moreover,
membrane damage can be minimized with treatments such as DMSO to 10%
interacting with glucose to 5.5% or 6% (p> 0.05). Meanwhile, the percentage of
malformed larvae can be reduced to values similar to the control group, if the
concentration of DMSO is maintained at 10% or 5%, provided that interact with
glucose 6% (p> 0.05).

Keywords: Sperm cryopreservation, Prochilodus magdalenae, sperm quality, DNA
damage, motility, membrane, fertilizing capacity, hatching, larval malformation.
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EFECTO DE LA CONCENTRACION DE DMSO Y GLUCOSA SOBRE LA
CALIDAD ESPERMATICA Y EL MATERIAL GENETICO EN SEMEN
CRIOCONSERVADO DE BOCACHICO Prochilodus magdalenae.

1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La produccién global de los sistemas productivos terrestres esta centrada en un
reducido numero de especies; mientras que la acuicultura mundial consiste en el
cultivo de alrededor de 210 diferentes especies de animales y plantas, incluyendo
131 especies de peces (FAO, 2003). Esta caracteristica de la industria acuicola,
ha sido desarrollada en aquellos paises que ocupan los primeros lugares en
volumenes de produccién y competitividad internacional. Sin embargo, en
Colombia, la acuicultura continental depende del cultivo de sdélo cuatro especies
icticas: tilapia roja Oreochromis sp, tilapia nilotica Oreochromis nilotucus, cachama
blanca Piaractus brachypomus y trucha arco iris Oncorhynchus mykiss (Negret,
2005), las cuales aportan el 96,3 % del total de la produccién nacional; mientras
que el 3.7% restante es aportado por especies nativas como bocachico
Prochilodus magdalenae, Bryconidos (Brycon amazonicus, Brycon sinuensis) y
bagres (Pseudoplatystoma fasciatum, Sorubim cuspicaudus) (Espinal et al., 2005);
las cuales presentan limitaciones en sus tecnologias, en particular en la
produccion de semilla (alevinos) y por tanto no se pueden ofrecer como
alternativas seguras de cultivo.

A pesar que la piscicultura continental colombiana es la actividad econdmica
pecuaria de mayor crecimiento en los ultimos afos, alcanzando actualmente una
produccion anual aproximada de 35000 toneladas, su baja diversificacion
determina el bajo perfil de competitividad mostrado por la cadena piscicola,
reduciendo la posibilidad de acceder los mercados nacionales e internacionales,
los cuales registran un crecimiento continuo, debido a que el consumo local e
internacional de bienes derivados de la piscicultura ha venido creciendo
significativamente durante los ultimos afos (Espinal et al., 2005).

Con excepcion de la cachama blanca, ninguna otra especie nativa es cultivada a
escala comercial en Colombia. Por lo tanto, la mayoria de la carne de pescado
que se consume en el pais proviene de la actividad pesquera. Los volumenes de
captura han disminuido ostensiblemente por la utilizacion de artes de pesca
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inadecuadas, deterioro del habitat de las especies y la pesca excesiva. Para el
ano 1994, la tasa de captura por ano ascendia al orden de las 6.057,81 toneladas,
en le 2001 alcanza un pico de 12.681.82 toneladas, posiblemente por el aumento
de la presion de pesca y mejoramiento de las artes de pesca. Finalmente para el
2006 no contamos mas de 2.857 toneladas anuales (INCODER-CCI, 2009), lo que
demuestra el deterioro del recurso, por lo que investigaciones encaminadas a la
puesta en marcha de un paquete tecnolégico de produccion de su carne es
necesario. En virtud de las ventajas que presenta el bocachico como la aceptacion
de su carne, la posibilidad de reproduccion artificial y resistencia al manejo; se
constituyen en una buena alternativa para diversificar la oferta de especies para la
acuicultura nacional.

El éxito de la piscicultura como una bio-industria depende en gran parte del
desarrollo de tecnologias confiables que garanticen la constancia de la produccion
de alevinos (Atencio-Garcia, 2001). Sin embargo, para el bocachico, la produccion
de alevinos se ve reducida a dos periodos de lluvias en el afio y depende de la
sincronia de maduracion entre machos y hembras (ocasionalmente poseen
asincronia en la produccién de gametos), lo que impide la constancia de la oferta
de alevinos y por lo tanto baja produccién de su carne, quedandose lejos de
convertirse en una bio-industria competitiva.

En este sentido, la crioconservacion de semen bocachico traeria beneficios a las
actividades de reproduccion en acuicultura, pues aumentaria la posibilidad de
reproduccion por fuera de la estacion reproductiva (subsanando la asincronia en la
maduracién gonadal), facilitaria el movimiento e intercambio de material genético
entre productores, mejoraria la eficiencia en la utilizacién de los parentales y
contribuiria a la disminucion de la presion sobre las poblaciones silvestres ejercida
por los piscicultores en procura de nuevos sementales (Medina Robles et al.,
2005).

No obstante el desarrollo de modelos de crioconservacién de semen en diversas
especies de peces tropicales con algunas semejanzas bioldgicas para el
bocachico, los protocolos y la complejidad de los mismos no aplican de forma
generalizada para el resto de las especies, incluyendo al bocachico, el cual denota
caracteristicas especiales y su protocolo es aun inexplorado, de ahi la necesidad
de contribuir al desarrollo de alguno.

Muchas propuestas y proyectos han sido formuladas basados en la
crioconservacion de semen como herramienta para diversos fines, entre las
cuales, el establecimiento de Bancos de Recursos Genéticos (BRG) ha sido la
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mas relevante (Medina et al., 2006), la posibilidad del establecimiento de Bancos
de Recursos Genéticos (BRG) para la conservacion de las especies salvajes y de
interés zootécnico (Watson y Holt, 2001); los bancos de esperma y embriones
congelados para el mantenimiento de los genotipos, que aunque inmediatamente
no sean usados, se convierten potencialmente en recursos valiosos para el futuro
(Wildt et al., 1997). La crioconservacion es una herramienta importante para el
almacenamiento de gametos por tiempo indefinido, especialmente de especies
con habitat y poblaciones amenazadas (Cruz-Casallas, et al., 2006), como en el
caso del bocachico (Mojica et al., 2002). Sin embargo, estas investigaciones se
han limitado al desarrollo de técnicas (recetas) para preservar semen, midiendo el
exito, eficiencia, o calidad del mismo por medio de la evaluacion de efectos sobre
la movilidad masal, individual, o tasa de fertilizacién, pero que a la postre (aunque
se comporten con buenos indices) para determinar la calidad de semen, resulta
errébneo en algunos casos; pues aunque se halle una buena movilidad masal
espermatica, no puede garantizarse el éxito, ni la calidad e integridad genética del
gameto y por ende del nuevo individuo que formara. Asi, es necesario el analisis
de otros biomarcadores de calidad espermatica pre y post-congelacion que
integren las ya conocidas con otras de tipo molecular, de modo que se puedan
buscar explicaciones mas puntuales y finas de las implicaciones de la
crioconservacion sobre la calidad espermatica, la singamia, desarrollo embrionario
y caracteristicas larvales.

Reportes no cuantitativos de Ramirez-Merlano et al. (2005), muestran que larvas
originadas de semen crioconservado de Piaractus brachypomus, pueden
presentar malformaciones congénitas que inviabilizan su sobrevivencia (aun
cuando las caracteristicas de movilidad espermatica son buenas), se presenta en
mayor medida que en larvas provenientes de semen fresco. Iguales resultados se
presentan para Clarias gariepinus (Horvath et al., 2000), esto de acuerdo a
Miskolczi et al., 2005, posiblemente provocado por factores como el dafio
estructural de organelas por cristales de hielo y/o genotoxicidad del crioprotector
(dafo de la doble hélice del DNA), trayendo consigo resultados tales como
organismos haploides, triploides y tetraploides, finalmente inviables para efectos
de produccién acuicola.

La investigacion de procesos y métodos de crioconservacion de semen en este
caso, no solo implicara el estudio de variables de calidad espermatica
tradicionales y medianamente concluyentes (movilidad, fertilizacién, activacion) en
cuanto a prediccion de la viabilidad larval que tendra una célula espermatica
criopreservada, sino también otras que permitan establecer relaciones entre
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gametos e individuos futuros; hacer un seguimiento mas profundo de las
repercusiones y efectos de las variables implicadas en la crioconservacion sobre
la calidad espermatica (crioprotectores, sus concentraciones, osmolaridad del
diluyente y relacion con procesos osmoéticos celulares y su incidencia en los dafios
provocados por el hielo durante la congelacion, entre otros); implicaciones en la
ultraestructura subcelular como la integridad de membrana, en el grado de
fragmentacion del material genético nuclear (ADN) y la expresion fenotipica de
dicho ADN en el nuevo organismo (malformaciones). Establecer relaciones entre
estas variables, permitira desarrollar herramientas nuevas de identificacion y
prediccion de calidad espermatica, garantizando desde el espermatozoide la
calidad de una nueva larva.

Es asi, como contribuir al desarrollo de un protocolo de crioconservacion viable
para bocachico, sera un avance biotecnolégico que permitira no solo solucionar
problemas reproductivos y ecologicos de esta especie en el pais, sino también el
potenciamiento de esta bio-industria acuicola creciente, ademas de permitir
elucidar los mecanismos y factores que estan afectando al espermatozoide a nivel
celular y molecular en los procesos de crioconservacion y que estan impidiendo su
viabilidad post-descongelacion, aspecto de basica importancia para el éxito del
espermatozoide en su tarea reproductiva y fertilizante.
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2. OBJETIVOS

2.1 General:

Contribuir al desarrollo de un protocolo de crioconservacion para semen de
bocachico Prochilodus magdalenae, mediante la evaluacion de diferentes
concentraciones para el DMSO vy la glucosa, como posibles factores
determinantes de la calidad espermatica y del material genético.

2.2Especificos:

2.2.1 Evaluar el efecto de la concentracion de dimetilsulféxido y la concentracion
de glucosa sobre la capacidad moévil espermatica posdescongelacion.

2.2.2 Determinar el efecto genotoxico y citotoxico de la interaccion concentracion
de glucosa y la concentracién de dimetilsulféxido sobre los dafios en ADN vy
membrana citoplasmatica.

2.2.3 Establecer el efecto de la concentracion de glucosa y la concentracion del
crioprotector sobre la proporcion de larvas malformadas.

2.2.4 Evaluar la eficiencia de los protocolos de crioconservacion en términos de
tasa de fertilizacion y de eclosion.

2.2.5 Determinar la existencia de correlaciones de covariacién entre la movilidad

espermatica, dafios en ADN, danos en membrana citoplasmatica, su capacidad
fertilizante y la eclosion.
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3. MARCO TEORICO

3.1 Crioconservacion de semen de peces

En Colombia las investigaciones en crioconservacion de semen son recientes y se
han observado progresos parciales que deben ser probados a escala comercial. A
la fecha son muy pocos los productores de alevinos que usan semen
crioconservado, la gran mayoria mantiene los reproductores en cautiverio o
usualmente los capturan del medio ambiente (Velasco-Santamaria et al., 2006).

Durante los ultimos afios han sido propuestos protocolos para algunas especies
como trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) (Wheeler y Thorgaard, 1991),
yellowtail flounder (Pleuronectes ferrugineus) (Richardson et al., 1999), seabream
(Sparus aurata) (Fabbrocini et al., 2000), peces ciprinidos (Lahnsteiner et al.,
2000), carpa comun (Cyprinus carpio) (Linhart et al., 2000; Horvath et al., 2003),
catfish (Bart et al.,, 1998; Viveiros et al., 2000), peces caracidos brasileros
(Carolsfeld et al., 2003), y cachama blanca (Piaractus brachypomus) (Navarro et
al., 2004). Se puede concluir: a) que los resultados no son 6ptimos pero progresan
hacia el mejoramiento de los procesos, y b) que para cada especie deben
probarse y ajustarse los protocolos. Sin embargo, en Colombia, Ila
crioconservacion se ha logrado estandarizar exitosamente para yamu (B.
amazonicus) (Cruz-Casallas et al., 2006), lo que permite inferir que es posible
adaptar y estandarizar protocolos para especies nativas.

En la crioconservacién de semen existen tres factores importantes hacia los que
apunta la investigacion: los diluyentes, los crioprotectores y la osmolaridad.

3.1.1 Osmolaridad.

La osmolaridad se define como la concentracidbn de solutos totales en una
solucién, que tienen la propiedad de ejercer una presioén dentro del seno de dicha
disolucién. Esta propiedad de los solutos esta estrechamente relacionada con lo
gue se denomina presion osmatica, la cual esta involucrada en la regulacion del
flujo de agua a través de una membrana, fendmeno llamado ésmosis. De este
modo, cuando la concentracion de solutos (mOsm/kg de agua) es menor en el
medio donde se encuentra inmersa una célula que en su propio citosol
(hiposmdtica), esta tiende a hincharse, extrayendo agua del medio; no en tanto,
cuando la célula se encuentra inmersa en una solucibn concentrada
(hiperosmatica), sufre encogimiento de su membrana por la salida de agua
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(Bolsover et al., 2004). En ambos caso el flujo o eflujo de agua celular, se da hasta
regular la osmolaridad.

En este sentido, en cuanto a la deshidratacién de células espermaticas, si esta es
excesiva, la osmolaridad intracelular podria llegar a ser muy alta, intoxicando la
célula, o la deshidratacion podria impedir a la membrana plasmatica recuperar su
forma en el proceso de descongelacién (Mazur, 1980), lo cual impediria el
desarrollo de las sefales transduccionales mediadas por canales idnicos ubicados
en la membrana y que dan lugar a la activaciéon espermatica. Por el contrario, la
no pérdida de agua para alcanzar el potencial de equilibrio por parte de la célula,
desencadenaria el congelamiento intracelular (Mazur, 1980., Viveiros et al., 2001.,
Watson, 2000) que finalmente pudiera redundar en dafos mecanicos a la
ultraestructura, proteoma, genoma o a su conjunto.

Por su parte Pegg (2007) menciona que los eventos osmoticos que dan lugar a la
pérdida de agua durante la congelacion son muy importantes para el éxito de la
crioconservacion (Figura 1).
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Figura 1. Efectos de la velocidad de congelacion sobre la deshidrataciéon y/o la
formacion de hielo al interior de la célula.

Su tesis se basa en dos procesos: i) la no pérdida de agua durante el proceso de
congelacion, debido a la velocidad de enfriamiento rapida, termina con la
formacion de cristales de hielo intracelular que afectan negativamente la
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ultraestructura celular y su viabilidad en procesos como la movilidad y la velocidad.
i) la pérdida de agua es un evento necesario durante el proceso de
crioconservacion, y es dependiente de una velocidad de enfriamiento lenta de la
célula, lo que disminuye la formacion y asociacién de nucleos y por tanto de
cristales de hielo que afecten negativamente la célula y la puedan hacer inviable.
Ambos efectos provocados por estos eventos de la teoria fueron probados y
demostrados en células espermaticas de bocachico (Martinez et. al. 2009a). Las
Investigaciones de crioconservacion de semen relacionadas con la evaluacion de
niveles de osmolaridad extracelular del diluyente como factor de hidrataciéon o
deshidratacion celular para preparar al espermatozoide para la congelacién, no
han sido reportadas ampliamente en la literatura nacional o internacional. Sin
embargo, en los experimentos de crioconservacion de semen en peces de agua
dulce, se hace necesaria la regulacién de la osmolaridad externa de la célula,
medio en el que permaneceran congeladas las células espermaticas; esto es para
muchos autores, garantizar un medio isoténico (Liang-Jiang et al., 2007) que
impida la activacién (movilidad) espermatica por choque hiposmaético con el medio
extracelular (Tabares et al., 2005). Asi, la no regulacion de la osmolaridad
extracelular, impediria la crioconservacion y la garantia de viabilidad fertilizante del
espermatozoide al final del proceso de congelacién; pues una vez activado, la
movilidad durara poco tiempo (Tabares et al., 2005). Al observar la teoria de Pegg
(2007), donde destaca la importancia de la pérdida de agua intracelular, surge el
interrogante de qué puede ser mas favorable para la célula espermatica para
lograr una eficiente deshidratacién, ;Que la presion osmoética extracelular sea
isotdnica? o ¢ hipertonica?.

La utilizacién de diluyentes que faciliten la deshidratacion celular (ligeramente
hipertonicos) o que la impidan o controlen (ligeramente hipotonicos), son
herramientas que permitirian el manejo de la formacion de cristales
intracelularmente, con el fin de garantizar el mejoramiento de algunas variables de
viabilidad espermaticas afectadas negativamente por el criodano.

En el analisis de semen crioconservado de Thunnus orientalis pos-
descongelacion, osmolaridades extracelulares altas (275-290 mOsm/kg) de
diluyentes basados en NaCl (1%) dieron como resultado altas tasas de movilidad
espermatica. Por el contrario, osmolaridades bajas (55-65 mOsm/kg) de
diluyentes basados en glucosa (1%) produjeron bajas tasas de movilidad
espermatica o nulas (Hwang-Gwo et al, 2005). Esto sugeriria que la inadecuada
deshidratacion celular desencadena un cuadro de dano intracelular que da lugar a
bajos indices de viabilidad espermatica, en este caso, la movilidad total. A pesar
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de estos resultados, ningun autor hace mencién de la relacion existente (en
términos de tasa de movilidad espermatica) entre la utilizacion de distintos niveles
de osmolaridad

en los diluyentes y el grado de deshidratacion celular, la formacion de cristales o
el deterioro de organelas y efectos sobre membrana de forma positiva o negativa.

No obstante la investigacidn directa de esta propiedad de los diluyentes en la
crioconservacion de semen; la utilizacion de crioprotectores extracelulares como
glicina en asocio con crioprotectores intracelulares como DMSO, han permitido
establecer una accion de la primera como un factor de deshidrataciéon en células
espermaticas de jabali, facilitando la entrada del DMSO como sustituyente del
agua intracelular, utilizando mecanismos osmoéticos aun no elucidados por los
autores, obteniéndose resultados como el mejoramiento de la tasa y capacidad de
fertilizacion espermatica comparada con aquellas células sin glicina como
crioprotector extracelular (Liang et al., 2007).

3.1.2 Congelacion.

El proceso de crioconservacion de semen involucra diferentes cambios
intracelulares que pueden originar una disminucion en la sobrevivencia
espermatica. El control de la velocidad de cambio de la temperatura, la
osmolaridad y la formacion de cristales de hielo en el medio intra y extracelular
son los aspectos mas relevantes para optimizar la viabilidad celular (Medina-
Robles et al., 2004).

Durante el proceso de enfriamiento y congelacion, el espermatozoide esta sujeto a
cambios fisicos y quimicos de los medios intra y extracelular. Uno de estos
cambios toma lugar intracelularmente cuando el agua en fase liquida pasa a soélida
en forma de cristales; los cuales pueden dafiar mecanicamente la membrana y los
componentes internos de la célula. La aparicion espontanea del primer nucleo de
hielo o nucleacion, ocurre cuando la solucion llega a temperaturas entre -5 y —15
°C (Viveiros; et al., 2001, Zachariassen, 2000). Este nucleo, de forma hexagonal,
adhiere moléculas de agua por medio de interacciones electrostaticas
promoviendo la formacion de nucleos de mayor tamano, y a medida que avanza la
formacion de cristales de hielo se libera energia calorifica (calor latente) (Viveiros,
et al., 2001), lo que produce un pico transitorio de ascenso en la temperatura que
puede ser letal para la célula.
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La congelacion del medio externo conlleva a un aumento progresivo de la
concentracion de solutos en los canales residuales (intersticios) no congelados,
haciéndolo hiperosmaotico con respecto a la célula. Esto induce la salida del agua
de la célula y su congelamiento externo, concentrando solutos intracelulares
(Mazur., 1980). Si la deshidratacion celular es excesiva, la osmolaridad puede ser
muy alta, intoxicando la célula, o la deshidratacion puede no permitir a la
membrana plasmatica recuperar su forma en el proceso de descongelacion
(Mazur, 1980). No sélo la recuperaciéon de la forma de la membrana dependera del
grado de deshidratacion celular en los procesos descongelacidn, sino también la
reorganizacion y redistribucion de proteinas de membrana (muchas de ellas
canales i6nicos) que participan en los procesos de activacion espermatica y por
tanto en los procesos de movilidad y fertilizacion (Drokin et al., 1998).

La velocidad de enfriamiento juega un papel importante en este sentido. Si la
congelacion es suficientemente lenta el equilibrio es alcanzado a través del eflujo
de agua, pero si la congelacién es muy rapida, la célula no puede perder agua lo
suficientemente rapido para alcanzar el potencial de equilibrio, congelandose
intracelularmente (Mazur, 1980; Viveiros, et al., 2001, Watson, 2000). La
congelacion intracelular es letal para la célula dependiendo particularmente del
tamafo y de la cantidad de cristales de hielo formados en el citoplasma.
Normalmente, altas velocidades de enfriamiento producen cristales intracelulares
pequenos que pueden llegar a ser inocuos, pero estos pueden unirse y crecer
durante la descongelacion por medio de un proceso denominado recristalizacion
(Holt, 2000; Mazur, 1980) especialmente cuando estas velocidades de
descongelacion son lentas, dando tiempo suficiente para que este evento fisico
ocurra, sin embargo, los procesos de recristalizacion pueden suceder aun durante
la congelacion, favorecidos por las regiones no congeladas que permiten
interactuar a los cristales de hielo ya formados.

El tamafio de los cristales de hielo formados durante la congelacion esta
directamente relacionado con la velocidad de enfriamiento y el grado de
hidratacion intracelular.

Tanto los diluyentes como los crioprotectores cumplen funciones especificas

dentro del proceso de crioconservacion, teniendo como fin general mantener la

viabilidad celular durante el periodo de almacenamiento. Estas sustancias

cumplen funciones como proteger al espermatozoide de la accién téxica de los

productos del metabolismo celular y de los cambios bruscos de temperatura

(Medina-Robles et al., 2004). El principio de los crioprotectores internos consiste
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en que estos desplazan parte del agua intracelular, lo que impide el dafio de la
membrana por aumento del volumen de agua al congelarse y la formacion de
cristales, que podrian causar rompimiento de las organelas y destruccion total
celular. Ademas de esto, su bajo punto de congelacién permite mantener un
ambiente acuoso intracelular, impidiendo la formacion de estructuras soélidas
cristalizadas que redundan en dafio de membranas y disminucion de la viabilidad
celular (Superenfriamiento).

3.1.3 Crioprotectores.

La accién de los crioprotectores puede ser clasificada en dos grupos segun la
permeabilidad de la membrana a la sustancia. En el primer grupo se encuentran
las sustancias que poseen bajos pesos moleculares (Mizukami et al., 1999) y que,
por lo tanto, penetran al citoplasma (Holt, 2000), tales como glicerol, metanol,
etilenglicol, 1,2- propanodiol, butanediol, acetamida y dimetil sulféxido (DMSO). El
segundo grupo reune aquellas sustancias que no penetran la membrana celular
debido a su alto peso molecular como el polivinil alcohol (PVA), hialuronato de
sodio y la albumina (Mizukami et al., 1999).

No entanto, las concentraciones de estas sustancias pueden generar toxicidad
celular. Los ensayos preliminares con Pseudoplatystoma fasciatum (Pinzon-
Arciniegas et al., 2005), indicaron que concentraciones de DMSO iguales o
superiores al 10%, pueden reducir considerablemente la viabilidad de los
espermatozoides de bagre rayado, siendo necesario evaluar otras sustancias para
identificar aquellas que registren menor toxicidad para las células espermaticas de
estas especies.

Asi mismo, en estudios realizados en Morone saxatilis, se demostré que
concentraciones de 7.5% de DMSO resultaban en altas tasas (p<0.05) de
movilidad espermatica, porcentaje de fertilizacion (54+5.6%) y proteccion a la
ultraestructura (membrana citoplasmatica) en comparacion con aquellas células en
donde la concentracion de DMSO era baja (2.5%) (He y Woods, 2004). No
obstante, cuando los niveles de DMSO se elevan a una concentracion de 15%,
provocan daios en la membrana en cerca del 61% de las células espermaticas y
de un 23% en membrana nuclear (Taddei et al., 2001).

En experimentos de crioconservacion de semen de Clarias gariepinus, el uso de

DMSO y dimetilacetamida (DMA) en concentraciones del 10%, se recomiendan

como igualmente adecuados en su efecto sobre la eficiencia en la

criopreservacion del esperma. Sin embargo, en cuanto a movilidad masal, resulta

mas efectivo el DMSO (44+9.7%) comparado con la DMA (22.6£18.1%). Por el
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contrario, se observan elevadas tasas de fertilizaciéon ovocitaria utilizando DMA
(86.8£3.1%) cuando se compara con DMSO (67.1£11.9%) (Horvath y Urbanyi,
2000).

En general el DMSO ha sido mostrado como uno de los mas efectivos
crioprotectores para espermatozoides de muchas especies de peces (tabla 1)
cuando se compara con otros como: metanol, dimetil-acetamida, glicerol,
etilenglicol y propilenglicol (Kerby, 1983; He y Woods, 2003). Sin embargo, para
Pelteobagrus fulvidraco, el DMSO junto con el glicerol como protectores
espermaticos, resultaron ser superados en efectividad por el metanol, en términos
de movilidad (65%), fertilizacién (90%) y tasa de eclosion (88%) (Pan et al., 2008).

Tabla 1. Concentraciones de DMSO que garantizan la movilidad espermatica en
diferentes especies (Martinez y Pardo, 2010a).

Especie Concentracion de Referencia
DMSO (%)

Micropogonias undulatus 15 Gwo et al. (1991)
Lates calcarifer 5 Leung (1987)
Mycteroperca bonaci 20 Gwo (1993)
Epinephelus tauvina 10 Withler y Lim (1982)
Zoarces americanus 20 Yao et al. (1995)
Clupea payais 15 Pillai et al. (1994)
Sparus aurata 10 Maisse et al. (1998)
Psetta maxima 10 Dreanno et al. (1997)
Brycon amazonicus 10 Cruz-Casallas et al. (2004)
Esox masquinongy 10 Ciereszko (1999)
Salminus brasiliensis - Viveiros et al. (2008a)
Piaractus mesopotamicus 10
Brycon orbignyanus 10 Carolsfeld et al. (2003)
Salminus maxillosus 10
Leporinus elongatus 10

No obstante, se ha encontrado que la eficiencia protectora del glicerol en Sparus
aurata, comparada con etilenglicol, propilenglicol y DMSO, es significativamente
menor en términos de movilidad masal espermatica (Fabroccini et al., 1999); no en
tanto, en procesos de crioconservaciéon de semen de Peltaobagrus fulvidraco,
iguala su eficiencia con el DMSO, resultando en tasas de movilidad similares en
post-descongelacién cuando su concentracion es de 12.5%.
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Estos resultados sugieren que aunque los crioprotectores protegen las células
espermaticas durante el proceso de congelacion y descongelacién, la exencion del
dafio puede variar de acuerdo a la concentracion, a las especies y al tipo de
crioprotector y a su toxicidad (Pan et al., 2008). La efectividad de cada
crioprotector como DMSO, glicerol y otros varia en diferentes peces y demas
animales (Velasco-Santamaria et al., 2006; Zhang et al., 2003; Horvath et al.,
2003). Por lo que se hace necesaria la adaptacion y desarrollo de protocolos y
concentraciones especificas de los crioprotectores para cada especie pez, en este
caso para el bocachico.

Por otra parte, la yema de huevo ha sido usada con éxito en diluyentes en alianza
con crioprotectores extracelulares para espermatozoides crioconservados (peces y
mamiferos) contra el choque térmico durante el enfriamiento, congelacion y
descongelacion (Aboagla y Teerada, 2004; Cruz-Casallas, 2005; Watson, 1981).
Un efecto de sinergia entre la yema y algunos crioprotectores como el glicerol han
proporcionado altas tasas de sobrevivencia post-descongelacién en células
espermaticas (Pace y Graham, 1974). Una explicacion a este evento, es su
composicién quimica en términos de colesterol, acidos grasos, lipoproteinas y
fosfolipidos, los cuales influyen en la proteccion del semen crioconservado
(Bathgat, 2006). Aun asi, se ha detectado que la eficiencia de la congelacion de
células espermaticas, se debe en gran parte a la accion protectora de la yema,
debido a su contenido de lipoproteinas de baja densidad (LDL), por sus siglas en
inglés (Moussa et al., 2002), obteniéndose resultados exitosos en la significativa
minimizacién de los dafios en la integridad del DNA, utilizando concentraciones del
9% de LDL en el diluyente, en asocio con el glicerol como crioprotector (Jiang et
al., 2007).

3.1.4 Integridad de ADN y genotoxicidad.

Ademas del estudio de los efectos sobre las membranas plasmatica, nuclear y
sobre las mitocondrias, el dafio producido por la crioconservacion en el material
gendmico debe empezar a ser considerado para encontrar posibles correlaciones
entre el desarrollo de los primeros estados embrionarios, las tasas de fertilidad, la
sobrevivencia y el desempefio larval. La técnica de electroforesis alcalina en gel
de células individuales, ha sido utilizada en espermatozoides de O. mykiss
sometidos a congelacion para determinar la fragmentacion del ADN. En estos
estudios, el porcentaje de nucleos espermaticos crioconservados con ADN
alterado, estuvo relacionado inversamente con la tasa de fertilizacidn; sin
embargo, a esta alteracion no puede atribuirsele absolutamente la disminucion en
la capacidad de fertilizacion de los espermatozoides (Labbé et al., 2001).
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El incremento en la proporcion de células con ADN alterado después de la
crioconservacion, puede llegar a ser mas bajo que el incremento en la proporcion
de espermatozoides reportados con dafio en membrana y dafio en mitocondria
(Ogier de Baulny et al., 1997). El dafio entonces en el ADN podria ser solamente
un componente menor del dafo causado a las células por crioconservacion
(Labbé et al., 2001). Aunque son variados los efectos del proceso de
crioconservacion sobre la célula espermatica, éstos no pueden ser considerados
como unicos e independientes y, en una mayor proporcion, la combinacion de
ellos implica un aumento o disminucion de la capacidad fertilizante del
espermatozoide.

Sin embargo, en estudios de crioconservacién de semen de Dicentrarchus labrax,
se ha logrado evidenciar efectos toxicos significativos (p<0.01) de crioprotectores
como DMSO (10%) que inducen el dafio en DNA nuclear en un 38.2+11.1% del
DNA espermatico (Zilli et al., 2003). Sin embargo, recientemente se ha encontrado
dafios atribuibles a los crioprotectores (DMSO al 7% ) en un orden del 53.48% del
DNA espermatico para trucha arcoiris Oncorhynchus mikiss (Cabrita et al., 2005).
A su vez, en la crioconservacion de semen de bagre africano Clarias gariepinus
con DMSO vy etanol, se muestran efectos aun mas graves: entre los cuales se
evidencia destruccion del material genético nuclear espermatico, dando como
resultado larvas haploides (Miskolczi et al., 2005). Asi mismo, cuando se uso
glicerol como crioprotector en semen de la misma especie, en concentraciones
crecientes (de 5% a 11%), se observo un incremento proporcional en el porcentaje
de larvas malformadas, estableciéndose diferencias significativas comparadas con
larvas provenientes de semen fresco (control) y concluyendo que el aumento de la
concentracion incrementa la malformacion (Horvath y Urbanyi, 2000).

Estos resultados ponen de manifiesto la necesidad de determinar efectos que van
mas alld de la viabilidad espermatica y su sensibilidad en torno a la
crioconservacion, como también aquellos que se relacionan con el efecto en la
calidad genética y su expresion fenotipica, que en ultima instancia influye en el
éxito econdmico de una produccion acuicola.

3.1.5 Integridad de membrana.

La membrana plasmatica desarrolla una funciéon fundamental en la respuesta del
espermatozoide al entorno, las caracteristicas propias de la membrana del
espermatozoide le confieren la capacidad dinamica para regular diferentes
actividades celulares y rutas de sefializacion que pueden conducir entre otros a la
activacion de la movilidad espermatica. Es por esto que la integridad de la
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membrana es un requerimiento absoluto para las funciones que cumple,
consecuentemente su pérdida resultara en muerte celular (Marian et al., 1993).

La composicion y organizacion lateral de la membrana plasmatica regula la
afinidad por factores de adhesion, controla la permeabilidad de solutos hidrofilicos
y dirige eventos de fusion y sefalizacion celular (Frits y Baren, 2000). Las
propiedades de la membrana estan dadas por la proporcion lipidica: 70% de
fosfolipidos; 25% de lipidos neutros (especialmente colesterol) y 5% glicolipidos
(Eddy y O’Brien, 1994) y por su organizacion asimeétrica en los diferentes dominios
de membrana que le dan una fluidez especial (Frits y Baren, 2000). Los
fosfolipidos hacen parte del 65-70% del total de la membrana, los cuales le
pueden conferir fluidez, pero también mayor inestabilidad, que es contrarrestada
por las cantidades variables de colesterol (Holt, 2000).

Es posible que el estrés térmico sobre la membrana plasmatica durante el
enfriamiento resulte en la transicion de la fase liquida a una fase de gel en los
fosfolipidos de membrana. Como resultado de esta transicidén, las proteinas
integrales de membrana pueden ser excluidas de dominios de lipidos de fase de
gel y son agrupadas, algunas veces de forma irreversible. La actividad de muchas
enzimas asociadas a membrana se reduce, asi como la tasa de difusion de
proteinas por lateralizacion dentro del plano de la bicapa, reduciendo de este
modo la eficiencia de los procesos relacionados con difusién (Labbé et al.,1997).
De este modo y considerando la funcion de la membrana como componente de la
ruta en la sefalizacién celular para la activacion, se podria inferir que un dafo
provocado por la congelacién (agrupamiento de las proteinas integrales y
reduccion de la difusion), desencadenarian efectos sobre la eficiencia en los
procesos de fecundacion, movilidad, entre otros; haciendo inviable al
espermatozoide y obligando a buscar el mejoramiento de los procesos de
crioconservacion.

Durante la exposicion al frio se ha observado reduccién en la proporcion de acidos
grasos saturados e incremento en la proporciéon de acidos grasos insaturados.
Cuando aumenta la temperatura, la relaciéon de
fosfatidilcolina/fosfatidiletanolamina y los contenidos de colesterol se correlacionan
positivamente; estos cambios originan una reorganizacion de la membrana, lo que
ayuda a la célula a sobrevivir a las nuevas temperaturas (Labbé y Maisse, 1996).

En estudios con trucha arco iris mantenidas en agua a 18 °C y transferidas a 13
°C, luego de 42 dias, se observd una mejor resistencia a la crioconservacion, los
espermatozoides mantuvieron bajos contenidos de colesterol en la membrana

35



plasmatica, esta baja cantidad de colesterol se correlacion6 con una mejor
capacidad de fertilizacion de los espermatozoides después de la crioconservacion,
de igual forma se establecio una correlacion negativa significativa entre el
porcentaje de fertilizacion después de la crioconservacion y la correspondiente
relacion molar colesterol/fosfolipidos (Labbé y Maisse, 1996).

Experimentaciones utilizando microscopia electronica de criofractura en
espermatozoides de O. mykiss y Salmo trutta, mostraron en espermatozoides no
sometidos a congelacion, una distribucion homogénea de particulas sobre la
superficie protoplasmica, en algunos casos agregaciones de particulas en la
region del cuello y una banda longitudinal consistente de particulas en la cola. A
diferencia de lo anterior, en espermatozoides sometidos a congelacién, se
observaron particulas que fueron agrupadas dentro de clusters o grupos en la
superficie protoplasmica. La crioconservacion induce una fase de transicion en los
lipidos de la membrana citoplasmatica de la célula y se da una redistribucién
espacial de sus componentes, por el proceso de separacion lateral de lipidos y la
agregacion de proteinas de membrana (Drokin et al., 1998).

Los cambios que ocurren en la membrana plasmatica de espermatozoides de
Oncorhynchus mikiss, pueden afectar probablemente su integridad fisioldgica
después de la descongelacion, aunque esto puede ser reversible. La extension del
dafio en la membrana y la probabilidad de su recuperacion después del
descongelamiento, pueden depender de la distancia recorrida por las particulas
desde su sitio fisiolégico normal hasta el lugar de formacion de los grupos (Drokin
et al., 1998).

El dafno en areas de la superficie celular, donde no se forman grupos,
aparentemente es debido a una pobre diferenciacion de la membrana, en la cual
no ocurre el proceso de difusion lateral de moléculas, conllevando a su
deformacion y dafo celular, comparado con los espermatozoides con alta
diferenciacién de membrana que si permiten la formacién de grupos (Drokin et al.,
1998). Con lo anterior se podria pensar que el proceso de difusion lateral de
moléculas (lipidos y proteinas), permite una estabilizacion transitoria de la
membrana plasmatica durante el proceso de crioconservacion, donde la
distribucion homogénea de particulas y la relacion de fosfolipidos y proteinas
hacen posible la reversion exitosa de la célula espermatica para conservar su
capacidad fertilizadora.
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Entre los métodos mas usados para investigar y determinar los dafos
ultraestructurales, especialmente membrana plasmatica, en células espermaticas,
ha sido la microscopia electrénica de barrido (scanning), la cual ha proporcionado
informacion detallada de la estructura subcelular y entonces ha ayudado a elucidar
los cambios morfolégicos que acontecen en los procesos de crioconservacion
(Gwo y Arnold, 1992; Lhnsteiner et al., 1992 y 1996; Taddei et al., 2001; Yao et al.,
2000).

Por otra parte, no sélo la congelacion como tal es responsable de los diferentes
dafios en membrana, incluso se pueden prevenir o incrementar por el
crioprotector. Recientemente y utilizando microscopia electronica de barrido,
relaciones inversas entre concentracion de crioprotector y dafios en la
ultraestructura de membrana plasmatica en espermatozoides de Morone saxatilis
han sido detectadas. Cuando las concentraciones de DMSO aumentan desde
2.5% hasta 10%, la frecuencia de aparicién de danos (fracturas) en membrana
disminuye drasticamente, resultando esta ultima, como la concentracion mas
eficiente en la proteccion de la integridad de membrana citosélica para la especie
(He y Woods, 2004).

3.1.6 Sistemas de empacado de semen.

Con relacion a los sistemas o volumenes de empaque, se ha crioconservado
semen de peces con éxito en pajillas de 0.25 o 0.5 ml, los cuales resultan
practicas para ensayos a nivel de laboratorio y para fertilizar pequefias cantidades
de oocitos (Lahnsteiner et al., 1995, 1996; Carolsfeld et al., 2003; Cruz-Casallas et
al., 2004; Viveiros et al., 2008b). Protocolos de crioconservaciéon de semen en
macrotubos (5.0 mL), también han sido probados para algunas especies de peces
de agua dulce, tales como Oncorhynchus mykiss (Wheeler y Thorgaard, 1991;
Steinberg et al., 1995; Conget et al., 1996; Lahnsteiner et al., 1997), Salmo trutta
fario, Salmo trutta lacustris, Salvelinus alpinus (Lahnsteiner et al., 1997); Polyodon
spathula (Brown y Mims, 1999), Silurus glanis (Bart et al., 1998) y especies
marinas tales como Dicentrachus labrax (Fauvel et al.,, 1998) y Pleuronectes
ferrugineus (Richardson et al., 1999).

Finalmente cabe sefalar que entre los caraciformes del Caribe humedo

colombiano se destaca el bocachico (Prochilodus magdalenae), uno de los

principales peces reofilicos de las cuencas de los rios Sinu, San Jorge y

Magdalena, con signos de declinacion en sus capturas y tallas en el Sina y

Magdalena, por lo que recientemente ha sido declarada como especie en peligro

de extincion (Mojica et al., 2002). Presenta potencialidad para la piscicultura por su
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importancia comercial, calidad de su carne, buena adaptacion al cautiverio y
resistencia a la manipulacion.

Estas caracteristicas lo perfilan como una especie para diversificar y generar
competitividad en la piscicultura continental colombiana. Sin embargo, no se ha
podido ofrecer como una alternativa segura de cultivo por la carencia de
tecnologias estables en la produccién continua de alevinos. El mayor problema
para disponibilizar la oferta de alevinos de esta especie durante todo el afio es la
reproduccion en cautiverio por fuera de su temporada reproductiva; de ahi que los
estudios enfocados a la crioconservacion de material seminal  aporten a la
solucién de este problema.
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4. DISENO METODOLOGICO

4.1 Contextualizacion de hipoétesis

La concentracion de glucosa en el ambiente extracelular, en este caso generado
por sus diferentes concentraciones, influiran en los procesos osméticos celulares,
desencadenando la salida o entrada de agua en las cantidades correctas, para
permitir los procesos de pérdida de agua durante la congelacion y la recuperacion
de la membrana y su reorganizacion de lipidos y proteinas (canales idnicos que
participan en la activacion espermatica) durante la descongelacion, impedir la
formacion de cristales de hielo intracelular debido a excesos de agua provocados
por una inadecuada deshidratacion o impedir la intoxicacion espermatica por
deshidratacion excesiva del citosol. La concentracién de glucosa extracelular,
permitira que se provoque un eflujo de liquido intracelular, pero a la vez obligara a
la entrada del crioprotector como principal componente de bajo peso molecular del
liquido extracelular; garantizando la proteccion estructural y ultraestructural
interna; mejorando la viabilidad y calidad seminal después del proceso de
crioconservacion.

Asi mismo, la variacién de la concentracion de DMSO afectara los procesos de su
difusién por membrana (citosélica y nuclear) hacia el interior celular, repercutiendo
en la integridad tanto de la ultraestructura interna y externa como del material
genético, contribuyendo a variaciones de aquellos danos provocados por la accion
del choque térmico por frio, mediante el desplazamiento y reemplazo parcial del
agua interna y la interaccion quimica con estas estructuras celulares, causando
menores 0 mayores efectos téxicos de fractura, tanto de la bicapa fosfolipidica
como de la estructura doble hélice del ADN, deteriorando la viabilidad de las
células espermaticas, y que se expresara en el fenotipo de las larvas.

4.1.1 Hipodtesis nula 1. La concentracion del crioprotector y la concentracién de
glucosa, o sus interacciones, no difieren significativamente en su efecto sobre la
movilidad y tiempo de activacion en células espermaticas crioconservadas de
bocachico.

4.1.2 Hipétesis nula 2. La concentracion del DMSO vy glucosa, o sus
interacciones, no afectan significativamente variables de viabilidad espermatica
como integridad de ADN y de membrana citoplasmatica de células espermaticas
de bocachico sometidas a crioconservacion.
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4.1.3 Hipétesis nula 3. La concentracion del crioprotector o su interaccion con la
concentracion de glucosa, no poseen efectos genotdxicos significativos sobre las
células espermaticas de bocachico que se expresen en su fenotipo larval
causando malformacion.

4.1.4 Hipotesis nula 4. La interaccion entre la concentracion del crioprotector y la
concentracion de glucosa, como variantes de los distintos protocolos de
crioconservacion para semen de bocachico, no influyen en la tasa de fertilizacion
ovocitaria o en la eclosién larval.

4.1.5 Hipétesis nula 5. No existe una correlacion significativa de covariacion entre
la movilidad espermatica, los dafios en ADN, dafios en membrana citoplasmatica,
fertilizacion y eclosion, variables generadas por el semen posdescongelacion de
bocachico proveniente de los tratamientos de interaccién entre la concentracion de
DMSO vy glucosa.

4.2 Lugar de desarrollo de la investigacion

La investigacion se llevd a cabo en el Centro de Investigacion Piscicola de la
Universidad de Codrdoba CINPIC. ElI CINPIC se localiza en el municipio de
Monteria (Cérdoba), con coordenadas geograficas de 8° 48’ de Latitud Norte y 75°
22’ de Longitud Oeste, con una altura de 15 metros sobre el nivel del mar vy
valores anuales promedios de temperatura de 27.5° C, humedad relativa del 85%
y precipitacion promedio anual de 1100 mm que se distribuye asimétricamente en
dos periodos, uno lluviosos, durante el cual cae alrededor del 85% del total de la
precipitacion anual, y uno seco comprendido entre los meses de diciembre a
marzo.

4.3 Material biolégico

Para la congelacion fueron utilizados 3 machos, y para las pruebas de fertilizacién
espermatica posdescongelacion fue utilizada 1 hembra adulta de bocachico
Prochilodus magdalenae, adaptados y mantenidos bajo condiciones de cautiverio
en el CINPIC (Centro de Investigaciones Piscicolas Universidad de Cérdoba).

Antes del inicio de los experimentos, los ejemplares seleccionados fueron
pescados y trasladados a piletas circulares de manejo (6 m®, donde
permanecieron durante 24 horas, con el propdsito de habituarlos a las condiciones
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experimentales, reducir la intensidad del estrés generado por la manipulacion y
cambio de ambiente y administrar los tratamientos de induccion de la maduracion
final de las gbnadas para propiciar el desove y la espermiacion. Todos los
animales fueron identificados individualmente mediante marcas de corte en la
region de la aleta dorsal, ventral y caudal; registrando sus longitudes totales y el
peso corporal. Estos tres machos finalmente seleccionados, provinieron de una
preseleccion de entre 8 individuos (véase numeral 4.4.1).

Por otra parte, 10 dias antes del experimento de crioconservacion, 4 machos
espermiantes fueron capturados y sometidos a equivalentes condiciones, con el
animo de ser determinada la osmolaridad del plasma seminal (mOsm/kg). Esta fue
estimada mediante el uso de osmoémetro (Fiske 210, Fiske associates,Norwood,
Massachusetts, USA) directamente en plasma seminal de cada macho, luego de
ser obtenido por centrifugacion del semen durante 5 minutos a 14000 gravedades.

4.4 Protocolos de crioconservacion

El protocolo de congelacion para semen descrito en los siguientes numerales, es
utilizado de forma exitosa en Brycon amazonicus, (Cruz-Casallas et al., 2006),
caracido colombiano con caracteristicas de maduracién y reproduccion similares al
bocachico Prochilodus magdalenae. A su vez, se realizaron algunas
modificaciones y adaptaciones de acuerdo a Martinez et al., (2009a, b, c). Este fue
usado, con modificaciones (punto central del experimento) en concentraciones del
crioprotector, concentracién glucosa; a fin de detectar las concentraciones y
efectos adecuados para el semen en estudio.

4.4.1 Seleccion de machos para obtencion de semen. Para la obtencién del
semen fueron seleccionados 8 individuos a partir de dos afos de edad durante la
época reproductiva de la especie, la cual va desde abril hasta octubre (Atencio-
Garcia, 2001). Los animales fueron revisados periddicamente con el fin de
identificar aquellos que presentaran semen en la papila urogenital después de un
suave masaje abdominal en sentido craneo-caudal. Los animales
preseleccionados (8) fueron llevados a piletas de manejo, donde se identificaron
por medio de marcas en aleta caudal, ventral y dorsal o la combinacién de estas.
Posteriormente se determind su peso corporal y la longitud total (Cruz-Casallas
et al., 2006).
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Se seleccionaron animales que a una leve presion abdominal liberaron semen en
cualquier cantidad desde la papila urogenital, que luego fueron sometidos al
tratamiento hormonal para la maduracion final de las gonadas y la espermiacion,
utilizando una unica inyeccion intramuscular de Extracto Pituitario de Carpa (EPC),
equivalente a 45 mg/kg de peso corporal (Atencio-Garcia, 2001).

4.4.2 Obtencion del semen. El semen se obtuvo 6 horas después de la inyeccion
de EPC. Los 8 reproductores fueron previamente tranquilizados por inmersién en
una solucion de 2-fenoxietanol (300 ppm, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO,
USA) hasta evidenciar la pérdida del eje de nado de los individuos. Se realizé una
suave presion sobre la papila urogenital, con el objetivo de eliminar restos de
agua, orina o heces. El semen fue obtenido mediante masaje abdominal en
sentido craneo-caudal, colectandolo directamente y por cada individuo en un tubo
tipo Eppendorf plastico de 1.5 mL, aforado, estérii y seco.

4.4.3 Evaluacion del semen precongelacion. Inmediatamente después de
colectada la muestra, se realizé la evaluacion seminal, con el fin de conocer la
calidad del semen precongelacion, lo cual sirvio como referencia para evaluar el
resultado del proceso vy verificar el criterio de seleccion de calidad del semen que
iria a congelacion. Este procedimiento consté de una evaluacion macroscépica y
microscopica y se realizé dentro de los 30 minutos siguientes a la obtencién de la
muestra.

4.4.3.1 Evaluacion macroscopica. Se determiné el volumen seminal (mL) en los
8 machos inducidos, siendo éste el primer criterio de seleccidon del semen que iria
a congelacion, el cual consistié en que cada uno de los tres machos elegidos para
la crioconservacion, deberian superar un volumen seminal de 0.9 mL, ademas de
no mostrar evidencia de posible presencia de sustancias contaminantes, lo cual
permiti® desechar algunas muestras y permitir seguir el proceso hacia el
congelamiento de aquellas muestras elegidas.

4.4.3.2 Evaluacion microscopica.

4.4.3.2.1 Movilidad total (MT) y rapida (Ma). La movilidad total consistié en la

evaluaciéon global de la movilidad de los espermatozoides en las muestras, su

medicion se calcul6é en porcentaje y el procedimiento de su medicién, junto con la

movilidad rapida, se realizé objetivamente para cada uno de los tres machos (n=3)
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finalmente seleccionados (que superaron 0.9 mL de volumen seminal), una vez las
muestras fueron recién extraidas de cada pez. Como criterio final de seleccién de
las muestras a congelar, se eligieron aquellas que superaron el 80% de movilidad
total y el 75% de movilidad rapida (Ma), este ultimo criterio considerando que esta
variable es la mas estrechamente correlacionada con la fertilizacion en esta
especie (Martinez et al., 2009a). Ambas variables fueron medidas a través del
software Sperm Class Analyzer (SCA) (Microptic SL, SCA VET 01, Espafa).

Para realizar la evaluacion de la movilidad total y rapida, se tomaron 0.25 pL de
semen de cada uno de los eyaculados de los diferentes machos seleccionados en
forma separada, se procedié a ubicarla sobre camara Makler (Sefi Medical
Instruments Ltd, Israel) para inmediatamente después adicionarse 75 uL de agua
destilada como solucion activadora de la movilidad, de manera que la dilucién final
fue de 1:301 semen:solucion activadora. La muestra asi activa se observd con
microscopio de contraste de fase (Nikon Eclipse 50i, Japoén, objetivo de 10X) e
inmediatamente analizado mediante el SCA.

Una vez verificado el cumplimiento de los criterios de seleccién del semen para
ser llevado a fase de congelacion, se procedié a la estimacion de las demas
variables microscépicas y simultaneamente se procedié a someter a congelacion
el semen de los tres machos, distribuyéndolos entre los tratamientos establecidos,
cada uno como réplica de los tratamientos.

4.4.3.2.2 Movilidad rapida (Ma), media (Mb), lenta (Mc), Inméviles (Md): Sus
determinaciones fueron asistidas a través del software Sperm Class Analyzer el
cual permitio, por medio del analisis de imagenes, la obtencion del calculo objetivo
del porcentaje de células clasificadas en estos tipos de movilidades de acuerdo a
la velocidad de desplazamiento en las muestras seminales provenientes de cada
uno de los tres machos analizados y que cumplieron con los criterios para la
congelacion seminal.

Para tal fin, 0.25 uL de semen obtenido de cada uno de los tres (n=3) machos, fue
depositado sobre la camara de Makler. Una vez alli, se adicionaron 75 uL de agua
destilada como solucion activadora de la movilidad de los espermatozoides y se
procedié a medir las diferentes variables. Para ello fue activado el programa, de
modo que analiz6 la movilidad de cada muestra. Estos valores, correspondientes a
cada réplica, fueron utilizados como datos del grupo control (precongelacion).
Tanto la suspension de espermatozoides, camara Makler y solucion activadora se
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mantuvieron a la misma temperatura evitando choques térmicos que pudieran
afectar la movilidad espermatica.

4.4.3.2.3 Velocidad en Linea recta (VSL) y Velocidad curvilinea (VCL): Ambas
variables se midieron bajo el mismo procedimiento utilizado para las variables del
numeral anterior. La VSL describe la velocidad con que se desplaza un
espermatozoide considerando sélo el punto de partida y el punto de llegada,
trazandose una linea recta entre estos dos puntos, considerandose esta distancia
en linea recta como el espacio recorrido por el espermatozoide (um/seg). Por el
contrario, la velocidad curvilinea si considera el recorrido real del espermatozoide
sin importar la linealidad que describe su curso ni el trazo recto entre los dos
puntos (um/seg). Ambas permiten inferir la rapidez con que se desplaza un
espermatozoide para alcanzar un ovocito, refleja su vigor, capacidad movil y por
tanto su calidad.

4.4.3.2.4 Concentracion espermatica: determina el numero de células
espermaticas por unidad de volumen, expresandose en millones de
espermatozoides por pl. Se determind con el objetivo de que al momento de
realizar el proceso de seminacion artificial de ovocitos (posdescongelacion) que
permitio determinar la capacidad fertilizante de los espermatozoides provenientes
de cada tratamiento, fuera posible determinar de forma correcta la dosis
seminante o relacidbn semen:oocito, es decir, numero de espermatozoides que
debieron ser adicionados para fertilizar cada évulo disponible (Véase en Uso de
semen crioconservado en fertilizacion). Para este fin, se tomd una muestra de
0.5 pL de semen proveniente de cada uno de los tres machos seleccionados,
utilizando micropipeta de precision (BOECO, Alemania), y se procedié a diluirlas
en agua destilada en proporcion 1:1500 semen:agua destilada. Una vez el semen
diluido, se tomd 10 pL de esta solucion y se ubico en la camara Makler, donde se
efectud la evaluacion de la concentracion de los espermatozoides. Este proceso
fue realizado por microscopia de contraste de fase (Nikon, Eclipse 50i, Japén) y el
software SCA, asistido por computador, siguiendo el protocolo establecido por
Martinez et al., 2009b. Se realizaron tres mediciones y no se permitié una
diferencia mayor al 10% entre las lecturas; en tal caso se repitio el proceso.

4.4.3.2.5 Tiempo de activacion: Fue evaluado con ayuda de portaobjetos; sobre

el cual se colocé 1uL de semen, ubicando la muestra bajo el plano focal del

microscopio de luz (10X) (Carl Zeiss, Axioestar, Germany) con camara fotografica

digital incorporada (Canon Power Shot G5, Japan), la cual permitié exportar las

imagenes de movilidad en tiempo real hacia una pantalla que garantizé una mayor
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visualizacion del tiempo de inicio y terminaciéon de la activacion de los
espermatozoides.

La movilidad espermatica fue activada con 10 ul de agua destilada, a la vez que se
calculé y registré esta variable en segundos hasta que la movilidad de los
espermatozoides era sélo vibratoria y no implicaba desplazamiento alguno.

4.4.3.2.6 Integridad de ADN: Fue evaluado el dafio en ADN en células
espermaticas pre-congelacion como patron de comparacion con el mismo semen
posdescongelacion, para determinar posibles efectos provocados por Ila
crioconservacion y su correlacion con otras variables. Técnica asistida el Kit
Hallomax®, LABORATORIOS INDAS y basada en el test de dispersion de la
cromatina (SCD: Sperm Chromatin Dispersion; Fernandez et. al., 2003).

El fundamento de la técnica residié en la respuesta diferencial que ofrecieron los
nucleos de los espermatozoides con ADN fragmentado frente a los que
conservaron su ADN intacto. La desnaturalizacion controlada del ADN seguida de
la extraccién de las proteinas nucleares, didé lugar a nucleos parcialmente
desproteinizados donde los bucles de ADN se expandieron formando halos de
dispersion de la cromatina. Sin embargo, los nucleos de espermatozoides cuyo
ADN se encontré intacto no desarrollaron halo de dispersion o este fue minimo.

El primer procedimiento fue la inclusion de las muestras de semen, provenientes
de los diferentes tratamientos o fresco, en microgel de agarosa, para lo cual se
diluyeron las muestras de semen en medio PBS para obtener una concentraciéon
de 5x10° espermatozoides/ul para todas las muestras, utilizando espermatozoides
frescos (precongelacién) o congelados en nitrégeno liquido, esto con el fin de
tener un stock que permita partir de una concentracion homogénea y conocida
para el inicio de la inclusion de los espermatozoides en el gel para dar empezar el
proceso de visualizacién de la fragmentacion. Por otra parte, se introdujo el tubo
Eppendorf con agarosa de bajo punto de fusion (Kit Hallomax®, LABORATORIOS
INDAS, Espafia) en un flotador, dejandolo al nivel de la tapa, y se dejo flotando 5
minutos en agua a 90-100°C (Bafo Serolégico, Memmert®) hasta que la agarosa
se disolvio.

Posteriormente se transfirieron los tubos eppendorf con el flotador a un bafo
termostatico a una temperatura aproximada de 28 °C, a la que se encuentra el
agua del bocachico en estado natural, y se dejé 5 minutos hasta equilibrar la
temperatura; se afiadieron 60 pl desde los stocks de semen de concentracion
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conocida hacia igual numero de tubos eppendorf que contenian la agarosa y se
resuspendio. Al tiempo, portaobjetos (Kit Hallomax®, LABORATORIOS INDAS,
Espafia) pre-tratados se colocaron en refrigeracion, a 4°C. Una vez enfriados los
portaobjetos, se depositaron las suspensiones celulares (semen+agarosa), en su
totalidad, de los tubos eppendorf sobre los portaobjetos, y se puso un
cubreobjetos de cristal, evitando formar burbujas de aire. Se deposité una gota de
20 microlitros, para un cubreobjetos de 22x22mm. A lo largo de todo el proceso,
los portaobjetos se mantuvieron en posicién horizontal. Se Introdujo la bandeja
con los portaobjetos, en una nevera a 4°c y se dejaron gelificar las muestras
durante 5 minutos.

Para el procesado de la muestra, se prepard la solucion lisis y desnaturalizacidon
mientras se gelificaron las muestras. Para ello, se deposité el contenido del tubo
de solucion desnaturalizante (Kit Hallomax®, LABORATORIOS INDAS, Esparia)
en una caja de incubacion de cristal de manera que se pudieran sumergir los
portaobjetos. Se retiraron los cubreobjetos, deslizandolos con suavidad sin dafar
los geles y se introdujeron inmediatamente los portaobjetos, en posicidn
horizontal, en la solucién de lisis y desnaturalizacién y se dejaron incubando
durante 5 minutos, a temperatura ambiente (22 °C). Posteriormente se levantaron
los portaobjetos, se sujetaron en horizontal, y se depositaron durante 3 minutos en
otra caja de cristal conteniendo abundante agua destilada para lavar la solucion
desnaturalizante. Posteriormente se introdujeron los portaobjetos, en horizontal,
en una caja con etanol 70% (2 minutos), luego en etanol 90% (2 minutos), y
finalmente en etanol 100% (2 minutos). Finalmente se dejaron secar al aire.

Posteriormente, se utilizé una tincion fluorescente de loduro de Propidio (IP) sobre
las muestras, a una concentracion de 250 ug de IP/mL de PBS durante 1 minuto, y
luego se retiro el exceso por lavado con 1000 uL de agua destilada. Los electrones
se excitaron y emitieron luz roja a 630 nm de longitud de onda. Se observo en
microscopio de Fluorescencia (Carl Zeiss, Axioestar, Germany). Fotos
digitalizadas fueron obtenidas para tener registro de las células y sus halos de
dispersion (camara Nikon).

La clasificacion de los nucleos se hizo por medio de analisis visual directo.
El nucleo masivamente desproteinizado del espermatozoide, se compone de dos

partes: silueta del nucleo del espermatozoide, denominada core (nucleo), en
posicion central, y un halo periférico de dispersion de la cromatina/ADN. Se
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estudid numero de entre 300 y 400 espermatozoides por cada una de las
muestras frescas o congeladas, adoptando los siguientes criterios:

Espermatozoides con ADN fragmentado:

*Espermatozoides con halo grande: espermatozoides cuyo grosor del halo es igual
0 mayor a la longitud del diametro menor del centro.

*Espermatozoides con halo mediano: el grosor del halo esta comprendido entre:
mayor que 1/3 del diametro menor del centro y menor que el diametro menor del
centro.

Espermatozoides con ADN NO fragmentado:

*Espermatozoides con halo pequefio: el grosor del halo es igual o menor que 1/3
del diametro menor del centro, pudiendo ser de forma irregular o practicamente
inapreciable.

*Espermatozoides sin halo.

*Espermatozoides sin halo y degradados: aquellos que sin mostrar halo, presentan
el centro fragmentado en granulos o muestran una tincién muy débil.

Interpretacion de los resultados:
Los resultados se expresaron en porcentajes de espermatozoides con dafos en
DNA (d-ADN).

4.4.3.2.7 Integridad de membrana. Por otra parte, una prueba de dafio en
membrana citoplasmatica de espermatozoides fue realizada; por medio de tincién
(Eosina al 5% y Nigrosina al 10% como colorante de contraste). El principio se
basdé en que los espermatozoides muertos o con membrana deteriorada fueron
permeables a los colorantes y por tanto aparecieron coloreados en el
micropreparado. El procedimiento se realizé tomando 0.5 pL de semen fresco pre-
congelacién (control) de cada uno de los tres machos y 0.5 yL de semen por
réplica de tratamientos posdescongelacion, para estudiar 200 espermatozoides
por lamina de réplica. La técnica consistio en mezclar 0.5 pL de semen con 150 uL
de la solucién de colorantes (Eosina + Nigrosina) en un tubo Eppendorf,
posteriormente se tomé una alicuota de 2 yL del preparado y se depositdé sobre
una lamina portaobjetos, se realiz6é un extendido y se dejo secar al ambiente para
luego ser fotografiadas las laminas en microscopio 6ptico a 20X y 40X con camara
adaptada, posterior a lo cual se procedié a analizar las imagenes. Este resultado
se determind en porcentaje de células con dafio en membrana (d-Me).
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A su vez se verifico y caracterizo el dafio con Microscopia electronica de barrido,
la cual permitié el registro visual de la ultraestructura externa y de los cambios
(dafos) ocasionados en membrana citosdlica por la crioconservacion. Para la
fijacion de las células se seguiod la metodologia desarrollada por Lahnsteiner y
Patzner, 1991; utilizando 1 muestras de semen para cada una de las 3
repeticiones en cada tratamiento y en fresco (precongelacién), realizandose de la
siguiente manera:

Semen pre-congelacion (control) y posdescongelacion (9 tratamientos), fue
mezclado con solucion fijadora (semen:fijador = 1:2 v/v), la cual consistié en 10%
de paraformaldehido, 5% de glutaraldehido y 2% de tetroxido de osmio en agua
destilada. Después de fijar las muestras sobre hielo durante 15 minutos, las
muestras de semen fueron lavadas 1 vez con agua destilada (500uL) por
centrifugacion (Sigma Lab, 1-4, Alemania) a 3000 g durante 5 minutos y después
deshidratadas con una serie de diferentes concentraciones de etanol 250 uL (70%,
90%, 100%) también por centrifugacion a 3000 g durante 5 minutos para cada
concentracion. Posteriormente, se procedidé a secar las muestras al aire libre,
subsecuentemente se cubrieron con un bafo de oro-paladio para hacerlas mas
conductivas al haz de electrones en la columna del microscopio. Las células
fueron observadas y fotografiadas con microscopio electronico de barrido: Amray
1820D (Amray Inc., Bedford, MA, USA) en una amplificacion oéptica de entre
5,000x y 20,000x. Los resultados de este analisis no fueron paramétricos o no
paramétricos, soélo con fines de caracterizacion y verificacion.

4.4.4 Congelacion del semen. El semen de muestras provenientes de los tres
machos de calidad espermatica similar (volumen > 0.9 mL, movilidad rapida
superior a 75% y movilidad total superior a 80%, color: libre de impurezas) fueron
utilizados para este proceso en forma separada, cada uno constituyéndose en una
réplica de todos los tratamientos. En ningun caso hubo pool.

4.4.4.1 Preparacion del diluyente. El diluyente descrito por la literatura para el
caraciforme yamu Brycon amazonicus, es una solucion en agua destilada estéril
de 5.5% (p:v) de glucosa, 12% (v:v) de yema de huevo de gallina 'y 10% (v:v) de
dimetilsulféxido (DMSO, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA).

Sin embargo, para este experimento, el diluyente fue: Glucosa en agua destilada
estéril en concentraciones de (5.5%, 6% y 6.5% (p:v)) para garantizar tres niveles
osmoticos extracelulares de hidratacién o deshidratacién y detectar el adecuado,
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12% de yema de huevo de gallina y (5%,10% y 15% (v:v) ) de dimetilsulfoxido
(DMSO) como crioprotector interno.

Las concentraciones de glucosa fueron seleccionadas con base en un estudio
previo aun no publicado (Martinez y Pardo, 2009c), en el cual se determiné que:

a. Una solucion de agua destilada con concentracion de glucosa 6% (p:v) (360
mOsm/kg), producia una inmovilidad espermatica en semen fresco de 93%
en promedio, y 7% de espermatozoides lentos, cuya movilidad era posible
de reactivar.

b. Una solucién de agua destilada con concentracion de glucosa 5% (p:v)
(310 mOsm/kg), producia una inmovilidad espermatica en semen fresco de
6.8% en promedio, y 82% de espermatozoides lentos (proximos a la
inmovilidad), cuya movilidad era posible de reactivar.

c. Una solucién de agua destilada con concentracion de glucosa 7% (p:v) (410
mOsm/kg), producia una inmovilidad espermatica en semen fresco de 93%
en promedio, y 7% de espermatozoides lentos, sin embargo, esta movilidad
no fue posible de reactivar.

Considerando lo anterior, para este experimento se decidid utilizar
concentraciones de glucosa cercanas a 6% (p:v) tales como 5.5% (p:v) (335
mOsm/kg) y 6.5% (p:v) (385 mOsm/kg), incluyendo a 6% (360 mOsm/kg),
concentraciones que al mismo tiempo pudieran generar algun tipo de cambio
osmotico extracelular.

De este modo se obtuvieron 9 tratamientos de interaccién (cada uno con 3

réplicas, 1 réplica por macho) entre las 3 concentraciones de glucosa y las 3
concentraciones del crioprotector, como se muestra en la tabla 2a:
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Tabla 2a. Arreglo factorial 3° de la interaccién entre el factor A=DMSO
(dimetilsulfoxido) y el factor B=Glucosa, cada factor en 3 niveles: a1, a2, a3 y b1,
b2, b3; respectivamente para cada factor.

FACTOR

(Intracelular)

A= DMSO
NIVEL al=5% a2=10% a3=15%
FACTOR

(Extracelular) P175:5% a1*b1  a2*b1 a3*b1
B= Glucosa p2=6% a1*b2  a2*b2 a3*b2
b3=6.5% al1*b3 a2*b3 a3*b3

4.4.4.2 Empacado y congelacion. El semen de cada macho y el diluyente, se
mezclaron a temperatura ambiente (28 + 1°C) en dilucion 1:4 (Cruz-Casallas et al.,
2004) en un tubo eppendorf, agregando 100 yL de semen + 300 uL del diluyente,
para un total de 400 pL de mezcla. Inmediatamente después se empaco en pajillas
de 0.5 ml (Minitub, Abful - und Labortechnik GmbH & Co., KG), 1 por
macho/tratamiento (tabla 2b), las cuales se sellaron en sus extremos con alcohol
polivinilo y agua. Para la congelacion, las pajillas fueron colocadas en posicién
vertical en un soporte construido en aluminio, disefiado segun la longitud de las
pajillas y la altura del termo de congelacion. Una vez dispuestas las pajillas en el
soporte, se introdujeron en un termo seco de vapores de nitrogeno liquido (MVE
4/2V, AL, USA) durante 30 minutos, el cual permitié una tasa de enfriamiento
rapida (Medina-Robles et al., 2007). Alcanzado dicho tiempo, las pajillas se
trasladaron rapidamente a un termo de almacenamiento (MVE 24/2V, AL, USA),
sumergiéndolas directamente en el nitrégeno liquido (-196 °C).
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TTO

Tabld2b. Cantidades de mezcla (semen + diluyente) y distribucion del semen por macho (n=3) utilizado en el

proceso de crioconservacion entre los diferentes tratamientos de interaccion generados por la concentracién de
DMSO (a1, a2 y a3) y la concentracién de glucosa (b1, b2 y b3).

al*bl al*h2 al*b3 a2*b1 a2*b2 a2*b3 a3*b1l a3*bh2 a3*bh3

a1 100 uL S 100 uL S 100 uL S 100 uL S 100 uL S 100 uL S 100 uL S 100 uL S 100 uL S
300uLD 300uLD 300pLD 300 uL D 300uLD  300uLD 300 uL D 300uLD  300uLD

72 100 uL S 100 uL S 100 uL S 100 L S 100 uL S 100 L S 100 uL S 100 uL S 100 uL S
300uLD  300pLD  300uLD 300uL D 300uLD  300uLD 300uL D 300uLD  300puLD

23 100 uL S 100 uL S 100 uL S 100 L S 100 uL S 100 uL S 100 uL S 100 uL S 100 uL S
300uLD  300pLD  300uLD 300uL D 300uLD  300uLD 300uL D 300uLD  300pLD

&1 Machos cuyo semen fue utilizado en el proceso de crioconservacion en forma individual, constituyéndose por separado en bloque o
réplica de cada tratamiento.

al: DMSO 5%, a1: DMSO 10%, a3: DMSO 15%. b1: glucosa 5.5%, b2: glucosa 6%, b3: glucosa 6.5%.
S: Semen, D: Diluyente.
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4.4.5 Descongelaciéon del semen. Las pajillas fueron descongeladas (Luego de 5
dias) para ser analizadas y de esta forma determinar cual de los tratamientos
utilizados para la crioconservacion era el mas adecuado. Las pajillas congeladas y
conservadas en nitrégeno liquido, se descongelaron por inmersion directa en bafo
serologico (Memmert®) a 60 °C por 8 segundos, una descongelacion rapida que
permite mejores resultados en cuanto a movilidad para esta especie (Martinez et
al., 2009a). El tiempo maximo entre el retiro del termo y la inmersién en agua fue
de 3 segundos. Esta velocidad evita de esta forma procesos de recristalizacion
celular, que pueden generar dafio en la membrana plasmatica y muerte
espermatica (Holt, 2000). Una vez el semen fue descongelado, las pajillas fueron
abiertas en uno de sus extremos y el semen vertido en igual numero de tubos
Eppendorf estériles de 1.5 mL.

4.4.6 Pruebas Posdescongelacion. Se realizaron pruebas de movilidad y
tiempos de activacion espermatica, dafios en membrana, dafios en DNA (igual que
en Pre-congelacion), pruebas de fertilizacion ovocitaria y eclosion, determinacion
de la proporcién de larvas malformadas, como se muestra a continuacion.

4.4.6.1 Uso de semen crioconservado en fertilizacion. Para la obtencion de los
ovocitos (pruebas de fertilizaciéon) y semen de la especie (grupo control), fue
utilizado el protocolo de induccion hormonal de maduracion final y espermiacion
descrito por (Atencio-Garcia, 2001) para bocachico Prochilodus magdalenae, con
algunas modificaciones. Fueron seleccionados otros tres machos (n=3) bajo los
mismos criterios fijados para el semen que se utilizdé en la crioconservacién, cuyo
semen fresco resultdé como control de la prueba de fertilizaciéon (1 macho por
réplica). Para ello, se indujeron hormonalmente los tres machos a razén de 4.5 mg
de EPC/Kg de su peso corporal, mientras que en la unica hembra (cuyos huevos
se distribuirian entre todos los tratamientos), se utilizé una cantidad de 5 mg de
EPC/Kg del peso corporal aplicada en dos dosis. Asi, la primera dosis fue de 0.5
mg de EPC/kg de peso corporal, y 12 horas después, la segunda dosis de 4.5
mg/kg de peso corporal aplicada simultaneamente con la uUnica dosis de los
machos del grupo control. El semen fue obtenido 5 horas después de la unica
dosis hormonal suministrada, al tiempo que la obtencién de ovocitos (5 horas
después de la segunda dosis), a una temperatura del agua de 28 °C. Los ovocitos
fueron obtenidos por extrusidbn en seco y sobre vasija plastica (de una sola
hembra) y cubriendo inmediatamente con plastico para evitar contaminacion y
sequedad del liquido ovariano. Inmediatamente después, estos fueron pesados en
balanza analitica para determinar su correcta distribucion entre las diferentes
unidades experimentales (incubadoras de 2 Litros) correspondientes a 9
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tratamientos (para semen proveniente de la crioconservacion) y 1 control (para
semen fresco), cada uno con 3 réplicas, para un total de 30 unidades
experimentales. Una vez obtenidos los ovocitos y el semen fresco, se procedi6 a
descongelar el semen crioconservado y se realizé la fertilizacién artificial en
proporcion de 100.000 mil espermatozoides por ovocito, valor que se baso en el
trabajo realizado para Brycon Amazonicus por Velasco-Santamaria et al.( 2004),
en el cual se alcanzaron las mayores tasas de fertilizacion para este caraciforme
utilizando semen crioconservado en proporciones semen:ovocito de 75.000:1
hasta 150.000:1. El numero de espermatozoides a adicionar se calculé con base
en la concentracion espermatica de los tratamientos establecida por el SCA. De
este modo, para la fertilizacion se establecieron 2 gramos de ovocitos (1750
ovocitos/gramo), de la misma hembra, para cada réplica en cada uno de los
tratamientos con semen crioconservado o fresco. La fertilizacion de los ovocitos se
estandarizé y realizé en frascos plasticos transparentes de tapa rosca (1 frasco
por replica de cada tratamiento) con capacidad de albergue de no menos que 20
mL, ideal para permitir el pesaje de la cantidad correcta de ovocitos, su transporte
hacia el sitio de fertilizacién y manipulacion.

Una vez pesados los 2 gramos de ovocitos en cada frasco (Balanza analitica
PRECISA, IPG5, Suiza), se procedio a la fertilizacion de los huevos, por mezcla de
gametos y posterior adicion de 1 mL de agua destilada como activador de la
movilidad espermatica. Fueron agitados lo frascos por no menos de 50 segundos,
se procedi6é a adicionar 18 mL de agua para garantizar la correcta hidratacion de
los huevos. Seguidamente, fueron depositados en incubadoras de 2 Litros, de flujo
ascendente (distribuidas aleatoriamente), elaboradas en fibra de vidrio (una
incubadora para cada réplica).

Para la incubacion de los huevos, fue utilizado un sistema de recirculacién de
agua bajo techo, el cual constd de un filtro de carbén activado vy filtro de radiacion
ultravioleta, lo cual permiti6 mantener una calidad de agua homogénea para todos
los tratamientos. La temperatura, oxigeno, amonio, pH y alcalinidad, fueron
monitoreados desde y durante la incubacion cada tres horas, hasta las 5 horas
posteriores a la eclosion de las larvas (momento de medicion de la malformacion
larval), para un total de 6 mediciones durante el proceso de permanencia en el
sistema. El oxigeno disuelto y la temperatura se midieron con un oximetro digital
(YSI, 95, USA), el pH con un potenciémetro digital (LF WTW modelo 320,
precision £0.01), la dureza y alcalinidad se midieron por colorimetria mediante kit
de Merck® (modelo KGaA con una precision de 1.0 mg/L CaCO3) y el amonio con
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un titulador HACH (Digital Titrator, modelo16900, USA). Los valores fueron
expresados como el promedio * desviacion estandar.

4.4.6.1.1 Tasa de fertilizacion. 5 Horas Post Fertilizacion (HPF) se realizo la
evaluacion de esta tasa (cierre del blastoporo), tomando tres alicuotas
(submuestras) que representaban tres lecturas por réplica, tomando submuestras
de 80 a 100 huevos para cada lectura. Los huevos se depositaban en cajas de
petri donde se realizaban las lecturas, las cuales se calcularon en porcentaje, de la
siguiente manera:

Numero de huevos traslicidos

: 2 x 100
Numero de huevos totales alicuota

El promedio de las tres lecturas se tomé como unico dato de tasa de fertilizacion
de cada réplica en todos los tratamientos, y fue expresado en porcentaje.

4.4.6.1.2 Tasa de eclosion. Asi mismo, 10 HPF se evalud esta variable, tomando
también 3 alicuotas al azar (submuestras), de 80 a 100 unidades, entre huevos no
eclosionados y larvas. Este procedimiento se realizé para cada réplica en cada
tratamiento y se calcul6 en porcentaje, de la siguiente manera:

Ndmero de larvas — alicuota
Ndmero de unidades (huevos + larvas) totales — alicuota

x 100

4.4.6.2 Proporcion de larvas malformadas. Se determiné de acuerdo a las
metodologias descritas por Misckolczi et al., 2005, calculandose en porcentaje de
individuos deformes de cada total de réplica en todos los tratamientos, del
siguiente modo:

NUamero de larvas deformes — Réplica y
Ndmero de larvas totales — Réplica

100

Los resultados fueron expresados en porcentaje de larvas malformadas. Para
todas las observaciones se utilizd estereoscopio Carl Zeiss, AxionVision, Germany
con camara digital adaptada Canon Power Shot G5, Japan, comparando el uso
de semen crioconservado con semen fresco en ovocitos de la misma hembra. Asi,
para esta prueba se utilizé una muestra n= 30 o mas larvas escogidas al azar,
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aquellas réplicas que presentaron un numero de larvas inferiores a 30 no fueron
tenidas en cuenta para el analisis estadistico.

5. ANALISIS ESTADISTICO Y DISENO EXPERIMENTAL

Se emple6 un disefio de bloques al azar, con un arreglo factorial simétrico, en
donde el primer factor era la concentracion de glucosa en tres niveles (5.5%, 6% y
6.5%) y el segundo factor fue el crioprotector en tres niveles (concentraciones de
5%, 10% y 15%), esto con el fin de evaluar los efectos de las interacciones o
efectos simples de estos dos factores sobre las variables espermaticas
planteadas. Los bloques se constituyeron en tres machos diferentes, cuyo semen
se distribuyd entre todos los tratamientos de interaccion, constituyéndose cada
macho en una réplica o bloque dentro de cada tratamiento, esto con el animo de
bloquear el efecto genético del macho en el comportamiento de las variables y
garantizar que el unico efecto fuese el generado por los tratamientos. Las
variables correspondientes a la calidad seminal, integridades, longitudes, pesos,
ente otras, fueron descritas inicialmente a través de estadistica descriptiva y
posteriormente analizadas utilizando pruebas paramétricas, en todos los casos las
variables fueron expresadas como el promedio + desviacion estandar. Los efectos
de la glucosa y crioprotector sobre la movilidad y tiempo de activacion, el efecto
del crioprotector sobre dafio en DNA y membrana espermatica, el efecto del
crioprotector y la glucosa sobre proporcion de larvas malformadas y los resultados
de eficiencia de los protocolos de crioconservacion, en términos de tasas de
fertilizacion y tasas de eclosion, se les realizé un analisis de varianza ANOVA,
seguido de una prueba de Tukey para determinar entre cuales tratamientos de
interaccion se establecieron diferencias. Previo a cualquier analisis estadistico de
los resultados, fueron realizadas pruebas de Brown y Forsythe para determinar la
homogeneidad de varianza y de Kolmogorov-Smirnov para Normalidad de los
datos obtenidos, con el animo de verificar el cumplimiento de estos dos supuestos
sin los cuales no se podria proceder al analisis de varianza. En ningun caso los
resultados en porcentajes fueron sometidos a transformaciones para ser
normalizados. En todos los casos, p<0,05 fue utilizado como criterio estadistico
para revelar diferencias significativas. Todos los datos fueron analizados mediante
el programa estadistico SAS versidon 9.0, mediante rutina de programacion
exclusiva para arreglos factoriales.
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6. RESULTADOS

6.1 Resultados Generales

e La osmolaridad del plasma seminal obtenida para la especie fue de 347+9.1
mOsm/kg (n=4).

e De otro modo, una vez seleccionados los machos y la hembra para los
procesos de extraccidon de gametos para crioconservacién y pruebas de
fertilizacion (posdescongelacion), se midieron variables morfométricas, de
movilidad  espermatica (criterios de seleccion precongelacion),
concentracion celular, entre otras que se presentan a continuacion en la
tabla 3.

Tabla 3. Caracteristicas generales del material biolégico utilizado para el
experimento de crioconservacion y pruebas de fertilizacidn. Valores expresados
como el promedio + desviacion estandar.

CRITERIOS PARA

CONGELACION*
Movilidad Movilidad  Concentracion Cantidad
rapida Total gamética gamética
(%) (%) Obtenida

17371.61434 1.05+0.1
A* 3 254175 28.23+0.25 78.67+2.51 99.83+0.15 (Millones de R
Sptz/mL)

Peso Longitud
(9) Total (cm)

mL

17277.7+415 0.4+0.1
@*** 3 2444294 28.10+0.53 83+4.22 98.60%0.75 (Millones de e

Sptz/mL) mL
1750
*kk - -
Q 1 360 32.5 huevos/g 729

*Los criterios de seleccion para el semen ser llevado a congelacion se definieron como movilidad
rapida (Ma) >75% y Movilidad Total >80%. Fuente: Martinez et al., 2009a.

*% . . .y L g
Machos utilizados para el proceso de crioconservacion espermatica.

***Especimenes utilizados para las pruebas de fertilizacién posdescongelacion. Machos del grupo

control y hembra cuyos huevos fueron distribuidos entre los tratamientos para ser fertilizados.
Sptz: Espermatozoides.
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e La calidad fisicoquimica del agua fue determinada conforme lo establecido
en el numeral 4.4.6.1, obteniéndose una calidad aceptable para la
incubacion de ovocitos de la especie (tabla 4).

Tabla 4. Valores promedio + desviacion estandar de algunos parametros de
calidad de agua en la incubacién y manejo de la larva de bocachico Prochilodus
magdalenae obtenidos con semen crioconservado y fresco.

Valor promedio * d.e.

. : Valor estimado de la
de las cinco primeras

sexta medicion**

Variable fisicoquimica
estimada

mediciones*
Temperatura (°C) 27.9+0.53 27.0
Oxigeno (mg/L) 4.1+0.30 3.7
pH 8.0+0.43 6.9
Dureza (mg/L CaCOs) 95.0+0.40 87.0
Alcalinidad (mg/L CaCO3) 48.0+0.20 39
Amonio (mg/L) 0.001+0.0001 0.1

*Estimadas en el agua de incubacién (salida del sistema) a las 0 horas posfertilizaciéon (HPF), 3, 7,
y 10 HPF (momento de la eclosion) y 3 horas poseclosion (HPE).
**Estimada a las 7 HPE.

De otra parte, la congelacién del semen se realizé 7 minutos después de haberse
efectuado la mezcla con el diluyente de acuerdo a la metodologia trazada en el
numeral 4.4.4.

Considerando que algunos investigadores relacionados con la crioconservacion
espermatica en peces hipotetizan acerca de que el tiempo durante el cual los
espermatozoides permanecen en contacto con el crioprotector y el diluyente desde
su adicion hasta justo antes de la congelacién, incide o puede afectar
negativamente la calidad espermatica, y que por tanto se convierte en un error
adicional al que se debe generar sélo por los tratamientos durante la congelacién,
se realiz6 una prueba de comparacion entre el semen fresco a los 0 minutos
(antes de la mezcla) y el semen ya mezclado con el crioprotector a los 15 minutos,
de modo que se pudiera rechazar la hipotesis y probar que el procedimiento
empleado garantiz6 que el semen congelado no tenia ninguna modificacion
generada por el tiempo de exposicion al crioprotector y el diluyente antes de la
congelacion, que afectara su viabilidad, y que no era estadisticamente diferente
del semen fresco, tal y como se pretendia desde el principio.
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Figura 2. Porcentajes de espermatozoides con movilidad rapida (Ma) en semen de bocachico
Prochilodus magdalenae mezclado con el diluyente en sus diferentes tratamientos (n=3), los cuales
estuvieron basados en la interaccion de tres concentraciones de glucosa (5.5%, 6%, 6.5%) y tres
concentraciones de Dimetilsulfoxido (5%, 10%, 15%). Variable medida a los 15 minutos pos-
mezcla, sin congelamiento y dejado al ambiente (28 °C). ElI TC corresponde a la movilidad rapida
del grupo control, el cual es el mismo semen fresco utilizado para los diferentes tratamientos
estimada a los cero (0) minutos, es decir, justo antes de la mezcla con el diluyente. Barras con
letras comunes indican que son estadisticamente iguales (p>0.05). Valores expresados como el
promedio + desviacion estandar.
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Figura 3. Porcentajes de movilidad total (MT) de semen de bocachico Prochilodus magdalenae
mezclado con el diluyente en sus diferentes tratamientos (n=3), basados en tres concentraciones
de glucosa (5.5%, 6%, 6.5%) y tres concentraciones de Dimetilsulfoxido (5%, 10%, 15%) estimadas
a los 15 minutos pos-mezcla, sin congelamiento y dejado al ambiente (28 °C). El TC corresponde a
la movilidad total del grupo control, el cual es el mismo semen fresco utilizado para los diferentes
tratamientos, pero medido a los cero (0) minutos, es decir, justo antes de la mezcla con el
diluyente. Para todos los tratamientos. Barras con letras comunes indican que son
estadisticamente iguales (p>0.05). Valores expresados como el promedio + desviacion estandar.

Considerando que la movilidad rapida (Ma) junto con la movilidad total (MT) se
han convertido en algunos de los mas practicos indicadores de calidad
espermatica, se ha decidido su utilizacion para determinar el efecto del tiempo de
exposicion del semen al diluyente antes de la congelacion (7 minutos) sobre la
viabilidad espermatica, demostrando que no se incurre en errores metodoldgicos
que adicionan mas error experimental que aquel otorgado por los tratamientos en
la congelacién. Asi pues, es claro al observar las figuras 2 y 3 que el analisis
comparativo de los tratamientos, a los 15 minutos pos-mezcla con el diluyente,
con respecto del semen fresco antes de la adicion o mezcla (Ma=78.66£2.51% vy
Movilidad Total= 99.83+0.15%), muestra que este tiempo de exposicién del semen
no afecta significativamente la calidad del mismo en términos de estas variables
moviles y que por tanto las caracteristicas permanecen intactas aun habido
pasado este tiempo de exposicion. Esto permite inferir, que considerando que la
congelacion de los diferentes tratamientos se realizo justo a los 7 minutos pos-
mezcla con el diluyente, y que los datos muestran que aun a los 15 minutos de
exposicion las variables permanecen viables, el tiempo de exposicion de 7 minutos
no afectd la viabilidad movil de los espermatozoides. De modo que la metodologia
fue correcta.
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6.2 OBJETIVO 1.

Evaluar el efecto de la concentracion de dimetilsulféxido y la concentraciéon
de glucosa, sobre la capacidad mévil espermatica posdescongelacion.

6.2.1 Cumplimiento de los supuestos de Homogeneidad de Varianzas y
Normalidad de los datos.

Tabla 5. Pruebas de homogeneidad de varianzas y normalidad de los datos para
todas las variables moviles.

Variables Test de Homogeneidad Test de Normalidad de

de Varianza los datos
Ma p=0.2311
Mb p=0.7903
Mc p=0.4842

Md p=0.5214 p=0.0510
MT p=0.5163
VCL p=0.4383
VSL p=0.6921
TiAc p=0.2829

e Ma: Porcentaje de espermatozoides con movilidad rapida, Mb: Porcentaje de
espermatozoides con movilidad media, Mc: Porcentaje de espermatozoides con movilidad
lenta, Md: Porcentaje de espermatozoides Inmoéviles, MT: Movilidad total (%), VCL:
Velocidad curvilinea (um/seg.), VSL: Velocidad lineal (um/seg.), Ti-Ac: Tiempo de
activacion (seg.).

En el test de Brown y Forsythe, que evalua la homogeneidad de varianzas, la
hipétesis nula consiste en que la varianza de réplicas dentro de tratamientos es
homogénea, mientras que la hipétesis alternativa es que al menos 1 varianza no lo
es. Obsérvese en la tabla 5 que en todos los casos el valor “p” no es significativo,
es decir, p>0.05 para todas las variables respuesta, de modo que la hipotesis nula
no se rechaza y podemos decir que existe homogeneidad entre las varianzas,

cumpliéndose con el primer supuesto para incurrir en un analisis de varianza.

Por otra parte, con respecto al test de Kolmogorov-Smirnov, que evalua la
normalidad de los datos para las variables en cuestion, la hipotesis nula consiste
en que las muestras han sido extraidas de una poblacidén cuya distribucion es de
probabilidad normal. En la tabla 5 se observa que para todos los datos, p es mayor
de 0.05, por lo cual no se rechaza la hipotesis nula y se puede decir que los datos
si poseen una distribucion normal, con lo que se cumple el segundo y ultimo
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supuesto que permite a los datos el sometimiento a un analisis de varianza para
detectar los efectos de los tratamientos dentro del experimento efectuado.

6.2.2 Movilidad rapida (Ma) o porcentaje de rapidos.

Eapdo

Al

Feclios

AESULIS

Figura 4. Registro de espermatozoides de bocachico Prochilodus magdalenae siendo analizados
en su movilidad por el software Sperm Class Analyzer (SCA).

Una vez obtenidas las muestras de semen tanto antes de la congelacion (fresco)
como posdescongelacion, se realizaron mediciones de la movilidad rapida (Ma),
media (Mb), lenta (Mc), inmoviles (Md), movilidad total (MT), Velocidad Curvilinea
(VCL) y Velocidad en linea recta (VSL). Todas estas variables fueron medidas a
través del software SCA, excepto para el tiempo de activacion, cuya metodologia
se establecié en el numeral 4.4.3.2.5. Con respecto a los tipos de movilidad, el
software analizé simultdneamente todas estas variables, clasificando a los
espermatozoides de acuerdo a la velocidad con que se desplazaron, de tal modo
que para los espermatozoides rapidos (Ma) se coloreaba su trayectoria, en 1
segundo, de color rojo. Para espermatozoides medios (Mb), su trayectoria era
resaltada de color verde, mientras que para aquellos clasificados como lentos
(Mc), su recorrido era de color azul. Finalmente, los espermatozoides que el
programa consideré como estaticos (Md), su trayectoria fue coloreada de amarillo,
tal y como se observa en la figura 4.
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Figura 5. Porcentajes de espermatozoides con movilidad rapida (Ma) estimado en semen de
bocachico Prochilodus magdalenae posdescongelacion. Comparacion multiple entre tratamientos
(n=3) para determinar el efecto de la interaccion del arreglo factorial: concentracion del
crioprotector DMSO (5%, 10%, 15%) y concentracion de glucosa (5.5%, 6%, 6.5%). Barras con
letras comunes indican que son estadisticamente iguales (p>0.05). Valores expresados como el
promedio * desviacion estandar.

La Movilidad rapida (Ma) posdescongelacion varié de acuerdo a los tratamientos
establecidos para las células espermaticas (Figura 5), encontrandose que para
esta variable la interaccion de la concentracion del crioprotector con la
concentracion de glucosa era significativa (p<0.05) y que por tanto era posible
decir que para causar el efecto de disminucion o mantenimiento de los porcentajes
de movilidad rapida en dichas células después de la congelacion, el efecto
depende de la presencia conjunta de ambos factores y que no es un efecto simple
de cada uno de ellos.

Cuando la concentracion de DMSO alcanza valores maximos como un 15%, se
observa una caida drastica de la fraccion de espermatozoides con movilidad
rapida (0.131£0.15%, 0.76+1%, 0.03+0.06% de izquierda a derecha) sin depender
incluso del efecto que pudo generar la concentracion de glucosa, sin embargo, se
muestra una leve recuperacion sélo cuando la concentracién de glucosa es 6%.
Por el contrario, cuando la concentraciéon de DMSO fue la minima usada, es decir,
del 5%, se logré el maximo valor promedio en cuanto al porcentaje de
espermatozoide con movilidad rapida (5.9+2.6%) cuando ésta concentracién del
crioprotector interactu6é con el minimo valor de concentracion de glucosa (5.5%);
no obstante, conforme el DSMO al 5% interactua con valores altos de glucosa (6%
y 6.5%), también disminuye progresivamente el porcentaje de Ma hasta un valor
minimo de 1.8+0.1%.
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Por otra parte, cuando la concentracion del crioprotector se incrementé a 10%, la
fraccion de espermatozoides rapidos también se incrementé conforme Ia
concentracion de glucosa aumentd de 5.5% hasta 6%, alcanzando en este ultimo,
un pico maximo (5.3310.4%), el cual fue estadisticamente igual (p>0.05) al
alcanzado por el tratamiento de interaccion DMSO %5 — GLUCOSA 5.5%. Sin
embargo, la Ma nuevamente cae a 4.27+1.33% cuando la concentracion de
glucosa alcanzé su maximo de 6.5%, aunque estadisticamente igual (p>0.05) al
anterior tratamiento.
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Figura 6. Porcentajes de espermatozoides con movilidad rapida (Ma) estimado en semen de
bocachico Prochilodus magdalenae posdescongelacion y fresco (n=3). Comparacion multiple entre
semen fresco (TC) precongelacion y tratamientos de interaccion del arreglo factorial: concentracion
del crioprotector DMSO (5%, 10%, 15%) y concentracion de glucosa (5.5%, 6%, 6.5%). Barras con
letras comunes indican que son estadisticamente iguales (p>0.05). Valores expresados como el
promedio * desviacion estandar.

Cuando se compar6 la Ma del semen precongelacion (78.67+2.51%) contra el
semen sometido a los diferentes tratamientos de interaccion posdescongelacion,
se observé una disminucién de espermatozoides con Ma entre 92.44% y 99.97%
en los diferentes tratamientos, los cuales pasarian a desplazarse con otro tipo de
movilidad, o inmovilizados de algun modo. De cualquier manera, es evidente la
existencia de diferencia estadistica (p<0.05) entre el grupo control (TC) y los
tratamientos de interaccion.
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6.2.3 Movilidad media (Mb) o porcentaje de Medios.
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Figura 7. Porcentajes de espermatozoides con movilidad media (Mb) evaluado en semen de
bocachico Prochilodus magdalenae posdescongelacion. Comparacion multiple entre tratamientos
(n=3) para determinar el efecto de la interaccion del arreglo factorial: concentracion del
crioprotector DMSO (5%, 10%, 15%) y concentracion de glucosa (5.5%, 6%, 6.5%). Barras con
letras comunes indican que son estadisticamente iguales (p>0.05). Valores expresados como el
promedio * desviacion estandar.

Para la movilidad media (Mb), se encontr6 que tanto la concentracién del
crioprotector (p<0.0001) como la concentracion de glucosa (p<0.05) pudieron
haber originado las variaciones de Mb, sin depender uno del otro para lograr tal
efecto observado.

Los mas altos valores promedios de Mb en células espermaticas de P.
magdalenae posdescongelacion, se registraron bajo el tratamiento DMSO 10% -
6% glucosa (20.9145.41%), difiriendo significativamente (p<0.05) sélo de aquellos
tratamientos bajo la concentracion de DMSO al 15%, y de aquellos bajo la
concentracion de DMSO 5% interactuando con glucosa 6% y 6.5%.
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Figura 8. Porcentajes de espermatozoides con movilidad media (Mb) evaluado en semen de
bocachico Prochilodus magdalenae posdescongelacion y fresco (n=3). Comparacion multiple entre
semen fresco (TC) precongelacion y tratamientos de interaccion del arreglo factorial: concentracion
del crioprotector DMSO (5%, 10%, 15%) y de glucosa (5.5%, 6%, 6.5%). Barras con letras
comunes indican que son estadisticamente iguales (p>0.05). Valores expresados como el
promedio * desviacion estandar.

Con respecto a la Mb en el tratamiento control (16.7+3.05%), este es
estadisticamente diferente so6lo del grupo de espermatozoides que fueron
sometidos a 15% de DMSO, mientras que no difiere significativamente de los
grupos de tratamientos bajo las concentraciones al 5% y 10% de DMSO (p>0.05).
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6.2.4 Movilidad lenta (Mc) o porcentaje de Lentos.
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Figura 9. Porcentajes de espermatozoides con movilidad lenta (Mc) evaluado en semen de
bocachico Prochilodus magdalenae posdescongelacion. Comparacion multiple entre tratamientos
de interaccion del arreglo factorial (n=3): concentracion del crioprotector DMSO (5%, 10%, 15%) y
concentracion de glucosa (5.5%, 6%, 6.5%). Barras con letras comunes indican que son
estadisticamente iguales (p>0.05). Valores expresados como el promedio + desviacion estandar.

Con respecto a la Mc, se encontré que solo la concentracion del crioprotector
(p<0.05) origina de forma significativa el incremento o disminucién de Mc, mientras
que la concentracion de glucosa no tuvo efecto significativo sobre esta variable
(p>0.05).

Mc es una variable cuyo incremento no es deseable dentro del proceso de
crioconservacion espermatica, pero su disminucion también puede indicar que sus
espermatozoides lentos estan convirtiéndose en inmoviles. Sélo puede analizarse
este fendmeno, cuando se observa el grupo control.

El mayor porcentaje de espermatozoides lentos se registré para el tratamiento
DMSO 10% - 5.5% glucosa (58.5+29.96%) sin ser significativamente diferente del
resto de tratamientos (p>0.05), excepto con el tratamiento DMSO 15% - 5.5%
glucosa (33.96+9.70%), el mas bajo.
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Figura 10. Porcentajes de espermatozoides con movilidad lenta (Mc) evaluado en semen de
bocachico Prochilodus magdalenae posdescongelacion y fresco (n=3). Comparacion multiple entre
semen fresco (TC) precongelacién y tratamientos de interaccion del arreglo factorial: concentraciéon
del crioprotector DMSO (5%, 10%, 15%) y concentracién de glucosa (5.5%, 6%, 6.5%). Barras con
letras comunes indican que son estadisticamente iguales (p>0.05). Valores expresados como el

promedio + desviacion estandar.

Cuando se compara la Mc del semen precongelacion (4.40+0.95%) contra el
semen sometido a los diferentes tratamientos de interaccion posdescongelacion,
pudo observarse que tratamientos como DMSO 5% - 5.5% glucosa, DMSO 10% -
6.5% glucosa y todos los que se encuentran bajo la concentracion DMSO 15%,
son estadisticamente iguales al grupo control (p>0.05). El restante de los

tratamientos difirieron estadisticamente del semen fresco (p<0.05).
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6.2.5 Porcentaje de Inméviles (Md).
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Figura 11. Porcentajes de espermatozoides inméviles (Md) evaluado en semen de bocachico
Prochilodus magdalenae posdescongelacion. Comparacion multiple entre tratamientos de
interaccion del arreglo factorial (n=3): concentracion del crioprotector DMSO (5%, 10%, 15%) y
concentracion de glucosa (5.5%, 6%, 6.5%). Barras con letras comunes indican que son
estadisticamente iguales (p>0.05). Valores expresados como el promedio + desviacion estandar.

La Md posdescongelacién para células espermaticas de P. magdalenae, depende
o se origina en forma significativa (p<0.0001) por efecto de la concentracion del
crioprotector y no por la concentracion de glucosa, es decir, hay un efecto simple
s6lo de uno de los factores y no una interaccidon para originar tal efecto de
inmovilizacién espermatica posdescongelacion.

El menor porcentaje de inmovilidad se determin6 en espermatozoides
posdescongelacién que fueron sometidos al tratamiento DMSO 10% - 6% glucosa
(2949.02%), siendo solo significativamente diferente de aquellos espermatozoides
sometidos a los tratamientos bajo DMSO al 15% (p<0.05).

68



100

90 d ab .
a6 ab
70 4 b
abc abc
= 60 - bc pe
S s5p be cd
40 4
30 m Md
20
10 -
5l g
[*% glucosa [pv)] 5.5 [ 6.5 55 & 6.5 5.5 f 65 | TC

[ % DMSO (v:v) 3 10 15 Fontrol

Figura 12. Porcentajes de espermatozoides inmoviles (Md) evaluado en semen de bocachico
Prochilodus magdalenae posdescongelacion vy fresco (n=3). Comparacion multiple entre semen
fresco (TC) precongelacion y tratamientos de interaccion del arreglo factorial: concentracion del
crioprotector DMSO (5%, 10%, 15%) y concentracion de glucosa (5.5%, 6%, 6.5%). Barras con
letras comunes indican que son estadisticamente iguales (p>0.05). Valores expresados como el
promedio * desviacion estandar.

Cuando se compard los porcentajes de inmovildad (Md) de espermatozoides
posdescongelados con el porcentaje de inmdviles presentes en el semen fresco
(0.13+0.11%), se encuentré que el unico tratamiento capaz de mantener estos
valores minimos de inmovilidad al mismo nivel que el semen fresco, fue el
tratamiento DMSO 10% - 6% glucosa, el cual no difirié estadisticamente del
control (p>0.05).
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6.2.6 Movilidad Total (MT).

Es considerada también por algunos autores como la movilidad masal. Esta
variable es también detectada simultaneamente con los tipos de movilidad y
velocidades (VCL y VSL) por el software SCA.

La MT es detectada como la sumatoria de los porcentajes de espermatozoides
clasificados como a, b y ¢, es decir, MT= Ma+Mb+Mc. Asi mismo, podriamos decir
que se limita a detectar en cualquier muestra, aquellos espermatozoides moviles y
desechar a los inmdéviles sin importar la rapidez con que se desplacen.
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Figura 13. Porcentajes de movilidad total (MT) en espermatozoides de bocachico Prochilodus
magdalenae posdescongelacion (n=3). Comparacion multiple entre tratamientos de interaccién del
arreglo factorial: concentracion del crioprotector DMSO (5%, 10%, 15%) y concentracion de
glucosa (5.5%, 6%, 6.5%). Barras con letras comunes indican que son estadisticamente iguales
(p>0.05). Valores expresados como el promedio *+ desviacién estandar.

La movilidad total (MT) posdescongelacion para células espermaticas de P.
magdalenae, dependié en forma significativa (p<0.0001) unicamente del efecto de
la concentracidn del crioprotector y no de la concentracién de glucosa, es decir,
hay un efecto simple sélo de uno de los factores y no una interaccion de ambos
para originar la variacion o mantenimiento de la movilidad total espermatica.

Por otra parte, se hallé6 que el mas alto porcentaje de MT fue alcanzado por el
tratamiento DMSO 10% - 6% glucosa (71+9.02%), sin ser significativamente
diferente de los tratamientos bajo las concentraciones de DMSO al 5% y los
restantes bajo DMSO 10% (p>0.05). No obstante, solo difirid estadisticamente
(p<0.05) de los tratamientos bajo la concentracion DMSO al 15%, donde el
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tratamiento con 5.5% glucosa alcanz6é el menor porcentaje de movilidad total
posdescongelacion (20.13+6.03%).
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Figura 14. Porcentajes de movilidad total (MT) en espermatozoides de bocachico Prochilodus
magdalenae posdescongelacion y fresco (n=3). Comparacion multiple entre semen fresco (TC)
precongelacion y tratamientos de interaccion del arreglo factorial: concentracion del crioprotector
DMSO (5%, 10%, 15%) y la concentracion de glucosa (5.5%, 6%, 6.5%). Barras con letras
comunes indican que son estadisticamente iguales (p>0.05). Valores expresados como el
promedio * desviacion estandar.

De igual forma, cuando se comparo la movilidad total (MT) del semen fresco (TC)
(99.86+£0.11%) con el conjunto de tratamientos congelados, se encontré6 que solo
el tratamiento DMSO 10% - 6% glucosa, alcanz6 valores de movilidad total
(71+9.02%) estadisticamente iguales (p>0.05) al tratamiento control. Por el
contrario, el restante de tratamientos, fueron significativamente diferentes del
grupo control.
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6.2.7 Velocidad Curvilinea (VCL) y en Linea Recta (VSL).
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Figura 15. Registro de espermatozoide de bocachico Prochilodus magdalenae siendo analizado
en su Velocidad Curvilinea (VCL) y en Linea Recta (VSL) por el software Sperm Class Analyzer
(SCA).

Con respecto a la velocidad curvilinea y en linea recta, fueron medidas igualmente
por el software SCA, analizando simultdneamente todas las trayectorias
efectuadas por los espermatozoides de la muestra. El calculo de las velocidades
por parte del software consiste en que este traza y mide, en color rojo, la
trayectoria real que asume un espermatozoide en 1 segundos, definiendo un punto
de partida y un punto de llegada para el mismo (Punto a y Punto b en la figura 15,
respectivamente). Por otra parte, el software determina el desplazamiento total del
espermatozoide, sélo midiendo la distancia entre el punto de partida “a” y el punto
de llegada “b” sin importarle el recorrido que haya hecho el mismo para su llegada.
Esta distancia entre los dos puntos describe siempre una linea recta, la cual es
trazada por el SCA en color azul, como se observa en la figura 15, y es
considerada también en 1 segundos. Esta Velocidad se define como velocidad en
linea recta (VSL) y al igual que la VCL, se define en micrometros/segundos
(Mm/seq).
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Figura 16. Velocidad Curvilinea (VCL) de espermatozoides de bocachico Prochilodus
magdalenae posdescongelacion (n=3). Comparacion multiple entre tratamientos de interaccién del
arreglo factorial: concentracion del crioprotector DMSO (5%, 10%, 15%) y concentracion de
glucosa (5.5%, 6%, 6.5%). Barras con letras comunes indican que son estadisticamente iguales
(p>0.05). Valores expresados como el promedio + desviacién estandar.

La velocidad curvilinea (VCL) posdescongelacion vari6 de acuerdo a los
tratamientos establecidos para las células espermaticas (Figura 16),
encontrandose que para esta variable la interaccion de la concentracion del
crioprotector con la concentracion de glucosa afectdé de forma significativa
(p<0.05) dicha variacion y que por tanto es posible decir que para causar el efecto
de disminucién o mantenimiento de la VCL en dichas células después de la
congelacion, el efecto depende de la presencia conjunta de ambos factores y que
no es un efecto simple de cada uno de ellos.

A su vez se encontré que no existio diferencia estadistica entre los tratamientos
correspondientes a los grupos DMSO al 5% y 10%, es decir, estadisticamente
fueron iguales (p>0.05). No obstante, en cuanto a valores de velocidad, el
tratamiento DMSO 5% - 5.5% glucosa presenta los mas altos (45.3+4.51 pm/seg),
seguidos de DMSO 10%, tanto bajo la concentracion de glucosa 6% (41.06+4.05
pm/seg) como 6.5% (43.43+2.25 pm/seg). Por su parte, el grupo de
espermatozoides bajo los tratamientos de DMSO 15%, fueron los menos veloces
posdescongelacion, alcanzando valores de hasta 17.6+2.12 pm/seg.
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Figura 17. Velocidad curvilinea (VCL) de espermatozoides de bocachico Prochilodus
magdalenae posdescongelaciéon y fresco (n=3). Comparacién multiple entre semen fresco (TC)
precongelacion y tratamientos de interaccion del arreglo factorial: concentracion del crioprotector
DMSO (5%, 10%, 15%) y concentracion de glucosa (5.5%, 6%, 6.5%). Barras con letras comunes
indican que son estadisticamente iguales (p>0.05). Valores expresados como el promedio *
desviacion estandar.

De otro modo, en el grupo control, es decir, en el semen fresco precongelacién, se
determin6 una VCL de 176.6+11.51 pm/seg, la cual fue significativamente
diferente de todos los tratamientos posdescongelacion sin excepcion (p<0.05), asi
la velocidad espermatica posdescongelacion sélo alcanzd a ser (como maximo)
casi una cuarta parte de lo que fue en semen fresco.
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Figura 18. Velocidad en linea recta (VSL en um/segundos) de espermatozoides de bocachico
Prochilodus magdalenae posdescongelacion (n=3). Comparacion multiple entre tratamientos de
interaccion del arreglo factorial: concentracién del crioprotector DMSO (5%, 10%, 15%) y
concentracion de glucosa (5.5%, 6%, 6.5%). Barras con letras comunes indican que son
estadisticamente iguales (p>0.05). Valores expresados como el promedio + desviacion estandar.

Al igual que en la VCL, en la velocidad en linea recta (VSL) se encontré que la
interaccion de la concentracion del crioprotector con la concentracion de glucosa
afectaba de forma significativa (p<0.05) el comportamiento de esta variables, y
que para causar la disminucion o mantenimiento de la VSL en dichas células
después de la congelacion, el efecto depende de la presencia conjunta de ambos
factores y que no es un efecto simple de cada uno de ellos.

Igualmente, no se encontr6o diferencia estadistica entre los tratamientos
correspondientes a los grupos DMSO al 5% y 10% (p>0.05). Sin embargo, es de
sefalar que el tratamiento DMSO 5% - 5.5% glucosa present6 las mas altas
velocidades lineales (28.261+0.64 um/seg), seguidos de aquellos tratamientos bajo
la concentracion DMSO 10%, tanto bajo la concentracién de glucosa 6%
(23.76£3.13 ym/seg) como 6.5% (27.16+4.67 ym/seg). Por su parte, el grupo de
espermatozoides bajo los tratamientos de DMSO 15%, son los menos veloces
linealmente después de la congelacién, alcanzando valores de hasta 5.83+£3.026
um/seg.
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Figura 19. Velocidad en linea recta (VSL) de espermatozoides de bocachico Prochilodus
magdalenae posdescongelacién y fresco (n=3). Comparacién multiple entre semen fresco (TC)
precongelacion y tratamientos de interaccion del arreglo factorial: concentracion del crioprotector
DMSO (5%, 10%, 15%) y concentracion de glucosa (5.5%, 6%, 6.5%). Barras con letras comunes
indican que son estadisticamente iguales (p>0.05). Valores expresados como el promedio *
desviacion estandar.

Cuando se intenté comparar la VSL en espermatozoides posdescongelacion
contra la VSL en espermatozoides precongelacion (TC) (75.53+7.68 ym/seg), se
hallé6 que todos los primeros eran estadistica y significativamente diferentes del
semen fresco (p<0.05), llegando a disminuir hasta en un 60% con respecto al
semen fresco (en el mejor de los casos) debido a la congelacion.
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6.2.8 Tiempo de Activacion espermatico (TiAc).
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Figura 20. Tiempos de activacion (TiAc) de espermatozoides de bocachico Prochilodus
magdalenae posdescongelacion (n=3). Comparacion multiple entre tratamientos de interaccién del
arreglo factorial: concentracion del crioprotector (5%, 10%, 15%) y concentracion de glucosa
(5.5%, 6%, 6.5%). Barras con letras comunes indican que son estadisticamente iguales (p>0.05).
Valores expresados como el promedio * desviaciéon estandar.

En cuanto al tiempo de duracién de la movilidad espermatica posdescongelacion,
se determin6é que fue afectado significativamente tanto por la concentracion del
crioprotector (p<0.0001) como por la concentracién de glucosa (p<0.05) ambos de
forma separada, sin que la interaccion conjunta entre ambos factores haya sido
necesaria o afectara tal variacion. En otras palabras, Ti-Ac puede adquirir las
mismas variaciones observadas en la figura, tanto con la sola presencia de la
concentracion del crioprotector (manteniéndose estable la concentracion de
glucosa) como también con la sola presencia del factor concentracion de glucosa
(manteniéndose estable la concentracion del crioprotector).

Se encontrdé a su vez, que los espermatozoides con mayor tiempo de activaciéon
correspondieron a los tratamientos DMSO 5% y DMSO 10%, siempre que la
concentracion de la glucosa fue 6% en ambos (30.38+2.63 segundos y 27.38+0.74
segundos, respectivamente), no en tanto, éstos no difirieron estadisticamente de
tratamientos como DMSO 5%-5.5% glucosa. Por el contrario, los menores tiempos
de activacion fueron registrados en todos los tratamientos bajo la concentracion
DMSO 15%, no siendo posible observar tiempo de activaciéon espermatico alguno
bajo el microscopio (0 segundos). Asi, estos tratamientos difirieron
significativamente de todos aquellos bajo las concentraciones de DMSO 5% vy
10%.
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Figura 21. Tiempos de activacion (TiAc) de espermatozoides de bocachico Prochilodus
magdalenae posdescongelacién y fresco (n=3). Comparacién multiple entre semen fresco (TC)
precongelacion y tratamientos de interaccion del arreglo factorial: concentracion del crioprotector
DMSO (5%, 10%, 15%) y concentracion de glucosa (5.5%, 6%, 6.5%). Barras con letras comunes
indican que son estadisticamente iguales (p>0.05). Valores expresados como el promedio *
desviacion estandar.

En general, cuando se comparé el tiempo de activacion (TiAc) de
espermatozoides posdescongelacion con el mismo semen antes de la congelacion
(40.46+0.66 segundos), se observo diferencias significativas (p<0.05) entre ambos
grupos de tratamientos, llegandose a observar diferencias entre tiempos de
activacion del control y algunos tratamientos de entre 10 y hasta ~40 segundos.
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6.3 OBJETIVO 2.

Determinar el efecto genotéxico y citotoxico de la interaccion entre
concentracion de glucosa y la concentracion de dimetilsulféoxido sobre los
dafos de ADN y membrana citoplasmatica.

6.3.1 Cumplimiento de los supuestos de Homogeneidad de Varianzas y
Normalidad de los datos.

Tabla 6. Pruebas de homogeneidad de Varianzas y Normalidad de los datos para
las variables Darios del ADN (d-ADN) y Dafios de membrana (d-Me).

Variables Test de Homogeneidad Test de Normalidad de
de Varianza los datos
d-ADN p=0.8850
p=0.0510
d-Me p=0.7030

En el test de Brown y Forsythe, que evalua la homogeneidad de varianzas, la
hipétesis nula consiste en que la varianza de réplicas dentro de tratamientos es
homogénea, mientras que la hipotesis alternativa es que al menos 1 varianza no lo
es. Obsérvese en la tabla 6 que en todos los casos el valor “p” no es significativo,
es decir, p>0.05 para todas las variables respuesta, de modo que la hipotesis nula
no se rechaza y podemos decir que existe homogeneidad entre las varianzas,

cumpliéndose con el primer supuesto para incurrir en un analisis de varianza.

Por otra parte, con respecto al test de Kolmogorov-Smirnov, que evalua la
normalidad de los datos para las variables en cuestion, la hipotesis nula consiste
en que las muestras han sido extraidas de una poblacion cuya distribucion es de
probabilidad normal. En la tabla 5 se observa que para todos los datos, p es mayor
de 0.05, por lo cual no se rechaza la hipdtesis nula y se puede decir que los datos
si poseen una distribucion normal, con lo que se cumple el segundo y ultimo
supuesto que permite a los datos el sometimiento a un analisis de varianza para
detectar los efectos de los tratamientos dentro del experimento efectuado.
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6.3.2 Fragmentacion de ADN (d-ADN).
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Figura 22. Longitud total del halo de dispersion de la cromatina en espermatozoides de
bocachico Prochilodus magdalenae sometidos a prueba de fragmentacién de ADN, 100X. A la
izquierda, control positivo inducido con perdxido de hidrégeno al 4%; a la derecha, control negativo

obtenido de semen fresco precongelacion.
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Figura 23. Porcentajes de espermatozoides de bocachico Prochilodus magdalenae
posdescongelacion con dafio en ADN (d-ADN). Comparacién multiple entre tratamientos de
interaccion del arreglo factorial: concentracion del crioprotector (5%, 10%, 15%) y concentracion de
glucosa (5.5%, 6%, 6.5%). Barras con letras comunes indican que son estadisticamente iguales
(p>0.05). Valores expresados como el promedio + desviacion estandar.
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Con respecto a los dafos en ADN espermatico
posdescongelacion, se determinG que esta
variable fue afectada tanto por la concentracion
del crioprotector (p<0.0001) como por la
concentracion de glucosa (p<0.0001) ambos de
forma altamente significativa y de modo
separado, sin que la interaccién conjunta entre
ambos factores haya sido necesaria o afectara
tal variacion. En otras palabras, el dafio en ADN
puede adquirir iguales variaciones observadas en
la figura, tanto con la sola presencia de la
concentracion del crioprotector (manteniéndose
estable la concentracion de glucosa) como
también con la sola presencia del factor
concentracion de glucosa (manteniéndose
estable la concentracion del crioprotector). No
hay dependencia entre ambos para influir en la
fragmentacion del ADN espermatico.

Del mismo modo, se determind que los mayores
porcentajes de células con ADN fragmentado, se
hallaban en espermatozoides provenientes de 3
tratamientos: DMSO 5% tanto 6% glucosa como
6.5% glucosa (23.40+3.36% Yy 25.10+0.93%,
respectivamente), ademas de DMSO 15% - 6.5%
glucosa (28.91+£3.25%), entre los cuales no
existian diferencias significativas (p>0.05). Por
otro lado, el valor mas bajo registrado para la
fragmentacién de ADN espermatico fue para el
tratamiento DMSO 10% - 5.5% glucosa
(13.62+1.6%), siendo solo significativamente
diferente de los 3 tratamientos bajo DMSO 5% y
de tratamientos como DMSO 15% - 6% glucosa y
6.5% glucosa (p<0.05).
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Figura 24. Espermatozoides de

bocachico Prochilodus
magdalenae  sometidos a
prueba de fragmentacion de
ADN posdescongelacion, 40X.
Tratamiento de interaccion 15%
DMSO y 55% glucosa. F:
Espermatozoide con  ADN
fragmentado, NF:
Espermatozoides con ADN no

fragmentado.
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Figura 25. Porcentajes de espermatozoides de bocachico Prochilodus magdalenae
posdescongelacion y fresco con dafio en ADN (d-ADN). Comparacién multiple entre semen fresco
(TC) precongelacion y tratamientos de interaccion del arreglo factorial: concentracion del
crioprotector DMSO (5%, 10%, 15%) y concentracion de glucosa (5.5%, 6%, 6.5%). Barras con
letras comunes indican que son estadisticamente iguales (p>0.05). Valores expresados como el
promedio * desviacion estandar.

Con respecto al grupo control o semen precongelacion (6.71+1.54%), ningun
tratamiento posdescongelacién fue similar, ni estadisticamente (p<0.05) o
matematicamente, pues como ya se menciond, el tratamiento que menos
fragmentacion de ADN arrojé fue DMSO 10% - 5.5% glucosa, con un porcentaje
de 13.62+1.8%.
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6.3.3 Dafo de Membrana (d-Me).
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Figura 26. Porcentaje de espermatozoides de bocachico Prochilodus magdalenae
posdescongelacion con dafio en membrana (d-Me) (n=3). Comparacion multiple entre tratamientos
de interaccion del arreglo factorial: concentracién del crioprotector DMSO (5%, 10%, 15%) vy
concentracion de glucosa (5.5%, 6%, 6.5%). Barras con letras comunes indican que son iguales
(p>0.05). Valores expresados como el promedio + desviacion estandar.
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Figura 27. Porcentaje de espermatozoides de bocachico Prochilodus magdalenae
posdescongelaciéon y fresco con dafio en membrana (d-Me) (n=3). Comparacion multiple entre
semen fresco (TC) precongelacioén y tratamientos de interaccion del arreglo factorial: concentraciéon
del crioprotector DMSO (5%, 10%, 15%) y concentracién de glucosa (5.5%, 6%, 6.5%). Barras con
letras comunes indican que son iguales (p>0.05). Valores expresados como el promedio *
desviacion estandar.
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Los dafios en membrana (d-Me) tuvieron
variaciones dependientes de los diferentes
tratamientos. De este modo, se encontré que
para esta variable, la interaccion de Ila
concentracion  del  crioprotector con la
concentracion de glucosa, afectaba de forma
significativa (p<0.05) el porcentaje de aparicion
de ese dafo en células espermaticas
congeladas. Asi, se determin6 que el efecto de la
concentracion del crioprotector sobre los danos
en membrana depende de la variacion de la
concentracion de glucosa, por tanto es necesaria
la presencia conjunta de ambos factores para
observar tanto porcentajes bajos como altos de
dafnos en membrana presentada en la Figura 26.

A su vez, se encontré que los menores dafios a
la membrana se generaron en los tratamientos
DMSO 10% - 6% glucosa (24.27+1.1%), seguido
de DMSO 10% - 5.5% glucosa (30.22+2.15%),
sin haber diferencia estadistica significativa entre
ellos (p>0.05). Sin embargo, grandes porcentaje
de células con dafio en membrana, se
observaron en tratamientos como DMSO 15% -
6.5% glucosa (58.33+2.81%), el cual fue
significativamente diferente de todos los demas
tratamientos (p<0.05) sin excepcion.

Con relacion a la comparacién multiple de los
tratamientos congelados con el grupo control
(TC) (Figura 27), se determind que ninguno de
estos tratamientos posdescongelacion mostré ser
estadisticamente igual al semen fresco
precongelacién, donde los dafos en membrana
s6lo alcanzaron un 2.34+0.5% (p<0.05), aunque
algunos tratamientos mostraron gran proteccion a
la  membrana, produciéndose dafos en
membrana minimamente en el 24.27+1.1% de las
células (DMSO10% - 6% glucosa). Sin embargo,
esto no fue suficiente para llegar a alcanzar la
igualdad estadistica con el semen fresco.
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Figura 28. Espermatozoides

de bocachico Prochilodus

magdalenae  sometidos a
prueba de Integridad de
membrana de Eosina-
Nigrosina, 40X. a.

Espermatozoides del control
positivo para dafio en
membrana inducido con Tritén
X-100. b. Espermatozoides
del control negativo o fresco
(precongelacioén), sin dafos

aparentes en membrana.



6.3.3.1 Microscopia electréonica de Barrido

Figura 29. Fotografias de microscopia electrénica de barrido en espermatozoides de bocachico
Prochilodus magdalenae posdescongelacion, correspondientes al tratamiento 15% de DMSO y 6.5
de glucosa. a y b corresponden a aglutinamientos de espermatozoides en la misma muestra. c.
corresponde a espermatozoides con graves dafos en membrana y cola (1) e intactos (2).

Las microfotografias de microscopia electronica de barrido para verificar
visualmente los dafios en membrana (ya determinados con la prueba de Eosina-
Nigrosina) o agrupamiento de proteinas para correlacionar este fenébmeno con la
inhibicion de proteinas que participan en la activacion espermatica, no pudieron
ser observadas claramente. En la imagen a y b de la Figura 29, se observan
aglutinamientos de células espermaticas de Prochilodus magdalenae, los cuales
impidieron la correcta visualizacion de los espermatozoides en todos los
tratamientos de interaccion posdescongelacion. La union de colas y cabezas fue el
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principal impedimento para el logro del objetivo. Sin embargo, en la imagen c de la
misma figura, se detalla claramente el efecto individual sobre las células
espermaticas del tratamiento y la congelacién. Malformacién en membrana,
hendiduras y averias en cola o pieza media son algunos de los dafos registrados
mas comunes en esta muestra, como también la presencia de espermatozoides
sin dafno aparente, aspecto que se relaciona con los
resultados hallados en prueba Eosina-Nigrosina. No
en tanto, los aglutinamientos fueron frecuentes en
los demas tratamientos de inferior concentracion del
crioprotector y sin excepcion, ademas con mayor
grado de unidn e invisibilidad total para discriminar
partes u otro particular en los espermatozoides, tal
como se observa en la imagen a de la Figura 30.

Aunque en espermatozoides del grupo control
(imagen b de la Figura 30) los dafios en membrana
no son tan evidentes como en el semen proveniente
de tratamientos de congelacion, los aglutinamientos
también son persistentes, impidiendo igualmente la
individualizacion de los espermatozoides para el
registro fotografico por el microscopio electrénico.

v LkALMED

Es posible que parte de este fendmeno de
aglutinacion se deba a la presencia del tetréxido de
osmio, el cual pudo no ser el mas adecuado de los
fijadores para esta especie de pez. En el proceso de
secado luego de la adicion de los diferentes
concentraciones de etanol (70%, 90% y 100%), las
muestras se observaban totalmente ennegrecidas
(efectos del tetradxido de osmio) y solidificadas en
forma de cumulos, los cuales a la hora de la fijacion
en el paso por el microscopio de barrido, impedia la
correcta visualizacion. Adicionalmente, es posible
que la presencia de un componente extra como la
yema de huevo, azucares, entre otras no incluidas Figura 30. Microfotografia
en el protocolo original (Lahnsteiner y Patzner, electronica de barrido en
1991), pudo causar una especie de emulsificacion de  espermatozoides de
las células, acentuando el fendmeno en las muestras  bocachico Prochilodus
seminales. Si bien en muestras de semen fresco (sin  magdalenae. a: tratamiento
diluyente), este evento de emulsificacion no ocurrio, 10% de DMSO y 6.5% de
si se presentd una leve aglutinacion (Véase Figura  glucosa. b: semen fresco
30). precongelacion.

Efectos como estos no son reportados por otros

autores en células espermaticas de especies de
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peces, posiblemente por no incluir dentro de sus protocolos muestras provenientes
de la crioconservacion basados en este tipo de diluyentes como la yema de huevo.
Aunque se estandarizé el protocolo de fijacion y deshidratacién de las muestras
seminales para esta especie, es recomendable la exclusion del tetradxido de
osmio por su alta toxicidad, costo y posibles efectos inversos en la fijacion celular
para microscopia de barrido. Por tanto es recomendable probar sélo la
deshidratacion de las muestras a base de glutaraldehido y paraformaldehido de
modo que se garantice su visualizacion individual.

Danos en la ultraestructura espermatica de peces causados por factores
asociados a la crioconservacién, como aquellos observados en la Figura 29C para
bocachico, han sido evidenciados también en peces de agua dulce y marinos. He
y Woods (2004), registraron dafios a nivel de membrana semejantes a los
observados en bocachico a través de microscopia electrénica de barrido, en este
caso se tratd de la especie Morone saxatilis, en donde descubrieron que la
formacion de erupciones en membrana eran mas evidentes y dependientes de la
concentracion de DMSO desde 2.5%, 5% y hasta 10%. Sin embargo, no en todos
los casos en donde la concentracion del DMSO fue alta, los dafios fueron
mayores, es decir, era probable el hallazgo de células con membrana
aparentemente viable a pesar de la elevada concentracion del crioprotector, tal
como se observa dentro del tratamiento registrado. Si bien estas malformaciones a
nivel de membrana pueden ser clasificadas como erupciones, es también posible
considerarlas como hendiduras producto no de la sola erosién toxica del
crioprotector sino posiblemente de la deshidrataciéon que pueda provocarse por la
presencia del mismo al interior celular (desplazamiento de agua) en combinacién
con la alta presion osmotica extracelular (glucosa) a la que fueron sometidas las
células. Yao et. al., 2000, también mediante fotografias con microscopio
electronico de barrido, logré identificar este fendmeno de deshidratacion
ocasionado en espermatozoides de Macrozoarces americanus sometidos a
crioconservacion con DMSO al 20% y mas, evidenciandose procesos de
malformacion y deshidratacion en la membrana, especificamente en la pieza
media y cabeza. Esto puede deberse en primera instancia a que el crioprotector
inicialmente entra hasta el interior de la célula desplazando parte del agua interna
(Mizukami et. al., 1999), la cual ha de ser proporcional a la cantidad del
crioprotector o sustancia entrante, de manera que a mayor concentracion de
DMSO, mayor sera también el desplazamiento de agua, pudiendo ocasionar un
desbalance osmatico que le impida a la célula una recuperacion apropiada del
agua durante la descongelacion (Mazur, 1980) produciendo lo que se evidencia en
algunos espermatozoides de la Figura 29C.
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Mediante registro fotografico de microscopia electrénica de barrido, se logré la
caracterizacion morfométrica de células espermaticas de bocachico Prochilodus
magdalenae.

Figura 31. Microfotografia electronica de barrido para la caracterizaciéon morfométrica de
espermatozoide de bocachico Prochilodus magdalenae proveniente de semen fresco
precongelacion (10.000X).

En la Figura 31 se observa un espermatozoide proveniente de semen fresco
precongelacién a una magnificacién de 10.000X, cuya cabeza posee una longitud
de 2.1 um y un ancho de 1.6 ym, en ella no hay presencia de acrosoma como en
mamiferos o algunos peces marinos. En cuanto a la pieza media, esta posee una
longitud de 0.8 hasta 1 um y 0.38 um de ancho. A diferencia de piezas medias en
mamiferos u otros peces, esta no posee un tamafio muy prolongado y se situa
mas hacia la cabeza que hacia la cola. Esto se observa igualmente con la pieza
media en espermatozoides de Salvelinus fontinali, teleésteo de agua dulce
(Lahnsteiner y Patzner, 1991).

Por otra parte, con relacion al flagelo, este presenta forma engrosada en la base

(0.3 um) y disminucidén progresiva hacia la zona apical de la misma, podria decirse
que su forma es coénica. Su longitud es aproximadamente de 13 a 15 veces la
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longitud de la cabeza, es decir, entre 28 ym y 31.5 uym dependiendo del
espermatozoide.

Tabla 7. Variables morfométricas de espermatozoides de peces marinos o
dulceacuicolas. LC: Longitud de la cabeza, AC: Ancho de la cabeza, LF: Longitud
del flagelo, APM: Ancho de la pieza media, LPM: Longitud de la pieza media. Para
todos los casos las medidas son determinadas en um.

Especie LC AC LF APM LPM Fuente
Brycon 196 1.89 319 049 - Cruz-Casallas et al., 2005
amazonicus
Merluccius 375 4175 30 . - Medina et al., 2003
merluccius
Oncorhynchus 593 533 3416 - - Tuset et al., 2008
mykiss
Thunnus 19 18 - . . Abascal et al., 2002
thynnus
Labeo 164 - - . - Rutaisire et al., 2006
victorianus
Acipenser 8-10 1.7-  53- i i Barandaran-Noveiri et
persicus 21 56 al.,2006
Samosalar 575 . %%35 i ; Gage et al., 2002
Serrasalmus 19 i i 3
maculatus
Metynnis mola - 1.9 - - 2 .
Gusmao-Pompiani et al.,
Mylassoma .19 - i 14 2009
duriventre
Piaractus 14 ) i 18
mesopotamicus
Esox lucius - 1.32 325 - 1.1 Alavi et al., 2009
Mystus 199 173 6.1 0.98 1.49 Muchlisin y Siti-Azizah,
nemurus 2009

*Longitud de la cabeza incluyendo la pieza media.

Con respecto a variables morfométricas en células de otras especies (tabla 7), los
espermatozoides de Prochilodus magdalenae poseen una longitud de la cabeza
(LC) hasta 4 veces menor que Acipenser persicus, 2 veces menor que Salmo
salar, y en general menor por algunas micras que espermatozoides de Merluccius
merluccius y Oncorhynchus mykiss. A su vez, es mayor que la LC registrada para
Piaractus mesopotamicus y Labeo victorianus. Con respecto al ancho de la
cabeza (AC), las células de P. magdalenae son menores en 0.29 ym que en B.
amazonicus, 0.3 ym que en S. maculatus, 0.41 um que en A. persicus y 0.73 ym
que en O. mykiss, no en tanto el AC para bocachico es mayor en 0.28 ym que las
observadas en Esox lucius. Por otra parte, la longitud del flagelo en bocachico es
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levemente menor comparada con especies como Oncorhynchus mykiss, Salmo
salar y Esox lucius; pero ampliamente superado por especies como Acipenser
persicus, el cual posee hasta casi el doble de la longitud flagelar que la hallada en
P. magdalenae. Sin embargo, es sorprendente observar que es hasta 5 veces
mayor que el flagelo de especies como Mystus nemurus.

El Ancho de la pieza media es una variable morfométrica muy poco registrada
para las especies, sin embargo este parametro es variable entre peces,
alcanzando por ejemplo en Mystus nemurus hasta 0.98 um, lo que es casi 3 veces
mas de lo que mide el ancho de la pieza media en P. magdalenae. Igualmente que
con el ancho, la informacion relacionada con la Longitud de la pieza media en
espermatozoides es aun mas exigua, no en tanto se sabe por ejemplo que ciertos
espermatozoides de algunas especies superan a P. magdalenae con respecto a
esta variable. Asi por ejemplo, en Mylassoma duriventre, Piaractus
mesopotamicus, Metynnis mola y Serrasalmus maculatus la longitud de la pieza
media es respectivamente 40%, 80%, 100% y 200% mas grande que en
bocachico.

Finalmente, las especies con mayor similitud morfométrica con P. magdalenae, en
cuanto a Longitud de la cabeza, son B. amazonicus, Mystus nemurus y Thunnus
thynnus, sin variaciones superiores a 0.2 um, en cuanto al Ancho de la Cabeza:
Piaractus mesopotamicus, Acipenser persicus, Merluccius merluccius y Thunnus
thynnus, sin variaciones superiores a 0.2 ym, en cuanto a la Longitud del flagelo:
B. amazonicus y Merluccius merluccius, sin variaciones superiores a 0.4 ym, en
cuanto al Ancho de la pieza media: B. amazonicus, sin variaciones superiores a
0.11 um y finalmente en cuanto a la Longitud de la pieza media: Esox lucius, sin
variaciones superiores a 0.1 ym.

Las caracteristicas morfométricas descritas para P. magdalenae son propias de la
mayoria de los caraciformes de fertilizacion externa: un acuaesperma, ausencia de
acrosoma, cabeza esférica, pieza media de variables dimensiones y un largo
flagelo, ya planteadas por otros autores (Jamieson, 1991; Mattei, 1991).

Es importante destacar que parte de estas similitudes halladas entre P.
magdalenae y algunas especies de agua dulce como Piaractus mesopotamicus,
Brycon amazonicus y Esox lucius, no son simples coincidencias, sino el resultado
de un posible origen filogenético comun. Asi, en el trabajo realizado por Quagio-
Grassiotto et al. (2003) sobre la comparacidn de variables utraestructurales de
espermatozoides de 6 especies de caracidos suramericanos, concluyeron altas
similitudes entre éstas, considerandolas incluso herramientas importantes de
clasificacion filogenética.
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6.4 OBJETIVO 3.

Evaluar la eficiencia de los protocolos de crioconservacion en términos de
tasa de fertilizacién y de eclosién.

6.4.1 Cumplimiento de los supuestos de Homogeneidad de Varianzas y
Normalidad de los datos.

Tabla 8. Pruebas de homogeneidad de Varianzas y Normalidad de los datos para
las variables tasa de fertilizacién (TF) y tasa de eclosién (TE).

Variables Test de Homogeneidad Test de Normalidad de
de Varianza los datos
TF p=0.7229
TE p=0.4242 p=0.0510

En el test de Brown y Forsythe, que evalua la homogeneidad de varianzas, la
hipétesis nula consistié en que la varianza de réplicas dentro de tratamientos es
homogénea, mientras que la hipétesis alternativa es que al menos 1 varianza no lo
era. Obsérvese en la tabla 8 que en todos los casos p>0.05 para las variables
respuesta, de modo que la hipdtesis nula no se rechaza y podemos decir que
existe homogeneidad entre las varianzas, cumpliéndose con el primer supuesto
para incurrir en un analisis de varianza.

Por otra parte, con respecto al test de Kolmogorov-Smirnov, que evalua la
normalidad de los datos para las variables en cuestion, la hipotesis nula consistié
en que las muestras han sido extraidas de una poblacién cuya distribucion es de
probabilidad normal. En la tabla 8 se observa que para todos los datos, p>0.05,
por lo cual no se rechaza la hipdtesis nula y se puede decir que los datos si
poseen una distribucion normal, con lo que se cumple el segundo y ultimo
supuesto que permite a los datos el sometimiento a un analisis de varianza para
detectar los efectos de los tratamientos dentro del experimento efectuado.
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6.4.2 Tasa de fertilizacion (TF).

Figura 32. Ovocitos de bocachico Prochilodus magdalenae fertilizados con semen
crioconservado (5 horas posfertilizacion — fin del cierre del blastoporo). a: Corresponde a un
ovocito fertilizado y en este caso un embrion viable. b: Corresponde a ovocitos no fertilizados o a
embriones inviables.
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Figura 33. Tasa de fertilizacion (TF) evaluada en bocachico Prochilodus magdalenae (4 horas
posfertilizacion — final del cierre del blastoporo) (n=3). Comparacion multiple entre ovocitos
fertilizados con semen crioconservado proveniente de los tratamientos de interaccion del arreglo
factorial: concentracion del crioprotector DMSO (5%, 10%, 15%) y concentracion de glucosa (5.5%,
6%, 6.5%). Barras con letras comunes indican que son estadisticamente iguales (p>0.05). Valores
expresados como el promedio + desviacion estandar.
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En cuanto a la tasa de fertilizacion (TF), se encontré que la interaccion de la
concentracion del crioprotector con la concentracion de la glucosa afectaba de
forma significativa (p<0.01) el comportamiento de esta variable, asi el efecto de la
concentracion del crioprotector sobre la tasa de fertilizacion depende de la
variacion que se presenta en la concentracion de glucosa.
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Figura 34. Tasa de fertilizacion (TF) evaluada en bocachico Prochilodus magdalenae (4 horas
posfertilizacion — final del cierre del blastoporo) (n=3). Comparacién mudltiple entre ovocitos
fertilizados con semen fresco (TC) y ovocitos fertilizados con semen crioconservado sometido a
los tratamientos de interaccion del arreglo factorial: concentracion del crioprotector DMSO (5%,
10%, 15%) y osmolaridad del diluyente basado en glucosa (5.5%, 6%, 6.5%). Barras con letras
comunes indican que son estadisticamente iguales (p>0.05). Valores expresados como el
promedio *+ desviacion estandar.

Igualmente, se establecid que los mayores porcentajes de fertilizacion (ver figura
33), se alcanzaron por parte de tratamientos como DMSO 5% cuando la
concentracion de glucosa era 5.5% y 6% (27.57+2.35% y 23.41+1.76%), y en los
tratamientos DMSO 10% siempre que la concentracion de glucosa era también
5.5% y 6% (25.66+0.33% y 26.88+4.1%); sin hallarse diferencias estadisticas
significativas entre estos cuatro tratamientos (p>0.05). Por el contrario,
tratamientos con la concentracion DMSO 15%, presentaron los mas bajos
porcentajes de fertilizacién (0.99+0.87%, 3.63+3.57% y 0.61£1.06%), siendo
estadisticamente iguales entre ellos (p>0.05), pero significativamente diferentes
del resto de tratamientos (p<0.05), es decir, diferentes tanto de aquellos con la
concentracion DMSO 5% como bajo la concentracion DMSO 10%.

De otro modo, puede decirse que la tasa de fertilizacion (TF) correspondiente al
semen fresco precongelacion (TC) (69.315.15%), fue significativamente mayor
(p<0.05) que las tasas de fertilizacion correspondientes a todos los tratamientos
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de crioconservacion. Hallandose que los porcentajes mas altos de fertilizacion
alcanzados cuando se utilizO semen crioconservado bajo estos tratamientos,
llegaron a ser menos de la mitad de lo que se logra con semen fresco (véase
Figura 34).

6.4.3 Tasa de Eclosioén (TE).

Figura 35. Larvas y embriones de bocachico Prochilodus magdalenae provenientes de semen
crioconservado (10 horas posfertilizacion) en el momento preciso de medicién de la tasa de
eclosién. a: Corresponde a una larva recién eclosionada. b: Corresponde a embriones a punto de
eclosionar.
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Figura 36. Tasa de eclosion (TE) evaluada en bocachico Prochilodus magdalenae (10 horas
posfertilizacion) (n=3). Comparacion multiple entre ovocitos fertilizados con semen crioconservado
proveniente de los tratamientos de interaccién del arreglo factorial: concentracion del crioprotector
DMSO (5%, 10%, 15%) y concentracion de glucosa (5.5%, 6%, 6.5%). Barras con letras comunes
indican que son estadisticamente iguales (p>0.05). Valores expresados como el promedio *
desviacion estandar.
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Figura 37. Tasa de Eclosion (TE) evaluada en bocachico Prochilodus magdalenae (10 horas
posfertilizacién) (n=3). Comparacion multiple entre ovocitos fertilizados con semen fresco (TC) y
con semen sometido a los tratamientos de interaccion del arreglo factorial: concentraciéon del
crioprotector DMSO (5%, 10%, 15%) y concentracion de glucosa (5.5%, 6%, 6.5%). Barras con
letras comunes indican que son estadisticamente iguales (p>0.05). Valores expresados como el
promedio * desviacion estandar.
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Con respecto a la tasa de eclosion (TE), se determind que esta variable fue
afectada tanto por el efecto simple e independiente de la concentracion del DMSO
(p<0.0001) como por el efecto simple e independiente de la concentracién de
glucosa (p<0.05), ambos de forma significativa y de modo separado, sin que la
interaccidn conjunta entre ambos factores haya sido necesaria o afectara tal
variacion. Asi, podria decirse que el efecto que la concentracién del DMSO puede
causar sobre la tasa de eclosion, no depende de la variacion de la concentracion
de glucosa y viceversa.

Se encontré igualmente, que los mayores porcentajes de eclosion (ver Figura 36)
fueron obtenidos por tratamientos como DMSO 5% y DMSO 10% siempre que la
concentracion de glucosa fue 55% y 6% (15.7614.61%, 15.25£5.59%,
18.931£1.04% y 15.48+1.7%, respectivamente), sin hallarse diferencias estadisticas
significativas entre estos cuatro tratamientos (p>0.05). Contrario a ello,
tratamientos como aquellos bajo la concentracion DMSO 15%, presentaron los
mas bajos porcentajes de eclosion (0.3£0.51%, 1.07£1.86% y 0.55+0.95%,
respectivamente para 5.5%, 6% y 6.5% de glucosa), siendo estadisticamente
iguales entre ellos (p>0.05), pero significativamente diferentes del resto de
tratamientos (p<0.05), es decir, diferentes tanto de aquellos bajo la concentracion
DMSO 5% como bajo la concentracion DMSO 10%.

Asi mismo, cuando se compararon las tasas de eclosion obtenidas con semen
fresco (TC) y las obtenidas con semen congelado bajo los diferentes tratamientos
(véase Figura 37), se encontro que la TE correspondiente al semen fresco (TC)
(45.811£2.42%), fue significativamente mayor (p<0.05) que las tasas de eclosion de
todos los tratamientos de crioconservacion. Los porcentajes mas altos de eclosion
alcanzados con semen crioconservado, llegaron a ser algo menos que la mitad de
lo que se alcanz6 con semen fresco.
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6.5 OBJETIVO 4.

Establecer el efecto de la concentracion de glucosa y la concentracion del
crioprotector sobre la proporcion de larvas malformadas (Tmal).

6.5.1 Cumplimiento de los supuestos de homogeneidad de varianzas y
Normalidad de los datos.

Tabla 9. Pruebas de homogeneidad de varianzas y normalidad de los datos para
la variable Tasa de malformacién larval (Tmal).

Variables Test de Homogeneidad Test de Normalidad de
de Varianza los datos
Tmal p=0.4127 p=0.0510

En el test de Brown y Forsythe, que evalua la homogeneidad de varianzas, la
hipdtesis nula consiste en que la varianza de réplicas dentro de tratamientos es
homogénea, mientras que la hipdtesis alternativa es que al menos 1 varianza no lo
es. Obsérvese en la tabla 9 que en todos los casos el valor p>0.05 para la variable
respuesta, de modo que la hipdtesis nula no se rechaza y podemos decir que
existe homogeneidad entre las varianzas, cumpliéndose con el primer supuesto
para incurrir en un analisis de varianza.

Por otra parte, con respecto al test de Kolmogorov-Smirnov, que evalua la
normalidad de los datos para las variables en cuestion, la hipotesis nula consiste
en que las muestras han sido extraidas de una poblacién cuya distribucion es de
probabilidad normal. En la tabla 9 se observa que para todos los datos, p>0.05,
por lo cual no se rechaza la hipétesis nula y se puede decir que los datos si
poseen una distribucion normal, con lo que se cumple el segundo y ultimo
supuesto que permite a los datos el sometimiento a un analisis de varianza para
detectar los efectos de los tratamientos dentro del experimento efectuado.
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6.5.2 Tasa de malformacién (Tmal).

Figura 38. a y b corresponden a larvas de bocachico Prochilodus magdalenae proveniente de
semen crioconservado. a: Larva normal (linea recta) y con malformacion (linea curva) en la zona
caudal, provenientes del tratamiento de interaccién 5% de DMSO y 6.5% de glucosa; b: Larva

malformada proveniente del tratamiento de interaccion 10% DMSO y 6.5% glucosa.

La tasa de malformacién se determiné conforme se establecid en el numeral
4.4.6.2 de esta investigacion. Con respecto a ello cabe sefalar, que aunque para
los tratamientos bajo la concentracion DMSO 15% se registraron tasas de
fertilizacion y eclosion, la medicion de esta variable no fue posible para este grupo
de tratamientos, debido al numero reducido de larvas, las cuales ya eran menores
de n=30. Debido a esto, los datos no fueron tenidos en cuenta para el andlisis
estadistico o comparacion multiple con otros similares como se observara en la
Figura 39 y Figura 40.
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Figura 39. Porcentaje de larvas malformadas (Tmal) provenientes de espermatozoides de
bocachico Prochilodus magdalenae crioconservados (n=3). Comparacién multiple entre
tratamientos de interaccion del arreglo factorial: concentracion del crioprotector DMSO (5%, 10%) y
concentracion de glucosa (5.5%, 6%, 6.5%). Barras con letras comunes indican que son
estadisticamente iguales (p>0.05). Valores expresados como el promedio tdesviacion estandar.
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Figura 40. Porcentaje de larvas malformadas (Tmal) provenientes de espermatozoides de
bocachico Prochilodus magdalenae crioconservados (n=3). Comparacion multiple entre semen
fresco (TC) y tratamientos de interaccion del arreglo factorial: concentracion del crioprotector
DMSO (5%, 10%) y concentracion de glucosa (5.5%, 6%, 6.5%). Barras con letras comunes
indican que son estadisticamente iguales (p>0.05). Valores expresados como el promedio *
desviacion estandar.
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La tasa de malformacion larval (Tmal) tuvo
variaciones que fueron dependientes de los
diferentes tratamientos. Asi, se determind que para
esta variable, la interaccion de la concentracién del
crioprotector con la concentracion de glucosa, afectd
de forma altamente significativa (p<0.0001) el
porcentaje de apariciéon de malformacion en larvas
provenientes de células espermaticas congeladas.
Asi, se determind que el efecto de la concentracién
del crioprotector sobre la malformacion larval
depende de a su vez de la variacion de la
concentracion de glucosa, por tanto, la presencia
conjunta de ambos factores es precisa para observar
la presencia o no de malformacioén en larvas, como
se presenta en la figura 39.

De otra forma, se hallé6 que los tratamientos con
mayor tasa de malformacién de larvas de P.
magdalenae, se dieron en aquellos provenientes de
semen crioconservado con DMSO 10% - 6.5%
glucosa (71.26+1.93%) y DMSO 5% - 5.5% glucosa
(57.5419.04%), sin encontrarse diferencias
significativas entre ambos (p>0.05). Asi mismo, se
establecié que los menores valores de malformacion
se daban cuando el semen posdescongelacion
provenia de tratamientos como DMSO 5% - 6%
glucosa (19.38+1.38%) y DMSO 6% - 5.5% glucosa o
6% glucosa (30.56+1.57%, 30.36+1.29%,
respectivamente para estos dos ultimos
tratamientos), sin establecerse diferencia significativa
entre los tres (p>0.05).

Igualmente se encontré que la malformacion larval en
tratamientos como DMSO 5% - 6% glucosa, DMSO
6% - 5.5% glucosa y DMSO 6% - 6% glucosa, era
estadisticamente igual (p>0.05) que en el grupo
control (TC), donde los valores de malformacién
llegaron a 19.66+1.6% (Figura 40).
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Figura 41. Malformacion
en larvas de bocachico
Prochilodus magdalenae.

a: Larvas normales
provenientes de semen
fresco. b: Larva con
escoliosis proveniente de
semen crioconservado y
presente ocasionalmente
en réplicas del fresco. c:
Larvas con problemas de
desarrollo embrionario
como malformacién de
cabezay cola.



6.6 OBJETIVO 5.

Determinar la existencia de relacion entre la movilidad espermatica, el dano
en ADN y membrana citosodlica, capacidad fertilizante y la eclosiéon en
semen posdescongelado.

6.6.1 Correlacion entre dainos en ADN y Movilidad.

Tabla 10. Correlaciones entre los dafios en ADN y algunas variables de movilidad
espermatica evaluadas en semen crioconservado de bocachico Prochilodus
magdalenae. En todos los casos la confianza fue del 95% y nivel de significancia
de 0.05.

(X) (Y) (n P N
Ma -0.2661 0.1284 27

Mb -0.5700  0.0022 27

Mc -0.1121  0.2888 27

Md 0.1853 0.1775 27

d-ADN MT -0.1854  0.1772 27

VCL -0.3887  0.0226 27
VSL -0.5200 0.0036 27
Ti-Ac -0.3208 0.0514 27

e Ma: Porcentaje de espermatozoides con movilidad rapida, Mb: Porcentaje de
espermatozoides con movilidad media, Mc: Porcentaje de espermatozoides con movilidad
lenta, Md: Inmoviles (%), MT: Movilidad total (%), VCL: Velocidad curvilinea (um/seg.),
VSL: Velocidad lineal (um/seg.), Ti-Ac: Tiempo de activacion (seg.), d-ADN: Porcentaje de
espermatozoides con dano en ADN.

(X): Variable independiente.

(Y): Variable dependiente.

(r): coeficiente de correlacion de Pearson.

P: Valor de P que determina la significancia de la correlacion.

n: Numero de observaciones.

Los dafios en ADN presentaron correlaciones negativas y medianamente
aceptables y estadisticamente significativas (p<0.05) solo con algunas variables
de movilidad (tabla 10) como Mb (r = -0.5700) y VSL (r = -0.5200), sin embargo no
se establecio correlacién significativa (p>0.05 y r<0.5) con variables como Ma, Mc,
Md, MT, VCL y Ti-Ac.
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Figura 42. Correlacién existente entre el porcentaje de espermatozoides con movilidad media
(Mb) y el porcentaje de espermatozoides con dafio en ADN (d-ADN) evaluado en semen
crioconservado de bocachico Prochilodus magdalenae (n=27), confianza del 95% vy nivel de
significancia de 0.05.
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Figura 43. Correlacion existente entre la velocidad curvilinea (VSL) y el porcentaje de
espermatozoides con dafio en ADN (d-ADN) evaluado en semen crioconservado de bocachico
Prochilodus magdalenae (n=27), confianza del 95% y nivel de significancia de 0.05.
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6.6.2 Correlacion entre dafios en ADN y Malformacion larval.
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Figura 44. Correlacion existente entre el porcentaje de malformacion larval (T-mal) y el
porcentaje de espermatozoides con dafio en ADN (d-ADN) evaluado en semen crioconservado de
bocachico Prochilodus magdalenae (n=18), confianza del 95% y nivel de significancia de 0.05.

Para establecer la relacion que pudiese tener los danos en a nivel de ADN vy las
malformaciones presentes en larvas, se establecid una correlacion (Figura 44)
para establecer el grado de la relacion, encontrandose que no existe
matematicamente ningun indicio de relacidén entre estas variables, hallandose un
coeficiente de correlacion de Pearson de r= 0.1933 (P=0.4422).
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6.6.3 Correlacion entre dafios en ADN, fertilizaciéon y eclosion.

Tabla 11. Correlaciones entre el porcentaje de espermatozoides con dafos en
ADN, la tasa de fertilizacion y la tasa de eclosién, evaluadas en semen
crioconservado de bocachico Prochilodus magdalenae. En todos los casos la
confianza fue del 95% y nivel de significancia de 0.05.

(X) (Y) (r P N
TF -0.590 0.0085 27

d-ADN TE -0.497 0.0070 27
TF TE 0.9223 <0.0001 27

TF: Tasa de fertilizaciéon, TE: Tasa de eclosion, d-ADN: Porcentaje de espermatozoides con
dafios en ADN.

(X): Variable independiente.

(Y): Variable dependiente.

(r): coeficiente de correlacion de Pearson.

P: Valor de P que determina la significancia de la correlacion.

n: Numero de observaciones.

Los resultados de correlacion entre el porcentaje de espermatozoides con dafios
en ADN (d-ADN) y la tasa de fertilizacion (TF), establecen la existencia de una
relacion aceptable (r= -0.590) y estadisticamente significativa (P<0.05), no
obstante, ésta correlacion es negativa (Tabla 11), es decir, a un aumento del
porcentaje de células con ADN fragmentado, hay una disminucion de la TF. Sin
embargo, este evento no ocurre cuando se intenta correlacionar el mismo dafio en
ADN con la tasa de eclosién, encontrandose un coeficiente de correlacion r= -
0.497).

Por otra parte, cuando se intentan relacionar la TF con la TE, se encuentra un
coeficiente de correlacion r= 0.9223, lo que demuestra un estrecha dependencia
entre estas dos variables casi perfecta y altamente significativa (P<0.0001). En
este caso se diria que la relacién es positiva. Asi, a un incremento en la TF se
ocasiona por tanto un aumento casi proporcional de los valores de eclosion larval.
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6.6.4 Correlacion entre dafios en ADN y membrana.
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Figura 45. Correlacion existente entre el porcentaje de espermatozoides con dafio en membrana
(d-Me) y el porcentaje de espermatozoides con dafio en ADN (d-ADN) evaluado en semen
crioconservado de bocachico Prochilodus magdalenae (n=27). Confianza del 95% y nivel de
significancia de 0.05.

En la Figura 45 se observa la existencia de una estrecha correlacién entre el
porcentaje de espermatozoides con dafo en ADN (d-ADN) y el porcentaje de
espermatozoides con dafio en membrana (I-Me). Se determind un coeficiente de
correlacion de Pearson de r=0.7861. La relacidén entre ambas variables es positiva,
ademas altamente significativa P<0.0001, asi, al parecer el incremento del
porcentaje de dafio en ADN se ve acompafiado de la presencia y aumento de
dafos en la membrana plasmatica de los espermatozoides. Esto es considerado
cuando la muestra de semen sobre las que se miden estas variables es sometida
a un mismo tratamiento de crioconservacion.
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6.6.5 Correlacion entre movilidad espermatica y capacidad fertilizante.

Tabla 12. Correlaciones entre las variables de movilidad espermatica y la tasa de
fertilizacion, evaluadas en semen crioconservado de bocachico Prochilodus
magdalenae. En todos los casos la confianza fue del 95% y nivel de significancia
de 0.05.

(X) (Y) R P n
Ma 0.8706 <0.0001 25
Mb 0.7925 <0.0001 27
Mc 0.4760 0.0121 27
Md -0.7681 <0.0001 26
MT TF 0.7688 <0.0001 26
VCL 0.8207 <0.0001 27
VSL 0.7633 <0.0001 27
Ti-Ac 0.8803 <0.0001 27

Ma: Porcentaje de espermatozoides con movilidad rapida, Mb: Porcentaje de espermatozoides con
movilidad media, Mc: Porcentaje de espermatozoides con movilidad lenta, Md: Inmdéviles (%), MT:
Movilidad total (%), VCL: Velocidad curvilinea (um/seg.), VSL: Velocidad lineal (um/seg.), Ti-Ac:
Tiempo de activacion (seg.), TF: Tasa de Fertilizacion.

e (X): Variable independiente.

e (Y): Variable dependiente.

e (n): coeficiente de correlacion de Pearson.

e P:Valor de P que determina la significancia de la correlacion.

e n: Numero de observaciones.

Se logré establecer la existencia de correlacion entre variables de movilidad
espermatica y la capacidad fertilizante del mismo (tabla 12). Es el caso de la Ma
(r=-0.8706), Mb (r= 0.7925), MT (r=0.7688), VCL (r= 0.8207), VSL (r= 0.7633) y
Ti-Ac (r= 0.8803), con los cuales se establecié una correlacion positiva y ademas
altamente significativa (P<0.0001). Por el contrario, con variables como el
porcentaje de Inmoviles (Md) se logra observar una correlacion (r= -0.7681), sin
embargo esta es negativa o inversa, asi cuando se da un incremento en el
porcentaje de Inmoviles, hay una disminucion de la capacidad fertilizante de los
espermatozoides (TF). Del mismo modo, se observa que variables como la Mc no
poseen correlacion alguna con la tasa de fertilizacion.
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Figura 46. Correlacion existente entre la tasa de fertilizacion y el porcentaje de espermatozoides
con movilidad rapida (Ma), evaluada en semen crioconservado de bocachico Prochilodus
magdalenae (n=25), confianza del 95% y nivel de significancia de 0.05.
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Figura 47. Correlacion existente entre la tasa de fertilizacion y la movilidad total (%), evaluada
en semen crioconservado de bocachico Prochilodus magdalenae (n=26), confianza del 95% y nivel
de significancia de 0.05.
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6.6.5.1 ;Poseen o no capacidad fertilizante lo espermatozoides inmodviles?. ;La
pérdida de movilidad implica muerte celular?.
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Figura 48. Comparacion del porcentaje de espermatozoides muertos (d-Me) y el Porcentaje de
células espermaticas Inmdéviles de bocachico por cada uno de los 9 tratamientos de interaccién
DMSO — GLUCOSA posdescongelacion (Eje x).

La Figura 48 muestra la relacion existente entre el porcentaje de células
espermaticas muertas (d-Me) y el porcentaje de Inmdéviles (Md), observandose
que espermatozoides inmovilizados son mayores que los muertos, por tanto no
todos aquellos espermatozoides cuya movilidad ha sido inactivada han perdido su
integridad vital o se encuentran muertos. Dicho porcentaje se encuentra dentro de
la figura delimitado por las flechas de color negro. Sin embargo, existe cierta
fraccidén de espermatozoides que han perdido su movilidad (Md) y que han muerto,
lo que en general se presenta visiblemente en la gran mayoria de los
inmovilizados.
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6.6.6 Correlacion entre dailos en membrana y movilidad espermatica.

Tabla 13. Correlaciones entre el porcentaje de espermatozoides con dafos en
Membrana (d-Me) y algunas variables de movilidad espermatica en semen
crioconservado de bocachico Prochilodus magdalenae. Confianza del 95% y nivel
de significancia de 0.05.

(X) (Y) R P n
Ma -0.7025 <0.0001 27

Mb -0.8129 <0.0001 27

Mc -0.3539 0.0701 27

d-Me Md 0.6369 0.0004 27
MT -0.6369 0.0004 27

VCL -0.7609 <0.0001 27

VSL -0.7527 <0.0001 27

Ti-Ac -0.8084 <0.0001 27

e Ma: Porcentaje de espermatozoides con movilidad rapida, Mb: Porcentaje de
espermatozoides con movilidad media, Mc: Porcentaje de espermatozoides con movilidad
lenta, Md: Inmoviles (%), MT: Movilidad total (%), VCL: Velocidad curvilinea (um/seg.),
VSL: Velocidad lineal (um/seg.), Ti-Ac: Tiempo de activacion (seg.), d-Me: Dafo en
membrana.

(X): Variable independiente.

(Y): Variable dependiente.

(r): coeficiente de correlacion de Pearson.

P: Valor de P que determina la significancia de la correlacion.

n: Numero de observaciones.

Los resultados que se presentan en la tabla 13 evidencian la existencia de
correlaciéon entre los danos en membrana (d-Me) y variables como la Ma (r= -
0.7025), Mb (r=-0.8129), MT (r= -0.6369), VCL (r= -0.7609), VSL (r= -0.7527), Ti-
Ac (r= -0.8084), todas correlacionadas negativamente y de forma significativa
(P<0.05). Asi también se presentan correlaciones positivas e igualmente
importantes entre I-Me y Md (r= 0.6369) (P<0.05). No en tanto, se observa la
inexistencia de correlacion entre la I-Me y la Mc, encontrandose un coeficiente de
correlacion de Pearson de r=-0.3539 (P=0.0701).
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6.6.7 Correlacion entre dafios en membrana y capacidad fertilizante.
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Figura 49. Correlacion entre el porcentaje de células con dafio en membrana (d-Me) y la tasa de
Fertilizacion espermatica (TF) evaluada en semen crioconservado de bocachico Prochilodus
magdalenae (n=27), confianza del 95% y nivel de significancia de 0.05.

La Figura 49 evidencia la estrecha relacion existente entre los dafos en
membrana y la capacidad fertilizante del espermatozoide, presentandose un
coeficiente de correlacion (r= -0.8289) muy cercano a 1, lo que demuestra la
dependencia de la tasa de fertilizacion (TF) por la integridad de la membrana
plasmatica de los espermatozoides. A un mayor dano de la membrana hay una
disminucién sustancial de la tasa de fertilizacion, por lo que la relacion entre
ambas variables es denominada de negativa y ademas altamente significativa
(P<0.0001).
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7. DISCUSION

7.1 Efectos de los tratamientos sobre la movilidad espermética

En el conjunto de tratamientos bajo la concentracion de DMSO 5%, se observa
una disminucién progresiva de la Movilidad rapida (Ma) desde 5.5% glucosa hasta
6.5%. Esto probablemente esté asociado a la fuerza osmdética que posea el
crioprotector (la cual depende de su concentracion, en este caso la mas baja) en
el seno del diluyente para difundir a través de membrana por gradiente de
concentracion, ademas de la disposicion (contraida o distensionada) de
permeabilidad de la bicapa fosfolipidica (dependiente de las concentraciones de
la glucosa) para permitir o dificultar dicha entrada del crioprotector. Asi, la mala
conjugacion de estos factores puede hacer insuficiente la proteccion de la célula
espermatica por parte del crioprotector (Muchlisin, 2004) (ver figura 46). Esto se
evidencia cuando se presentan diferencias significativas (p<0.05) entre los
tratamientos cuyas dos concentraciones de glucosa son extremas, es decir, entre
5.5% y 6.5% de glucosa (figura 5), ambas bajo la concentracién de DMSO al 5%;
mostrandonos el efecto lesivo para la célula al que puede llegar un medio
hiperosmético (6.5% glucosa=385 mOsm/kg) con respecto al plasma (349+9.1
mOsm/kg) sin la adecuada concentracion (fuerza osmotica) de un crioprotector
(Daly et al., 2008).

La entrada del crioprotector al interior de la célula es importante, sin embargo
cuando éste no puede hacerlo en la cantidad adecuada, se causan graves efectos
para la célula durante de la congelacion (Taddei et al., 2001; Viveiros et al., 2001).
De hecho, autores como Chao, (1991) reportan que muy pocos espermatozoides
sobreviven en bajas temperaturas sin crioprotector, debido a la formacién de
cristales de hielo que causaron dano a la célula.

Hipoteticamente se puede pensar que la salida del agua a causa de la
hiperosmolaridad generada por la glucosa, puede ser un evento que se lleve a
cabo primero, y luego la entrada del crioprotector, el cual, como cualquier soluto, si
no posee la fuerza osmoética necesaria que impulse su difusién, no conseguira
entrar (Bolsover, et al., 2004), sumandose a su vez, la barrera que podria generar
la contraccion excesiva que sufre la membrana y por tanto entre lipidos,
disminuyendo la porosidad y la permeabilidad de la misma, tal y como se
menciona en la figura 50. Por el contrario, cuando la célula yace en un medio
hiposmatico (5.5%), es posible que la membrana en cambio no esté contraida sino
extendida, por tanto el grado de cohesion interlipidica sea menor, permitiendo el
aumento de la permeabilidad de la membrana, con lo que se ve favorecida la
entrada del crioprotector (DMSO 5%) aunque este no posea una fuerza osmoética
apropiada para difundir; pero que se ve compensado por la minima resistencia
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interpuesta por la membrana espermatica dado su grado de distencion. Esto
entonces provoca una entrada del crioprotector en la cantidad correcta para
proteger la célula en el proceso de congelacién y descongelacion (Muchlisin,
2005). Por otra parte, un medio casi isosmotico para la célula (DMSO 6%) puede
mantener la membrana en su estado natural, por lo que su resistencia al paso del
crioprotector tampoco ofrece gran oposicion que anule la fuerza osmaética que
permite la entrada del crioprotector al citosol para cumplir con su funcion,
manteniendo (aunque en un grado menor que glucosa 5.5%) la proteccién del
espermatozoide.

Por el contrario, cuando la concentracién de DMSO es el doble (10%), comienza a
verse un efecto de interaccion mas fuerte que en el anterior grupo de tratamientos
(5% DMSO); no encontrandose diferencia estadistica entre los tratamientos
(p>0.05), por lo que podria pensarse que la concentracion de DMSO tuvo un
mayor efecto en este caso, posiblemente el aumento de su concentracion
repercutio positivamente en el incremento de su fuerza osmética para difundir a
través de membrana, superando la barrera que pudiese imponer la osmolaridad
del diluyente sobre la fluidez de la membrana, incluso cuando mas contraida pudo
haberse mantenido (6.5% glucosa). Sin embargo, el tratamiento DMSO 10% -
5.5% glucosa, si bien no es estadisticamente diferente (p>0.05) de DMSO 10% -
6% glucosa y DMSO 10% - 6.5% glucosa, es matematicamente mas bajo que
estos dos ultimos. Es probable que la alta distension de la membrana originada
por la hiposmolaridad causase un efecto parecido a lo que sucedid en el
tratamiento DMSO 5% - 5.5% glucosa, en donde se sugiri6 que la baja cohesion
interlipidica permitia mayor permeabilidad de la membrana al crioprotector DMSO,
con la diferencia que en este caso la fuerza osmotica originada por la
concentracion del crioprotector (10%) fue mayor (probablemente el doble),
facilitando la entrada del mismo pero posiblemente de forma levemente excesiva,
lo que a la postre pudo ocasionar un detrimento de los valores de Ma durante la
congelacion y descongelacion (figura 51).

No obstante, cuando la concentracion del crioprotector incrementd de 10% a 15%,
la disminucion de la Ma fue extrema y casi nula en general para todas las
concentraciones de glucosa (5.5%, 6%, 6.5%). La misma hipdtesis se sostiene en
este caso, en donde al parecer dicho incremento de la concentracion aumenté
también la fuerza osmética del crioprotector (el triple que grupo de tratamientos
DSMO 5%), lo cual pudo haber facilitado un mayor la entrada del crioprotector en
mayor flujo al interior de la célula, sin la menor oposicion del grado de distension
de la bicapa originado por la concentracion de glucosa. Es posible que en este
caso la difusion a través de membrana sea obviamente excesiva para todos los
tratamientos, causando toxicidad al espermatozoide en vez de proteccion durante
la congelacion (figura 52).
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Figura 50. Hipotesis de dafio celular provocado por la interaccion entre la concentracion del
crioprotector (5%) y la concentracion de la glucosa (5.5%. 6% y 6.5%) en el diluyente.
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Figura 51. Hipotesis de dafio celular provocado por la interaccion entre la concentracion del
crioprotector (10%) y la concentracion de la glucosa (5.5%, 6% y 6.5%) en el diluyente.
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Figura 52. Hipotesis de dafio celular provocado por la interaccion entre la concentracion del
crioprotector (15%) y la concentracion de la glucosa (5.5%, 6% y 6.5%) en el diluyente.
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De forma similar se reportan estos eventos de diminucion de la movilidad para
otras especies. EIl DMSO se mostré toxico a altas concentraciones en semen de
Lates calcarifer en donde la movilidad posdescongelacién se redujo cuando la
concentracion de DMSO fue mayor al 5% (Leung, 1987), evento que ocurrid
igualmente en Mycteroperca bonaci cuando la concentracion se incrementé 30%
(Gwo, 1993). Casos similares de disminucién de la movilidad espermatica se han
presentado en semen posdescongelacion al utilizar este crioprotector en Sparus
aurata (Cabrita et al., 2005) y Epinephilus marginatus (Cabrita et al., 2009), incluso
en algunos caraciformes como Prochilodus lineatus (Viveiros et al., 2009) y en
Brycon amazonicus (Cruz-Casallas et al., 2004) cuando la concentracion DMSO
también llegd a 15%. Es entonces claro hasta ahora decir que definitivamente los
dafos en la célula espermatica que hacen sucumbir la calidad moévil del
espermatozoide pueden ser originados por la toxicidad del crioprotector (por su
exceso) o la no presencia de este (por defecto) en el interior de la célula, lo que
desencadend una vulnerabilidad ante los procesos de nucleacion (Zachariassen,
2000).

El patron de comportamiento que exhibe la Movilidad rapida (figura 53) en
respuesta a los tratamientos de interaccion entre la concentracion de glucosa
(5.5%, 6%, 6.5%) y la concentracion del crioprotector DSMO (5%, 10%, 15%), es
el mismo que muestran otras variables méviles espermaticas bajo estos mismos
tratamientos. Tales variables son: movilidad media (Mb), velocidad curvilinea
(VCL) y velocidad en linea recta (VSL), en donde también los maximos valores
reportados son en el primer tratamiento (DMSO 5% - 5.5% glucosa) y en los
tratamientos cinco y seis: DMSO 10% - 6% glucosa, DMSO 10% - 6.5% glucosa; y
los minimos valores se reportan en los tratamientos bajo la concentracién 15%
DSMO. Es apenas légico el comportamiento similar que muestran estas variables
considerando la alta correlacion positiva (r>0.9) entre ellas (resultado no publicado
en este trabajo). Esto se explica puesto que a mayor porcentaje de células
espermaticas con movilidad rapida y movilidad media, mayor sera la velocidad
(VCL y VSL) con la que se estan desplazando estos espermatozoides para poder
clasificarse en este rango de movilidad.

Una caracteristica importante de las células espermaticas de bocachico P.
magdalenae, es que permanecen inmdviles en glucosa al 6% (Martinez et al.,
2009c), una solucion ligeramente isosmoética con respecto a la osmolaridad del
plasma seminal de la especie (347+9.1 mOsm/kg).

En general, la movilidad total (MT) siempre mostré los maximos valores bajo el
tratamiento DMSO 10% - 6% glucosa y DMSO 5% - 6% glucosa, sin haber
diferencia estadistica entre ellos (p>0.05). Esto se corrobora i) con los porcentajes
de espermatozoides Inmoviles (Md), los cuales alcanzan los menores valores en
estos dos mismos tratamientos (p>0.05) y ii) con el tiempo de activacion (Ti-Ac), el
cual tuvo también, al igual que la MT, los maximos valores en los tratamientos
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DMSO 5% - 6% glucosa y DMSO 10% - 6% glucosa . Es posible pensar que bajo
esta unica concentracion de glucosa, que ademas de conservar a la célula en un
estado cercano al natural (estable), permite mantener los lipidos de membrana en
un punto de cohesion neutro, garantizando la entrada del crioprotector en un rango
que no le es toxico y que ademas garantiza en gran medida la proteccién de la
misma célula durante la congelacion y la descongelacion; permitiéndole recuperar
sus funciones moviles en un mayor grado de lo que bajo otras osmolaridades.
Resultados como estos, donde la isosmolaridad del diluyente con respecto al
plasma poseen una mejor efectividad, también se encontraron en peces de agua
dulce como Machullochella pelli pelli (Daly et al., 2008), en el cual el diluyente
isosmatico (300 mOsm/kg — Sorbitol en vez de glucosa) con respecto al plasma,
otorgaba la mayor movilidad total (MT) posdescongelaciéon, utilizando como
crioprotector metanol al 10% (51.4% de MT), lo cual es menor que la encontrada
en el presente trabajo para P. magdalenae (71+9.02%, sin diferencia estadistica
con respecto del semen fresco p>0.05). No en tanto, bajo el mismo experimento,
aquellos tratamientos cuya osmolaridad era hipertonica (600 y 900 mOsm/kg),
vieron siempre disminuida su movilidad total, sin importar incluso el tipo o la
concentracion de crioprotectores como Dimetilacetamida, DMSO, Glicerol o el
mismo Metanol, quien habia resultado efectivo en otras circunstancias de
osmolaridad (isosmatica).

Diluyentes con osmolaridades extracelulares isosmoticas han sido utilizados con
éxito también en especies como Oncorhynchus gilae (453 mOsm/kg — 9% DMSO -
23% de MT) (Fuller y Carmichael, 2007), Brycon amazonicus (320 mOsm/kg —
10% DMSO - 68% de MT) (Cruz-Casallas et al., 2004), Paralichthys orbignyanus
(335 mOsm/kg — 10% DMSO — 40% < MT<63%) (Ceccon-Lanes et al., 2008).

Sin embargo, en algunas circunstancias no solo basta con el aporte que pueda
hacer la isosmolaridad extracelular a la estabilidad de la célula, como por ejempilo,
cuando el crioprotector interno es excesivo. Algunos autores mencionan no solo
que el aumento de la concentracion del crioprotector es causante del dafo por
toxicidad, sino que este también puede generar desplazamiento de agua interna,
por lo que su exceso puede incrementar el dafio espermatico, resultando lesivo
para la membrana por posible deshidratacién excesiva, tal cual pudo ocurrir en los
tratamientos bajo la concentracion 15% DMSO (MT< 35%). Asi, en experimentos
de crioconservacion espermatica de especies de esturiones, Horvath et al. (2005)
encontraron que el DMSO incrementaba la osmolaridad del diluyente, mientras
que crioprotectores como el metanol no tenian ningun efecto significativo sobre
esta. Del mismo modo, Ogier De Baulny et al. (1997) determinaron que tanto el
DMSO como la Dimetilacetamida incrementaban la osmolaridad de los diluyentes.
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Factor ‘ Concentracion |Concentraciéon DMSO y| Concentracion

Dominante de glucosa Concentracion glucosa DMSO
‘ 55% 6% 6.5% [ 5.5% 6% 6.5%
Patron 1 Patron 2
B owmsoalis% [ DMsSOal 10% DMSO al 15%

Figura 53. Modelo de comportamiento general para las variables Ma, Mb, VCL y VSL en células
espermaticas de Prochilodus magdalenae posdescongelacién, provocado por la interaccion entre
la concentracion del crioprotector (5%, 10%, 15%) y la concentracion de glucosa (5.5%, 6% y
6.5%).

Es claro que tanto la concentracion del crioprotector como la concentracion de
glucosa afectan de forma simultanea o separada a la movilidad espermatica, sin
embargo el mecanismo celular por el cual se causa dicha disminucion o nulidad no
es claro. La movilidad ha sido considerada uno de los principales parametros de
calidad espermatica (Rurangwa et al., 2004), siendo un estimador de calidad
integrador al combinar varios componentes celulares responsables de la
activacién y sostenibilidad del movimiento progresivo del espermatozoide (Bobe y
Labbé, 2009). Cualquiera que sea el efecto de la crioconservacion, el mecanismo
por el cual se disminuye la capacidad movil del espermatozoide puede estar
relacionada con i) membrana citosdlica ii) disponibilidad de ATP o iii) Integridad de
ADN (Martinez y Pardo, 2010).

i) Membrana citosélica: La activacion espermatica en peces es variable, y puede
depender de la presencia extracelular de iones como Na*, Ca®** o K* (krasnai et
al.,2000; Alavi y Cosson, 2006), y en algunos casos, de los cambios en la
osmolaridad extracelular no necesariamente por iones (Ciereszko et al., 2000).

Martinez et al. (2009c), determinaron que para bocachico P. magdalenae no era
necesaria la presencia de iones en el medio extracelular para originar la activacion
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espermatica, al encontrar que soluciones como agua desionaizada (0 mOsm/kg)
podian generar el inicio de la actividad movil espermatica. El modelo general de
activacién espermatica para peces de agua dulce, menciona el fenémeno de
choque hiposmoético, originado una vez la célula entra en contacto con el agua, lo
cual obliga a la salida de iones desde la célula hacia el medio extracelular y
entrada de otros cationes, ademas de agua, por medio de canales ionicos y
posiblemente acuaporinas, respectivamente, lo cual en consecuencia genera una
hiperpolarizacion de la membrana (Tanimoto et al., 1994), generacidn de voltaje y
finalmente, la sintesis de segundos mensajeros como el AMPc, acoplada a la
activacion de la enzima membranal: Adenilato Ciclasa (Morisawa e Ishida, 1987).

Es notable entonces la importancia de la membrana plasmatica en la ruta de
activacion de la movilidad espermatica como portadora de las principales
proteinas que dan inicio a las sefiales transduccionales en este proceso (canales
ionicos y adenilato ciclasa). Asi, posibles dafios en la membrana provocados por
la crioconservacion (véase Efectos de los tratamientos sobre los dafios en
ADN y membrana espermatica) pueden estar relacionados, en el caso de P.
magdalenae, con disminuciones en la movilidad. La anterior hipdtesis se
corrobora cuando se evalu6é la existencia de correlacion entre el dafo en
Membrana (d-Me) y las variables moviles, encontrandose correlaciones de r= -
0.7025 con la Ma, r=-0.8129 con la Mb, r= 0.6369 con la Md, r= -0.6369 con la
MT, r= -0.7609 con la VCL, r= -0.7527 con la VSL y r= -0.8084 con el TiAc. No
obstante, la disminucion o incremento de la sostenibilidad de la activacion
espermatica y en general de las caracteristicas méviles podria estar relacionado
con otro factor diferente a la membrana, posiblemente, la disponibilidad de ATP.

i) ATP: De la disponibilidad de ATP depende la detencién o prolongacion de la
movilidad espermatica (Dreanno et al., 1999), incluso en teledsteos la movilidad es
interrumpida cuando la reserva de ATP se ha consumido entre un 50% y 80%
(Billard et al., 1995). Esto es asi porque se constituye en la molécula energética
por excelencia en eucariotas (Andersson et al., 2002).

El inicio de la activacion espermatica en peces implica una constante fosforilaciéon
desde nucleétidos como el ATP (Hayashi et al., 1987), incluso durante el
mantenimiento de todo el proceso de movilidad, como en el caso de la
fosforilacién de la cadena ligera del brazo externo de la Dineina por parte de la
PKA (Proteina Kinasa A) (Inaba, 2007), la cual ha sido activada por el AMPc. La
Dineina se encuentra formando un complejo con cada uno de los pares de
microtubulos del axonema flagelar, cumpliendo actividades de trabajo, fuerza y
deslizamiento sobre los microtubulos para generar la movilidad, debiendo obtener
la energia a partir de su propia capacidad hidrolitica del ATP durante este proceso,
por lo que se le conoce a esta proteina como Dineina-ATPasa (Gibbons, 1989).

Algunas hipodtesis plantean la posibilidad que los crioprotectores interactuen
directamente con las reservas de ATP, inestabilizando la molécula energética y
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disminuyendo su concentracion en la célula. Asi. He y Woods (2004) en Morone
saxatilis, encontraron que el nivel de ATP precongelacién disminuyo
considerablemente cuando el DMSO entr6 en contacto con las células
espermaticas, y que adicionalmente, el descenso en su concentracion se vidé aun
mas acentuado después de la congelacion. De la misma forma Cabrita et al.
(2005) en experimentos con Sparus aurata, determinaron una disminucion de ATP
del 53.6% en semen posdescongelacion comparado con el semen fresco,
resultado que se correlacioné con una marcada disminucidn de la capacidad movil
de los espermatozoides. Aunque en P. magdalenae no se midieron niveles de ATP
intracelular, considerando la relacion que se presenta entre ATP y capacidad
movil; es posible decir que los anteriores resultados concuerdan con lo observado
en el presente experimento para Prochilodus magdalenae en relacion a la variable
Ti-Ac, en donde se encontro diferencias significativas entre el tiempo de activacion
(Ti-AC) del semen fresco precongelacion (TC) y todos los tratamientos del semen
congelado (p<0.05), demostrando que la crioconservacion, donde también se
utilizé DMSO como crioprotector, puede hipoteticamente estar generando también
una disminucion de ATP y por tanto una disminucién de los tiempos de activacién
de estos espermatozoides con respecto al semen fresco precongelacion. También
se observa el grado de toxicidad del crioprotector DMSO en los tratamientos
donde su concentracién alcanz6 el 15%, generando movilidades de cero (0)
segundos, siendo estadisticamente diferente (p<0.05) de los tratamientos en
donde era menor su concentracion.

iii) Integridad de ADN: Durante la crioconservacion se pueden originar dos tipos
de dafios a la mitocondria que afectarian la movilidad: un dafno directo que se
ocasiona a su ADN y/o a su membrana, y uno indirecto provocado por la
fragmentacion del ADN nuclear, del que puede depender la mitocondria para
abastecerse de algunas proteinas que no codifica su genoma (Kurland vy
Andersson, 2000).

Durante la crioconservacién de semen en Polyodon spathula se originaron dafnos
a nivel de ADN nuclear, provocando una marcada disminucion de la movilidad
espermatica posdescongelacién, aparentemente causados cuando la osmolaridad
del diluyente y la concentracion del crioprotector fueron inadecuados (Li et al.,
2008). En trabajos realizados por Irvine et al. (2000) se establecié que semen con
alto grado de dafio en ADN posee baja movilidad, mientras que Li et al. (2008)
detectaron una marcada disminucion de la velocidad. Es posible que el ADN del
que se hable en estos casos sea nuclear, el cual desempefia funciones
importantes en la codificacion de proteinas necesarias para la mitocondria en la
cadena respiratoria (Cooper, 1997), pues en las células animales la mitocondria
sb6lo posee ADN que codifica, en su mayoria, para proteinas de la respiracion
aerobica celular que da lugar a la produccién de ATP. Estas son por ejemplo las
citocromo oxidasas (b y c) y el complejo ATP-sintasa, entre otras proteinas de
importancia (Andersson et al., 2003), sin embargo la mitocondria depende del
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ADN nuclear para la importacion de otras proteinas que le permiten desempefar
su funcidn energética, estas son, por mencionar algunas, la ADN polimerasa, que
participa en la replicacién del genoma mitocondrial, ARN polimerasa, que participa
en la transcripcion de genes, las enzimas del ciclo de Krebs, el ciclo de la urea y
gran cantidad de las proteinas de la membrana mitocondrial interna (Cooper,
1997). Considerando que el proceso de respiracion espermatica es importante
durante la movilidad para llevar a cabo los procesos de fosforilacion oxidativa
(Kopeika et al., 1997) que se dan en la mitocondria y que da lugar a la sintesis de
ATP, puede suponerse que los dafnos que se ocasionan al ADN por la
crioconservacion, bien sea mitocondrial o especialmente el nuclear, podrian
afectar la sintesis de proteinas involucradas en la produccién energética celular,
causando la disminucion de la movilidad espermatica y la velocidad. Durante la
crioconservacion de semen de lamprea, se demostré una disminucion marcada de
la movilidad espermatica conforme aumentaba la fragmentacion de su ADN
cuando el semen era almacenado a bajas temperaturas (Ciereszko et al., 2005).

Al igual que en los anteriores casos, en P. magdalenae se observaron algunas
correlaciones inversas entre algunas variables moviles y los dafios en ADN. Asi
por ejemplo, conforme se incrementaban los dafios en ADN, se encontré que
disminuian variables como VSL (r=-0.5700) y Mb (r=-0.5200).

Por otra parte, también se afirma por parte de otros autores que la
crioconservacion es responsable de la disminucién de la actividad de proteinas
como isocitrato deshidrogenasa, Malato deshidrogenasa Kinasa, r-lactato
deshidrogenasa y ATPasa, al encontrarse en menor concentracién en tratamientos
posdescongelacion que en semen fresco de trucha arcoiris Oncorhynchus mykiss
(Lahnsteiner et al., 1996). Se sabe que todas estas proteinas estan relacionadas
con la cadena respiratoria espermatica que da lugar a la produccion de energia
para el desarrollo de la movilidad espermatica, por lo que su mengua pudiera
relacionarse también con la disminucién de la capacidad moévil del espermatozoide
posdescongelacion.
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7.2 Efectos de los tratamientos sobre la Integridad de ADN y membrana
espermatica.

Noétese en la figura 23 (dafios de ADN) que los tratamientos cuya fragmentacion
de ADN se presentdé en mayor porcentaje de células, fueron DMSO 15% - 6.5%
glucosa, DMSO 5% - 6.5% glucosa y DMSO 5% - 6% glucosa, incluso sin existir
diferencias estadisticas entre ellos (p>0.05), obteniéndose respectivamente,
valores de 28.911£3.2%, 25.1£0.93% y 23.413.36.

Miskolczi et al. (2005) mencionan dos posibles factores por los cuales se puede
generar el dano en ADN espermatico durante la crioconservacion: i) Dafio directo
al genoma del espermatozoide por especies de oxigeno reactivo liberadas desde
las células muertas o dafiadas durante la congelacion o la descongelacion (Labbé
et al., 2001); ii) Dafo directo al genoma espermatico por el posible desarrollo de
hielo intracelular, el cual puede actuar de forma similar a la radiacion gamma
sobre la fragmentacion del ADN.

Es posible que para los tratamientos DMSO 5% - 6% glucosa y DMSO 5% - 6.5%
glucosa, la hipétesis anteriormente planteada (ver figura 50) sobre la interaccion
permeabilidad de membrana y fuerza osmoética del crioprotector para difundir,
podria explicar el fendmeno de fragmentacion gendmica acentuada en estos
casos. Asi, es posible que en células de estos tratamientos la entrada del
crioprotector fuera minima al interior de la célula debido a dos factores: i) La alta
osmolaridad del diluyente (6% y 6.5%) produjo en la membrana un alto grado de
cohesion entre lipidos, al hacer perder parte del agua por deshidratacién,
oponiendo algo de resistencia al paso al paso de sustancias como el crioprotector;
i) considerando que la fuerza osmdética de toda sustancia depende de su
concentracion en el seno de una solucion (Bolsover et al.,, 2004), la fuerza
osmotica del DMSO al 5% no era, comparada con DMSO al 10% y 15%, lo
suficientemente alta para difundir en gran cantidad al interior de la célula, sumado
a ello la resistencia que ofrecia la membrana dado el grado de cohesidn
interlipidica bajo estas concentraciones de glucosa.

Dado el anterior analisis, es posible que los altos niveles de fragmentacion se
hayan generado debido a la desproteccion que origind la baja presencia del
crioprotector al interior de la célula. Protecciéon ante la presunta formacion de
radicales libres de oxigeno (antioxidante) o proteccién contra la formacion de
cristales de hielo (disminucion del punto de congelacion). Y es que la presencia
del crioprotector durante la crioconservacion espermatica es fundamental para
inhibir la fragmentacion del ADN. Asi, cuando durante la crioconservacion de
células espermaticas de Dicentrarchus labrax se dejo de adicionar DMSO al 10%,
el incremento de la fragmentacion de ADN fue casi el doble con respecto a
aquellos tratamientos donde si fue adicionado DMSO (Zilli et al., 2003).
Christensen y Tiersch, (1997) ademas anota que cuando la crioconservacion de
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células espermaticas de O. mykiss fue realizada so6lo con el diluyente y en
ausencia del crioprotector el dano llega a casi el 99% de las células.

La exposicion del ADN al estrés oxidativo origina mas de 20 diferentes tipos de
danos en las bases, produciendo bases nitrogenadas oxidadas y rompimiento de
los anillos nitrogenados de las mismas (Slupphaug et al., 2003). Las especies de
oxigeno reactivo producidas de forma endégena o exdgena, pueden atacar lipidos,
proteinas y acidos nucleicos simultaneamente en la célula viva. Asi, en el ADN
nuclear y mitocondrial, 8-hidroxidesoxiguanosina (8-OHdG), un nucledsido oxidado
de ADN, es el metabolito mas frecuentemente detectado y estudiado en las
lesiones de ADN (Wu et al., 2004). En espermatozoides humanos, se evalué el
efecto de la crioconservacion sobre la fragmentacion de ADN, encontrandose un
incremento  significativo en la concentracion de 8-OHdG en semen
posdescongelacion comparado con el mismo semen previo a la congelacion, lo
cual se correlacion6 significativamente con el aumento de la fragmentacion del
ADN (Thomson et al., 2009).

Aunque en la crioconservacion seminal de peces no ha sido medido este
metabolito, Ciereszko et al., (2005) demuestran que incluso la refrigeracion a bajas
temperaturas induce la fragmentacién de ADN en espermatozoides de lamprea, y
que a su vez dichos dafos pueden ser originados por la oxidacién del ADN.
Resultados similares de fragmentacion originada por oxidacion de acidos
nucleicos se encontraron en espermatozoides de trucha arcoiris O. mykiss
(Dietrich et al., 2005).

Por otra parte y con relacion a la presencia de una alta fragmentacion en el
tratamiento DMSO 15% - 6.5% glucosa, puede decirse (como se mostrd antes en
la figura 52) que la fuerza osmoética del crioprotector es mucho mayor que la
resistencia que puede generar el encogimiento de la membrana originada por la
alta concentraciéon de la glucosa; de manera que su entrada a la célula
espermatica puede llegar a ser mayor que en el resto de casos donde es mas baja
su concentracion, por lo que la intoxicacion en este caso es mayor, ademas de la
deshidratacion que origina, dado el desplazamiento de agua al que puede someter
a la célula en su ingreso, lo que pudo haber traido como resultado inviabilidad
celular, induccién a procesos de muerte celular (apoptosis) y por consiguiente este
grado maximo de dano al ADN. Esta aseveracion se sustenta cuando se observa
en este mismo tratamiento que variables como la Ma alcanzan valores solo de
0.03% y que los dafios en membrana (d-Me) ascienden a casi un 60% de las
células espermaticas (en el presente trabajo). De hecho, autores como Khan et al.,
(2009), encontraron que la apoptosis se incrementaba significativamente luego de
la crioconservacion, y que ésta variable se correlacionaba inversamente con la
movilidad espermatica y positivamente con los dafios en membrana, ambos de
forma significativa (p<0.05) después de la crioconservacion.
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De este modo, es posible pensar que uno de los factores responsables del
incremento del indice de dafio en ADN puede ser la induccién a la apoptosis
celular por parte del alto grado de toxicidad al que se somete a la célula en este
tratamiento.

La muerte apoptotica puede ser desencadenada por sefales intra o extracelulares.
Las primeras pueden ser originadas por estrés bioldgico, provocando una
liberacion de citocromo C desde la mitocondria. Entre las sefales extracelulares
se puede encontrar a las fisioldgicas (hormonas), biolégicas (virus, bacterias)
fisicas (temperatura, radiaciéon) y quimicas (farmacos, téxicos) (Thompson et
al., 1995), estas dos ultimas de nuestro interés en la presente investigacion. Los
principales cambios que se dan en la célula luego de recibir la sefial de apoptosis
son: contraccion del citoplasma y tamafo celular, reduccién del potencial
transmembranal de la mitocondria, desacoplamiento de la cadena de transporte
de electrones para la sintesis de ATP (de ahi posiblemente la disminucién de Ma)
y el incremento en la generaciéon de especies reactivas de oxigeno (Kroemer
et al.,, 1997), como también la activacion de enzimas caspasas, las cuales
cumplen funciones como: inactivacion de proteinas que participan en la reparacion
de ADN (Kothakota, 1997), destruccion de la lamina nuclear (Goulet et al., 1998;
Neamati et al., 1995) y finalmente la activacion de nucleasas llamadas CAD
(Caspase Activated Dnase), Dnasas encargadas de fragmentar el ADN (Enari,
1998).

En trabajos realizados en la crioconservacion de espermatozoides humanos, se
determiné que el incremento de la concentracion de caspasas positivas durante
este evento, estaba estrechamente correlacionado con el incremento en la
fragmentacion de ADN, y que ademas, tanto los danos en ADN como la
concentracion de caspasas positivas eran mucho mayores en semen
posdescongelacion que en semen fresco (p<0.001) (Thomson et al., 2009).

La aparicion de caracteristicas apoptéticas han sido también evidenciadas durante
la crioconservacion de semen bovino (Martin et al., 2007).

Y es que aunque la apoptosis no fue medida, se encontr6 que muchas de las
caracteristicas presentes en este proceso también se correlacionan en el presente
trabajo. Asi por ejemplo, con respecto a que la apoptosis disminuye la movilidad
espermatica pero incrementa los dafos de membrana, al tiempo que incrementa la
fragmentacion, en este trabajo se encontré una alta correlacion entre los dafios en
membrana y dafios en ADN (r= 0.7761), lo que demuestra que el factor que los
origina lo hace proporcionalmente a ambas variables (al ADN y a la membrana).

Asi también durante la crioconservacion en Polyodon spathula, se encontré al
probarse tres valores de osmolaridad basados en sucrosa (50mM, 75mM vy
100mM) en combinacién con tres niveles de metanol, que el mayor indice de
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fragmentacion de ADN espermatico se presentaba en los tratamientos donde la
concentracion del crioprotector era maxima o minima, siempre que la
concentracion de la sucrosa fuera la maxima (Li et al., 2008).

Independientemente del factor que pueda estar originando la fragmentacién del
ADN en células espermaticas de P. magdalenae en estos 3 tratamientos, es claro
que también los estd generando en los 6 restante (aunque en menor proporcion)
sin importar la concentracién de glucosa o la concentracion del crioprotector,
generando dafos de fragmentacion en el material genético, esto considerando que
al observar la proporciéon de células con ADN fragmentado en semen fresco
precongelaciéon se hallan valores del orden del 6.71£1.5%, siendo
estadisticamente diferente de todos los grupos de tratamientos congelados
(p<0.05).

Por su parte los dafios en membrana también corroboran la tesis al respecto de la
interaccion planteada entre la fuerza osmoética del crioprotector para difundir
(dependiente de su concentracion) y el grado de contraccibn membranal de la
célula (concentracion de la glucosa) el cual le permite la mayor o menor entrada al
crioprotector (véase figura 50, 51 y 52)

70
60 -
, bc b
»0 def de cd
=40 fg ef
a'h. ]
— 30 (3
20 md-Me
10 -
4]
[%: glucosa (pv) 5 10 15 5 10 15 5 10 15 |
[ % DMSO (v:v) 5.5 6 6.5 |

Figura 54. Observacion de los niveles del crioprotector (5%, 10%, 15%) bajo los 3 niveles de
glucosa (5.5%, 6%, 6.5%) (n=3). Porcentaje de espermatozoides de bocachico Prochilodus
magdalenae posdescongelacion con dafio en membrana. Comparacién multiple entre tratamientos
de interaccion del arreglo factorial: concentracion del crioprotector DMSO (5%, 10%, 15%) vy
Concentracion de glucosa (5.5%, 6%, 6.5%). Barras con letras comunes indican que son iguales
(p>0.05). Valores expresados como el promedio + desviacion estandar.
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Asi, en este caso podria decirse también que los dafios en membrana se
originarian debido a la excesiva (toxicidad) o baja (cristales de hielo)
concentracion del crioprotector al interior de la célula.

Con base en la figura 54, pueden realizarse tres razonamientos importantes: i) en
todos los casos dentro de cada grupo de tratamientos bajo una misma
concentracion de glucosa, los menores valores de dafio en membrana son
ocasionados para DMSO al 10%, una concentracion aparentemente adecuada
para suministrar proteccién a la membrana de células espermaticas, ii) obsérvese
en todos los casos dentro de cada grupo de tratamientos bajo una misma
osmolaridad, que los dafnos en membrana muestran sus mas altos valores cuando
el crioprotector se halla en su maxima concentracion (15%) o cuando se halla en
su minima concentracion (5%). Con respecto a estos dos primeros resultados es
posible pensar que cierto porcentaje de las célula espermatica de P. magdalenae
posee un punto maximo de tolerancia al crioprotector, pero también un punto
minimo. Con relacién a este ultimo, es posible mencionar que la aparicion de dafo
en membrana en un porcentaje idéntico de células bajo este grupo de tratamientos
(DMSO 5% - 5.5% glucosa, DMSO 5% - 6% glucosa, DSMO 5% - 6.5% glucosa,
sin diferencia entre ellos, p>0.05) se deba en gran medida a que la concentracion
del crioprotector pudo haber sido deficiente, a pesar de conseguir entrar, para
lograr proteger a este porcentaje de células (36.57+2.29%, 38.2815.07%,
40.66%1.75%) frente a la nucleacién (Darin y White, 1977; Drokin et al., 1998), es
decir, en la disminucion de puntos de congelacion (Kopeika y Kopeika, 2008),
permitiendo con mayor eficiencia la formacion de hielo, causando dafios a la
membrana durante la congelacién o la descongelacién (Chao y Liao, 2001). Caso
similar se detectd durante la crioconservacion de Morone saxatilis, donde la
minima concentracion de DMSO (2.5%) mostré por microscopia electrénica de
barrido, grandes dafios en la membrana plasmatica, sugiriendo que los dafios se
debian a la baja o nula proteccion que recibidé el esperma, asociandolo con la
formacion de cristales de hielo intracelular (He y Woods, 2004). Es de anadir que
la tasa de congelacién empleada en este proceso era rapida (véase en el
numeral 4.4.4.2 Empacado y congelacion) por lo que la posibilidad de pérdida
de agua pudo haber sido lenta o casi nula (Pegg, 2007), de modo que la
posibilidad de formacion de hielo al interior de la célula era inminente y solo
contrarrestada por el crioprotector, el cual debid6 haber estado presente en
concentraciones adecuadas para lograrlo.

Por otra parte y con relacion al los tratamientos de DMSO 15%, cabe sefalar que
son estadisticamente mayores (p<0.05) los danos membranales presentes en
estos tratamientos que en otros niveles del crioprotector (DMSO 10% y 5%). Asi
mismo, cuando se probaron 3 niveles del crioprotector DMSO (2.5%, 5%, 10%,
este ultimo, maximo permisible para la especie) igualmente en M. saxatilis, se
encontré que el mayor dafio a la membrana plasmatica se generaba cuando era
utilizada la maxima concentracion (DMSO 10%), siendo estadisticamente diferente
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(p<0.05) de la concentracién media (DMSO 5%, la de menor dafio en membrana)
(He y Woods, 2004).

Al respecto, Kopeika y Kopeika, (2008) sefalan que la tasa de movimiento de
agua a través de la membrana celular es proporcional a la diferencia en la
concentracion del soluto (DMSO y glucosa) en los dos lados de la membrana
(ADMSO= 15%, A glucosa= 5.5%, 6%, 6.5%). A su vez afade que en el proceso
de crioconservacion, el agua abandona la célula, pero que en el proceso de
descongelacion es necesario que este proceso se revierta, es decir, el agua debe
difundir de nuevo a través de la membrana y regresar al interior de la célula. De
este modo, podria decirse que en los tratamientos DMSO al 15%, esta
concentracion era tan alta para la célula de P. magdalenae que posiblemente y
debido a su gran fuerza osmatica, desplazé muy rapidamente y en gran medida el
agua intracelular, difundiendo aceleradamente a través de membrana hacia el
interior de la célula y reemplazandola. De igual manera, durante la descongelacién
el proceso volvidé a ocurrir en las mismas proporciones, lo cual no pudo soportar la
membrana, generandole dafos de dos posibles formas: 1) Ruptura de la
membrana durante la congelacion o descongelacién por los procesos de
deshidratacion o rehidratacién, en los cuales la excesiva friccion del agua al
transportarse a través de la bicapa sobrepasa la capacidad de difusién de la
membrana (Muldrew y McGann, 1990), 2) Formaciéon de poros en bicapas de
palmitoil-fosfatidilcolina, provocadas por las moléculas de DMSO, introduciéndose
inicialmente dentro de la bicapa y ocupando una posicion justo por debajo de las
cabezas de los grupos de lipidos, reduciendo el grosor de la bicapa y ejerciendo
compresion sobre las cabezas de los lipidos, lo que reduce su area y disminuye la
rigidez de la membrana, produciéndose entonces la formacién del poro (Notman et
al., 2006).

Con esto también se explica por qué la concentracién de glucosa afecta la
membrana (véase mejor en Figura 26), incrementando los dafos
significativamente cuando ésta pasa de 6% (360 mOsm/kg) a una concentraciéon
mas hiperosmotica (6.5% glucosa= 385 mOsm/kg) respecto al plasma seminal de
la especie (347+9.1 mOsm/kg).

Asi, considerando lo dicho por Kopeika y Kopeika (2008), un incremento de la
osmolaridad también pudo haber impulsado una mayor contraccion membranal o
una mayor deshidratacion, lo cual pudo ocasionar, en ambos casos, lesiones de
membrana.

Finalmente, considerando la correlacion existente entre fragmentacion de ADN y
dafios en membrana (r= 0.7761), la alta diferencia significativa del tratamiento
DMSO 15% - 6.5% glucosa con respecto a los demas tratamientos (p<0.05) y lo
dicho sobre el alto grado de fragmentacion de ADN que sufrié este mismo
tratamiento; es posible entonces también afirmar (como ya se hizo) que en este
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caso los altos porcentajes de dafno en membrana, pueden atribuirse a los efectos
secundarios de un proceso apoptético, dada la severidad del daho, como se
puede registrar en la figura 29 de este trabajo.

7.3 Efectos de los tratamientos sobre la Fertilizacion y la Eclosién.

La tasa de fertilizacion se comportd, en general, como se esperaba para esta
especie (Martinez et al., 2009a), en donde los porcentajes de fertilidad se
correlacionaron con variables méviles, en este caso, variables como Ma, Mb, VCL,
VSL, Ti-Ac y MT (véase tabla 12). Como se sabe, los mas altos valores de
fertilidad se obtuvieron bajo la concentracion DMSO 5% y DMSO 10%, pero los
mas bajos o casi nulos, bajo la concentracion DMSO 15%, mostrandose una vez
mas la toxicidad del crioprotector cuando se presenta en forma excesiva. Caso
contrario ocurrié durante la crioconservacion espermatica de B. amazonicus (Cruz-
Casallas et al., 2004) bajo estas mismas tres concentraciones de DMSO, donde a
pesar que DMSO 5% y DMSO 10% poseian los mayores valores en movilidad
(34.6% y 68.8% en promedio) y ambos eran estadisticamente diferentes de DMSO
15%, no se reflejo precisamente lo mismo en la fertilizacion. Esto es, que DMSO
10% conservo una alta tasa de fertilizacion (52.6%) aun estadisticamente diferente
del tratamiento DMSO 15%, no obstante, no ocurrié también en DMSO 5%, quien
aunque ostentaba una diferencia estadistica significativa en cuanto movilidad con
DMSO 15%, no fue igual en la fertilizacion, donde la fertilidad fue tan baja en
DSMO 5% (12.3%) como en DMSO 15% (10.4%).

Esta diferencia entre resultados de fertilizacion, puede deberse al grado de
tolerancia espermatico entre especies ante la crioconservacion, afectando a B.
amazonicus pero no a P. magdalenae, no necesariamente en la movilidad pero es
posible que en otras variables no medidas en el estudio como dafo en ADN,
membrana u otra no perceptible a través de la movilidad. Al respecto, se ha dicho
que la exencion del dafo puede variar de acuerdo a la concentraciéon del
crioprotector, a las especies y al tipo de crioprotector y a su toxicidad (Pan et al.,
2008), tal como se observo anteriormente entre B. amazonicus y P. magdalenae
en relacion a la tasa de fertilizacion. Sin embargo, se ha comprobado también que
la cercania filogenética en cuanto al orden caraciforme, les confiere una
resistencia similar ante la crioconservacién, como el grado de tolerancia del
crioprotector y la concentracién de glucosa (Caroslfeld et al., 2003).

Asi por ejemplo, autores como Navarro et al. (2004), encuentran que las mejores
tasas de fertilizacion para semen crioconservado de Piaractus brachypomus, al
igual que en bocachico, se hallan bajo tratamientos como DMSO 5% - 5.5%
glucosa y DMSO 10% - 5.5% glucosa (25% y 36% en promedio, respectivamente),
sin ser necesario realizar incluso la fertilizacibn con semen crioconservado
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proveniente del tratamiento DMSO 15% - 5.5% glucosa, al observarse que la
movilidad espermatica para este tratamiento era solo del 2% en promedio,
previéndose que la tasa de fertilizacion en este caso alcanzaria valores cercanos a
cero (0%).

Por otra parte, en cuanto a las correlaciones obtenidas entre fertilizacion y
variables moviles, ADN, dafio en membrana entre otras, aunque altas, no se
dieron en cada tratamiento de forma sincrénica con relacion al comportamiento de
la fertilizacion, en otras palabras, un incremento de cierta variable no siempre
implicaba el mismo efecto en la tasa de fertilizacion en ciertos tratamientos.

Asi por ejemplo, valores de fertilizacidn bajo algunos tratamientos no fueron lo
esperado en cuanto a porcentaje, es el caso de algunas movilidades totales (MT)
que llegaron a superar el 50% y en otros alcanzaban hasta en promedio 71%
(DMSO 10% - 6% glucosa), este ultimo, incluso sin diferencia estadistica con el
grupo control (p>0.05). Con respecto a este resultado, es de sefalar que es
extraino el comportamiento que tuvo la tasa de fertilizacion en este tratamiento;
pues considerando que entre estos tratamientos no habia diferencia estadistica
significativa y que ademas la correlacion entre TF y MT era alta (r= 0.7688), lo que
se esperaria era una tasa de fertilizacion similar y estadisticamente igual al mismo
control, sin embargo esto no ocurrio, presentandose diferencias estadisticas entre
ambos y matematicamente amplias (26.88% para el tratamiento y 69.3% para el
control).

Frente a esto puede decirse que aunque la estadistica plantee igualdad entre
estos tratamientos en cuanto movilidad, pueden existir diferencias biologicas para
la capacidad fertilizante de los espermatozoides entre un tratamiento y otro. Es
posible también que existan atributos espermaticos diferentes entre estos
tratamientos y que pueden llegar a marcar la diferencia a la hora de fertilizar el
espermatozoide, por ejemplo en este caso, que los dafnos en ADN y membrana
eran estadisticamente mayores en el tratamiento crioconservado que en el control.
Con base en lo anterior, es de afirmarse que la fertilizacion exige del
espermatozoide mas que una buena movilidad o una variable en particular, asi la
tasa de fertilizacion se convierte en una variable que exige bienestar integral del
espermatozoide o por lo menos en la mayor parte de sus variables.

Caso similar ocurre con variables como la VCL y VSL, donde los bajos
rendimientos de velocidad en los tratamientos DMSO 15% - 6.5% glucosa y
DMSO 5% - 6.5% glucosa (p>0.05 entre ellos) se ven claramente reflejados en la
fertilizacion, en donde también son estadisticamente iguales y de los mas bajos.

Sin embargo, es considerado un caso aparte que aunque tratamientos como
DMSO 10% - 5.5% glucosa, con velocidades estadisticamente iguales al
tratamiento DMSO 15% -6.5% glucosa (las mas bajas), termine reflejando una
tasa de fertilizacion (situada como wuno de los mejores porcentajes)
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estadisticamente y matematicamente mayor, incluso, a todos los tratamientos del
grupo DMSO 15%.

No obstante, cuando se evaluan otras variables para encontrar respuesta a la
diferencia reflejada en la capacidad fertilizante de estos tratamientos, se encuentra
que el tratamiento DMSO 10% - 5.5% glucosa (el de mejor fertilidad) a pesar de
poseer velocidades e, incluso, movilidad rapida estadisticamente igual al
tratamiento DMSO 15% - 6.5% glucosa (el de menor fertilidad), posee ventajas en
otras variables, como por ejemplo, un porcentaje de células con ADN mas integro
que DMSO 15% - 6.5% glucosa (p<0.05), mejor tiempo de activacion (p<0.05) y un
menor porcentaje de espermatozoide con dano en membrana (p<0.05), lo que
posiblemente le permiti6 compensar su baja velocidad y contribuir con una mayor
tasa de fertilizaciéon (p<0.05) que aquel tratamiento que no contaba con estos
atributos.

Este tipo de fendbmenos ocurren también en especies como Machulochella pelli
pelli (Daly et al., 2008), encontrandose que aunque espermatozoides
crioconservados en Metanol 10% - Sorbitol tuvieron mejor movilidad e integridad
de membrana que aquellos crioconservados en Metanol 10% - Tris Sucrosa
Potasio, no hubo diferencias significativas en cuanto a tasas de eclosion o
fertilizacion entre los dos tratamientos. De forma similar, en estudios previos
realizados por Glogouwski et al. (2002), se encontr6 que a pesar de las
similaridades en la movilidad posdescongelacion entre tratamientos de
crioconservacion, las tasas de eclosion variaron significativamente. De otra forma,
Horvath et al. (2005), encontraron que DMSO 5% produjo la mejor movilidad
posdescongelacion, pero Metanol 5% produjo las mejores tasas de eclosion.

Otra de las posibles explicaciones al respecto de la baja fertilidad en los
tratamientos de semen crioconservado, a pesar de la evidente capacidad movil de
espermatozoides en algunos tratamientos; es que este evento puede deberse a la
exigua o nula informacion acerca de la correcta relacion semen:ovocito para esta
especie utilizando semen congelado. En este caso, se utilizd6 una relacion de
100.000 espermatozoides:1 ovocito, tratando de adaptar el protocolo al ya
estandarizado para el caraciforme Brycon amazonicus (Velasco-Santamaria et al.,
2004), donde se obtuvieron las mayores tasas de fertilizacién (aproximadamente
entre 46% y 64%) con semen crioconservado (DMSO 10% -glucosa) en una
relacion semen:ovocito de entre 75.000:1 hasta 150.000:1 (p>0.05). Para el caso
de P. magdalenae, el valor maximo de fertilidad alcanzado bajo esta
concentracion, fue de 26.8814.1%, es decir, cerca de la mitad que en B.
amazonicus bajo las mismas condiciones de crioconservacion. En Prochilodus
lineatus (Viveiros et al., 2008), la relacion semen:ovocito utilizada para fertilizar
con semen crioconservado (DMSO 10% - glucosa) era de 500.000
espermatozoides:1ovocito, para obtener tasas de fertilizacion de 65% en
promedio, lo cual equivale a utilizar hasta 5 veces mas la cantidad de semen que
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en P. magdalenae, para alcanzar tasas de fertilizacion casi 2.5 veces mayor que la
hallada en este trabajo para semen crioconservado (DMSO 10% - 6% glucosa). El
exceso o el defecto de la relacion semen:ovocito puede disminuir la tasa de
fertilizacion (Velasco-Santamaria et al., 2004) por lo que su relacion debe ser
determinada para efectos de alcanzar las mejores tasas de fertilizacion con el
justo numero espermatico para la especie. Lahnsteiner et al. (2004) encuentran
que a pesar de obtener porcentajes de movilidad y velocidad aceptables luego de
la crioconservacién espermatica de Acipenser ruthenus L., no obtiene tasa de
fertilizacion que los reflejen, tanto con semen proveniente de tratamiento (DMSO
10% - Isosmatico NaCl) como con semen fresco (6.9% y 33.9%, respectivamente).
Esto lo atribuye al desconocimiento de la correcta proporcién semen:ovocito, la
cual segun el autor, en adecuadas cantidades puede llegar a compensar la baja
movilidad que genera la crioconservacion.

Por otra parte, en cuanto a la tasa de eclosion, esta tuvo una gran correlacién con
la tasa de fertilizacidn (r= 0.9223), lo cual evidencia un comportamiento casi similar
y sincronizado entre estas variables. Esto se corrobora cuando se observa que al
igual que en la fertilizacion, siempre los mayores valores de eclosién se produjeron
por los grupos de tratamientos DMSO 5% y DMSO 10%, siendo estadisticamente
diferentes de todos los tratamientos DMSO 15%. La similitud comportamental
hallada en entre la fertilizacién y la eclosion alega una gran dependencia de estas
variables dentro de este experimento. Por lo cual podria decirse que en este caso
la eclosién dependera siempre de la fertilizacion y por supuesto otros factores
externos como la calidad del agua. Asi, si se tiene éxito en estas dos variables
mencionadas, se garantizaria que la obtencién de larvas provenientes de semen
crioconservado es segura y en las cantidades necesarias. No obstante, es
necesario anotar aunque exitosa, la tasa de eclosion debe mejorarse, pues en
promedio, entre los grupos DMSO 5% y DMSO 10%, del 100% de ovocitos
fertilizados, solo cerca del 55% lograron eclosionar, encontrandose en el mejor de
los casos (DMSO 10% - 5.5% glucosa) que hasta un 72% de los huevos
fertilizados eclosionen. Linhart et al. (2000), alcanzan valores de fertilizacion en
semen crioconservado de Cyprinus carpio (DMSO 10%) cercanos a 56+10%, y
tasas de eclosion de 52+9%, es decir, lograban la eclosion de cerca del 92% del
total de los huevos fertilizados, lo que representa un reto para especies como P.
magdalenae.

No solo el rendimiento de la eclosion sobre la fertilizacion fue baja, sino las tasas
de eclosion en si, alcanzando valores maximos de 18.93% en promedio. Con ello
se corrobora una vez mas la necesidad de estandarizar los protocolos de
fertilizacion utilizando semen crioconservado (medios o soluciones de fertilizacion,
medios o soluciones activadoras, potenciadores de la movilidad espermatica,
incrementos en la relacion semen:ovocito, entre otras), las cuales permitan
incrementar a la postre estos porcentajes de eclosion, que si bien se constituyen
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en la evidencia clara para demostrar por primera vez el éxito de la
crioconservacion en P. magdalenae, es necesario mejorarse.

7.3 Efectos de los tratamientos sobre la Malformacion larval.

La malformacion larval es una variable poco evaluada en los procesos de
crioconservacion, posiblemente por considerarse muchas veces una variable de
poca relaciéon con el proceso de congelacion. Y es que la presencia de larvas
malformadas se puede presentar tanto en tratamientos provenientes de semen
fresco como de crioconservado, sin existir diferencias estadisticas entre ellos,
como en Clarias gariepinus (Miskolczi et al., 2005).

Sin embargo, aunque en el presente trabajo, la ocurrencia de larvas malformadas
de P. magdalenae provenientes de semen fresco también fue evidente
(19.66%£1.6%), también lo es el hecho de encontrar tratamientos con grandes
porcentajes de larvas malformadas (57.54+9.02%, 71.26+£1.93%) estadisticamente
diferentes al control (p<0.05), pero iguales entre ellos (p>0.05). Dichos valores de
malformacion corresponden a los tratamientos DMSO 5% - 5.5% glucosa y DMSO
10% - 6.5% glucosa, de los cuales precisamente se dijo (ver discusion Movilidad)
que eran los tratamientos de mayores valores en las caracteristicas moviles,
posiblemente porque la entrada del crioprotector al interior de la célula fuera mas
efectivo debido a la permeabilidad de la membrana (DMSO 5% - 5.5% glucosa) y
la fuerza osmatica del mismo crioprotector (DMSO 10% - 6.5% glucosa). Si bien
es una teoria, es posible pensar que el DMSO, a pesar de proteger ciertas
variables celulares, esta provocando algunos dafios toxicos al ADN, no
necesariamente fragmentacion (aunque éstos presentan altos valores de
fragmentacion no diferentes entre ellos, p>0.05), pero que pueden estar
induciendo dafio al espermatozoide y que se refleja como malformacion larval en
estos casos. Dafo que es mas acentuado en el tratamiento DMSO 10% - 6.5%
glucosa, por tratarse posiblemente de una mayor concentracion del crioprotector,
ademas de una alta deshidratacion celular que puede dar lugar mas a la presencia
del mismo crioprotector que de agua al interior de la célula.

Korkina et al. (2000), demostraron que una de las formas de causar malformacién
o defectos embrionarios en Sea Urchin Sterechinus neumayeri, podria ser a través
de la puesta en contacto del espermatozoide con agentes tdxicos como
Diepoxibutano o Mitomicina C. Asi mismo, Horvath y Urbanyi (2000), observaron
durante la crioconservacion seminal de C. gariepinus, un incremento significativo
de larvas malformadas en la medida en que aumentaban la concentracion de
DMSO, lo cual fue estadisticamente mayor que lo encontrado en el grupo control
(semen fresco). Coincidencialmente, Miskolczi et al. (2005), encontraron, al igual
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que para P. magdalenae, el mayor porcentaje de larvas malformadas (44%) en el
tratamiento donde el tamafio de la pajilla era 0.5 mL (siendo menor en otras
pajillas de 0.25 y 1.2 mL), a su vez el crioprotector era DMSO al 10% y la
concentracion de la azucar era ligeramente hipertonica, sin embrago, no fue
estadisticamente diferente del grupo de larvas proveniente de semen fresco
(28%).

Es posible que parte del porcentaje de malformacién presente en los grupos de
tratamientos provenientes de semen crioconservado, sean producto de la calidad
de los huevos (Horvath et al., 2007; Miskolczi et al., 2005): la temperatura del agua
para este periodo no era normal, se consideré una temporada caliente con
dificultades en la maduracion gonadal de machos y hembras y en la espermiacion.
Otra fraccién del porcentaje de malformaciéon puede ser atribuida también a dafios
en el ADN provocados por la crioconservacion (Zilli et al., 2003). Es posible que la
formacion de cristales de hielo, ausencia o exceso del crioprotector (en este
trabajo), estrés oxidativo originado por la crioconservacion (Pérez et al., 2009),
originen el dafno en el ADN de espermatozoides en todos los tratamientos
(estadisticamente diferentes del semen fresco, p<0.05).

En ovocitos de peces se han identificado sistemas de reparaciéon de ADN (Kopeika
et al.,, 2004), los cuales pueden reparar el dafo de fragmentacion de acidos
nucleicos espermaticos (luego de haber sido inducido su dafio por agentes
téxicos), sin embargo se detectd que esta capacidad es limitada, es decir, no
todas las veces y de acuerdo al grado del dafio mismo. De modo que en nuestro
caso podria no haberse podido llevar a cabo este proceso de reparacion (por
alguna razon, como el grado de su fragmentacion) en espermatozoides de estos
grupos de tratamientos una vez fecundado el ovocito, evitando la participacion del
material genético espermatico en la fusion nuclear y por tanto su ausencia en la
formacion de la nueva larva, la cual pudo haber sido haploide o no (Horvath et al.,
2007; Miskolczi et al., 2005), dependiendo de la reparacion de ADN que pudo
haber sufrido el espermatozoide. Generalmente, las larvas haploides originadas
s6lo con la participacion del material genético materno (ginogenéticas) o por el
material genético paterno (androgenéticas), exhiben tipos de malformacion (May et
al., 1988), entre ellos la curvatura de la espina o columna, ausencia de saco
vitelino y ausencia de cabeza y cola; tipos de malformacion presentes en el
tratamiento DMSO 10% - 6.5% glucosa (véase figura 38 y 41).

Finalmente, hay resultados dentro de la presente investigacion que ayudan a
demostrar que la reparacion de ADN fragmentado es limitada también en P.
magdalenae, por tanto cambiante entre tratamientos, reparandose el dafio en unos
y en otros no. Y que debido a ello no siempre observar dafio en ADN predice
malformacion, pues este dafo podra ser eventualmente reparado y dar una larva
viable. Esto es confirmado en el presente trabajo, cuando se quiso evaluar la
correlacion existente entre el grado de fragmentacion de ADN espermatico y el
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porcentaje de malformacion larval, determinandose que NO EXISTIA correlacién
entre estas variables, ni dependencia (r= 0.1933, P=0.4422).

8. CONCLUSION

La presidn osmotica externa generada por la glucosa en el exterior celular es un
concepto poco abordado en la experimentacion para crioconservacion de peces,
sélo limitandose a la inmovilizacion espermatica sin importar qué tanto pueda
afectar el grado de esta variable al mantenimiento de las condiciones
espermaticas adecuadas para llevar a cabo sus funciones vitales. La
crioconservacion espermatica en peces ha ahondado sus esfuerzos mas en el
dafio que pueda provocar el crioprotector y su concentracién a la movilidad
espermatica y la fertilizacion, que si bien es importante, aqui se demuestra que en
asocio con una concentracion de glucosa indicada puede alcanzar mejores
rendimientos en la busqueda de proteccion celular.

Este trabajo se constituye en el primer reporte de crioconservacion espermatica
exitoso para Prochilodus magdalenae en el pais, como también es el primero en
demostrar los efectos de la concentracion de glucosa y su interaccion con la
concentracion del crioprotector, al respecto de lo cual se plantearon nuevas
teorias de interaccion crioprotector interno-presion osmaética externa (glucosa), de
entrada y salida del crioprotector desde la célula, dependiendo de la variacién de
la presidn osmotica externa, ademas de las consecuencias en la disminucién o
mantenimiento de la calidad espermatica, todas sustentadas en la base de la
ciencia basica y de los resultados del experimento, permitiendo plantear nuevos
horizontes hacia los cuales podria dirigirse la investigacion sobre crioconservacion
espermatica en peces a nivel celular. Asi mismo, nunca antes se habia
establecido en el pais los efectos de la crioconservacion sobre los dafos en el
material genético y sus correlaciones con otras variables de interés en la calidad
espermatica en peces, aspecto que puede servir como modelo para comenzar a
explicar los dafos en la calidad del espermatozoide en otras especies y desde otra
perspectiva diferente a las tradicionales.

De este modo, este podria considerarse un aporte exitoso en la busqueda de
protocolos de crioconservacion adecuados para P. magdalenae, tanto para la
industria acuicola nacional (en procesos de reproduccion e intercambio genético),
en donde esta especie se situa entre las nativas de mayor cultivo para
sostenibilidad alimentaria, como también para la consolidacion de bancos de
recursos genéticos (Ministerio de Agricultura — Universidad de Cérdoba) como en
los que participa esta especie considerada amenazada. Bancos, donde
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precisamente la exigencia de la calidad seminal es mayor y debe ser mas integral
en cuanto a parametros que lo reiteren.

Al respecto de la presente investigacion relacionada con la crioconservacion
espermatica en Prochilodus magdalenae, en donde se evalué el EFECTO DEL
DMSO Y LA GLUCOSA SOBRE LA CALIDAD ESPERMATICA Y EL MATERIAL
GENETICO de la especie en mencién, puede concluirse exclusivamente bajo
estas condiciones experimentales que:

1. La interaccion concentracién del crioprotector X concentracion de glucosa,
afecta solo a variables méviles como: Movilidad rapida (Ma), media (Mb), Tiempo
de activacion (Ti-Ac), Velocidad curvilinea (VCL) y Velocidad en linea recta (VSL),
ya sea ambos factores al tiempo o de forma separada. Por el contrario, la
variacion o presencia de Mc (lentos), Movilidad total (MT) y Md (Inmdviles), no
depende de la interaccion presencia de ambos factores, sino mas del factor
“concentracion del crioprotector” que de la concentracion de glucosa. Asi, de
acuerdo a los resultados en general, puede concluirse que los tratamientos que
mejor protegen las variables moviles de células espermaticas en P. magdalenae
durante el evento de la crioconservacién son: DMSO 5% - 5.5% glucosa y DMSO
10% - 6% glucosa.

2. La concentracion del crioprotector X concentracién de glucosa, afecta tanto la
integridad de membrana como la del ADN, ya sea por la interaccion de ambos
factores al tiempo (d-Me) o por la accidon de los dos factores separadamente (d-
ADN) sobre la célula espermatica. De este modo, puede concluirse, al observar
los resultados, que el tratamiento DMSO 10% - 5.5% glucosa es que ofrece una
mejor proteccion al ADN durante la crioconservacion, seguido de DMSO 10% - 6%
glucosa (p>0.05); mientras que para garantizar mayor proteccion a la membrana
espermatica durante la congelacion, DMSO 10% - 6% glucosa alcanza el mejor
desempenio, seguido de DMSO 10% - 5.5% glucosa (p>0.05).

3. La interaccidn concentracién del crioprotector X concentracién de glucosa,
afecta a la tasa de fertilizacién (TF) y por correlacion, a la tasa de eclosiéon (TE).
De ahi que puede concluirse en forma general, que la obtencién de una buena
tasa de fertilizacion y por tanto de eclosion para células espermaticas
crioconservadas de P. magdalenae, esta garantizada por tratamientos como
DMSO 10% -5.5% glucosa o 6% glucosa, o por DMSO 5% - 5.5% glucosa; las
cuales pueden ser incrementadas, entre otras recomendaciones planteadas en la
discusién sobre estas variables, aumentando la relacion semen:ovocito.

4. La interaccion concentracion del crioprotector X concentracion de glucosa,

afecta significativamente (p<0.0001) la malformacion larval. Sin embargo, se
puede recomendar el uso de tratamientos como DMSO 10% - 5.5% glucosa o 6%
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glucosa, o DMSO 5% - 6% glucosa, los cuales pueden llegar a garantizar que al
menos las larvas seran tan sanas como aquellas provenientes de semen fresco.

5. El incremento de variables como la movilidad, integridad de membrana y ADN,
estan correlacionadas entre si y con otras (en este experimento), como la
capacidad fertilizante y la eclosidn. Con base en esto puede concluirse que si se
mantienen estables estas variables incrementara la produccion de larvas
provenientes de semen crioconservado de forma proporcional y significativa;
especialmente Ma, VCL, VSL, MT e integridad de membrana.

Tabla 14. Resumen general de las conclusiones expuestas acerca del
experimento de crioconservacidon espermatico en Prochilodus magdalenae.
Distribucién de las variables respuesta del experimento entre los tratamientos que
garantizaron sus mejores valores a favor del bienestar espermatico
posdescongelacion.

DMSO 5% DMSO 10%
6% glucosa 5.5% glucosa 6% glucosa 5.5% glucosa
(Mal) (Mov) (Mov) (ADN)
(TF-TE) (ADN) (Mem)
(Mem) (Mal)
(Mal) (TF-TE)
(TF-TE)

Mal: malformacién larval, Mov: movilidad en general, TF-TE: tasa de fertilizacion
y eclosion, ADN: integridad de ADN, Mem: integridad de membrana, DMSO: dimetilsulféxido.
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