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RESUMEN

Se evalué el semen crioconservado de Sorubim cuspicaudus utilizando etilenglicol (ETG) a tres niveles de inclusién (5, 10, 15 %).
Machos (n = 13) en fase de espermiacién y hembras (n = 6) en maduracién final se indujeron con 0,4 ml de Ovaprim®/Kg,
después de 12 a 14 horas post-induccidén se colectd el semen en viales Eppendorf de 2 ml de capacidad. Las diferentes
soluciones crioprotectoras se prepararon con glucosa 6 % (p/v), leche en polvo descremada 5 % (pv) y agua destilada. El
semen fue diluido en proporcién 1:3 (semen:diluyente), empacado en macrotubos de 2,5 ml y congelado en vapores de
nitrégeno liquido (NL) durante 30 minutos y luego almacenados en termos criogénicos sumergidos directamente en NL (-
196 °C). El semen crioconservado fue descongelado en bafio serolégico a 35 °C durante 90 segundos. La movilidad total,
progresividad y velocidad espermatica del semen fresco y descongelado se analizé con el software Sperm Class Analizer SCA®
(Microptic SL, Espafia). La fertilidad y eclosién se evalué con 1,0-1,5 g de ovocitos en incubadoras experimentales de flujo
ascendente de dos litros de capacidad. Se utilizé un disefio completamente aleatorizado. El semen fresco registré tasa de
eclosién de 51,8+21 %, sin observarse diferencia significativa con la obtenida con el semen crioconservado con ETG 5% (38,6
+13,9 %) (p> 0,05); mientras que ETG 15 % (9,6 * 2,9 %) reportd la menor eclosién (p <0,05). Los resultados sugieren que
la solucién crioprotectora compuesta por ETG 5 %, glucosa 6 %y leche en polvo 5 % es una alternativa viable para la criocon-
servacion de semen de Sorubim cuspicaudus con fecundaciones similares al usar semen fresco.

Palabras clave: analisis seminal, Colombia, crioprotectores, fertilidad, reproduccién.

ABSTRACT
The catfish Sorubim cuspicaudus cryopreservation semen was evaluated using three levels (5, 10, 15 %) of ethylene glycol (ETG).
Males (n = 13) undergoing spermiation and in final maturation females (n = 6) were induced with 0.4 ml Ovaprim®/Kg, after
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12 and 14 post-induction the semen was collected in 2 ml
Eppendorfvials. The different cryoprotectants solutions were
prepared with glucose 6 % (w/v) skimmed milk powder 5 %
(w/v) and distilled water. The semen was diluted in ratio 1:3
(semen:extender), packed in macrotubes of 2.5 ml and fro-
zen in liquid nitrogen (NL) vapor for 30 minutes, then the
macrotubes were stored in cryogenic tanks submerged direc-
tly in NL (-196 °C). The sperm were thawed in serological
bath to 35 °C for 90 seconds. The total motility, total
progressivity and velocities in fresh and thawed semen were
analyzed with the Sperm Class Analyzer software SCA®
(Microptic SL, Spain). Fertility and hatching rates were
assessed with 1.0-1.5 g of oocytes in experimental up flow
incubators two liters, a completely randomized design was
used. The hatching rate of fresh semen was 51,8+21 %, with
no significant differences with semen cryopreserved with ETG
5% (38.6 + 13.9%) (p> 0,05), while ETG 15 % (9.6 + 2.9 %),
recorded the lower hatching rate (p <0.05). The results
suggest that the cryoprotectant solution composed of ETG
5%, glucose 6 % and powdered milk 5 % is a viable alternative
for semen cryopreservation of the catfish Sorubim cuspicaudus.

Keywords: Colombia, cryoprotective agents, fertility, repro-
duction, semen analysis.

INTRODUCCION

El Bagre blanco Sorubim cuspicaudus es uno de los principales
peces migradores de las cuencas de los rios Sinti y Magda-
lena, de gran talla e importancia pesquera; pero que registra
disminucién de sus capturas y tallas en la cuenca del Mag-
dalena (Buitrago-Suarez y Mojica, 2012); por lo cual fue
declarado como especie vulnerable a la extincién (Buitrago-
Suarez y Mojica, 2012). A pesar de ser un pez carnivoro
(Villadiego et al., 2004), es una opcién para diversificar la
piscicultura colombiana, debido a su gran valor comercial,
la calidad de su carne, buena adaptacién al cautiverio, ade-
cuada tolerancia al manejo y buena respuesta a los proto-
colos de reproduccién inducida (Villadiego et al., 2004;
Espinosa, 2013; Prieto-Guevara et al., 2013).

Pese a los avances en su reproduccién artificial, adin persisten
dificultades para la produccién a gran escala de alevinos; por
lo que esta especie no se ha podido ofrecer como alternativa
de cultivo por la carencia de una tecnologfa confiable de pro-
duccién masiva de semilla (Espinosa, 2013). Uno de estos
problemas es el asincronismo reproductivo de la especie en
cautiverio. En las estaciones piscicolas durante su periodo re-
productivo, de mayo a octubre, es comtin encontrar hembras
maduras, aptas para las reproducciones artificiales; pero no
machos bien sea por inmadurez o por disminucién de la ca-
lidad seminal (Reza y Salas, 2010). Entonces, la crioconserva-
cién de semen se presenta como alternativa de solucién ya que
ofrece ventajas como optimizacién de los procesos reproduc-
tivos en cautiverio de especies con maduracién gonadal
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asincrénica y ciclos reproductivos estacionales, conserva-
cién de la variabilidad genética de poblaciones domesticadas,
apoyo a programas experimentales de estudios genéticos
(Suquet et al., 2000); también contribuye a disminuir la pre-
sién pesquera sobre las poblaciones silvestres (Medina-Robles
etal., 2005), permite la conservacién de especies amenazadas
o en peligro de extincién (Bobe y Labbé, 2010).

La crioconservacion es una técnica que permite mantener a
bajas temperaturas (-130 °C), a cualquier conjunto biolégico
de células por tiempo indefinido, creando las condiciones
necesarias para que conserven la capacidad de sobrevivir
después de la descongelacién (Day y Stacey, 2007). Sin em-
bargo, en este proceso se producen dafios a las células
espermadticas crioconservadas, ocasionados por la formacién
de hielo intracelular (Medina-Robles et al., 2005) y desequi-
librio osmético (Morris et al., 2012). La magnitud de dafios
criogénicos, durante la congelacién y descongelacién puede
resultar en la disminucién de la movilidad con reduccién de
velocidad espermatica y la fertilidad. La alternativa para mi-
nimizar este fenémeno es la adicién de sustancias que rem-
placen el agua dentro de la célula, denominadas crioprotec-
tores. En general, no existe un criterio que determine el éxito
de una solucién crioprotectora de formulacién simple (uno
a dos ingredientes) o una compleja (mezcla de uno o varios
aditivos de alto peso molecular) (Cabrita etal., 2009); ya que
los protocolos de crioconservacién son especificos y deben
ser optimizado para cada especie (Glogowski et al., 1999);
sin embargo, para determinar si una solucién crioprotectora
es apropiada es importante que prevenga la activacién de los
espermatozoides y permita la homeostasis celular. Incluso,
la solucién crioprotectora puede incluir moléculas especificas
para proteger a los espermatozoides de dafios por efecto de
las bajas temperaturas (Gwo, 2000). La composicién del di-
luyente, la concentracién del crioprotector y las curvas de
congelamiento y descongelamiento son factores que afectan
la calidad del semen crioconservado y su capacidad fecun-
dante (De Graafy Berlinsky, 2004); por tanto los crioprotec-
tores tienen como propédsito mantener la viabilidad celular,
previniendo el dafio celular durante el proceso de congela-
cién y descongelacién (Ramirez-Merlano et al., 2010).

La crioconservacién de semen de bagre blanco se ha eva-
luado con crioprotectores como dimetilsulféxido (DMSO)
dimetilacetamida (DMA), etilenglicol (ETG) y metanol
(MET), con porcentajes de inclusién entre 6y 12 % (Reza y
Salas, 2010; Espinosa, 2013) pero con resultados poco
satisfactorios en términos de movilidad total, fertilidad y
eclosién. Por tanto el objetivo del presente estudio fue eva-
luar etilenglicol (ETG) como crioprotector a tres porcentajes
de inclusién (5, 10, 15 %) en la crioconservacién de semen
de bagre blanco.

MATERIALES Y METODOS
Obtencién del material biolégico
El estudio se realizé en el Centro de Investigacién Piscicola
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de la Universidad de Cérdoba CINPIC, Colombia. Se utili-
zaron 19 reproductores de bagre blanco, 13 machos y seis
hembras, de tres afios de edad. Los animales se mantuvieron
en condiciones de cautiverio en estanque en tierra de 400 m?
de drea, a densidad de 0,5 Kg/m?, alimentados dos veces al
dfa con peces forrajeros (alevinos de tilapias) y suplementa-
dos con alimento comercial para peces (Italcol®, 24 %
proteina bruta). Los machos registraron peso promedio de
486,7 + 140,4 g, en fase de espermiacidn, caracterizados por
la presencia de semen fluido en la papila urogenital después
de un masaje ventral en sentido craneo-caudal. Las hembras
presentaron peso promedio de 695 + 181 gy mediante biop-
sia ovdrica se confirmé que se encontraban en fase de ma-
duracién final.

Los ejemplares seleccionados fueron colectados y traslada-
dos a piletas circulares de manejo de 3 m? de capacidad, con
flujo de agua constante (5 I/min), donde permanecieron du-
rante 48 h, con el propésito de habituarlos a las condiciones
experimentales, reducir la intensidad del estrés generado por
la manipulacién, el cambio de ambiente para administrar los
tratamientos de induccién a la ovulacién en las hembras e
incrementar el volumen seminal en los machos. A los repro-
ductores aptos para induccién hormonal se les administré
una dosis unica de Ovaprim®, tanto a machos como a
hembras, a razén de 0,4 ml/Kg de peso vivo, aplicada en la
base de la aleta pectoral.

Obtencion del semen y evaluacion seminal

Después de 12 horas de aplicacién de la induccién hormonal
se realizé la extraccion del semen mediante presién en sen-
tido crdneo-caudal, previo secado de la regién ventral. El se-
men se colecté en viales Eppendorf de 2 ml secos y estériles,
evitando en todo momento la contaminacién por orina y
otros fluidos (sangre, bilis y heces) que podrian afectar la
calidad seminal (Dreanno et al., 1998). En el semen fresco
fue evaluado volumen, color, tiempo de activacién, movili-
dad total y concentracién espermatica. En el semen descon-
gelado se evalué movilidad total, tipos de movilidad y velo-
cidad espermatica.

El volumen seminal obtenido se expresé en ml, considerando
esta variable para calcular el nimero total de espermato-
zoides por muestra y por individuo. El color del semen se tuvo
en cuenta para evidenciar la posible presencia de sustancias
contaminantes, considerando blanco, el color de una mues-
tra no contaminada (Reza y Salas, 2010).

Tiempo de activacién de los espermatozoides. En una céa-
mara Makler (Sefi Medical Instruments Ltd, Israel) se colocd
0,25 pl de semen y se activé con 75 pl de agua bidestilada
(dilucién 1:300). Las muestras se observaron en un micros-
copio 6ptico de contraste de fase (Nikon, Eclipse 50i, Japén)
con objetivo 10 X. El tiempo de activacién se analizé desde
el instante en que se adiciond la solucién activadora hasta
que alrededor de 90 % de los espermatozoides dejé de mo-
verse seguin lo propuesto por Martinez (2010).

Movilidad y progresividad total. En una cdmara Makler (Sefi
Medical Instruments Ltd, Israel), se agregé una muestra de
0,25 pl de semeny 75 pl de agua bidestilada (dilucién 1:300);
la cual con el uso de un microscopio éptico de contraste de
fase (Nikon, E50i, Japén) con objetivo 10 X y el programa
asistido por computadora para analisis de semen Sperm
Class Analyzer SCA® (Microptic SL, Espafia) se analizé la
movilidad y progresividad total.

Tipos de Velocidad. Fueron estimadas aplicando el programa
SCA® (Microptic SL, Espafa), en un periodo de tres segun-
dos. Se obtuvieron los porcentajes de espermatozoides con
velocidad rapida (tipo a, velocidades mayores a 100 pm/seg),
media (tipo b, velocidades entre 45 y 100 pm/seg), lenta
(tipo c, velocidades entre 10 y 45 pm/seg), asi como el por-
centaje de espermatozoides estdticos (tipo d, sin movimiento).
Ademds el programa SCA® también estim¢ las velocidades
curvilinea (VCL) y lineal (VSL), expresadas en pm/seg.
Concentracién espermdtica. Una muestra de 1 pl de semen
se diluyé en 699 pl de glucosa a 6 % (Protokimica, Colombia)
en un Eppendorf de 2 ml (dilucién 1:700), la mezcla se ho-
mogenizé durante cinco segundos en un vortex a 1200 rpm
(Velp Scientific, Zxclasic, China). Luego se tomaron 10 ply
se colocaron en una cadmara Makler (Sefi Medical Instruments
Ltd, Israel) para la determinacién de la concentracién me-
diante el SCA® (Microptic SL, Espafia). Este procedimiento
se realizé tres veces para obtener un valor promedio de la
concentracién espermdtica del semen analizado.

Tratamientos y crioconservaciéon de semen

La crioconservacidn se efectué solamente en aquellas mues-
tras que presentaron una movilidad total superior a 80 %. Se
utilizé etilenglicol (ETG) (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO,
USA) a tres porcentajes de inclusién en la solucién criopro-
tectora: 5, 10y 15 % (v/v). La solucién crioprotectora estuvo
compuesta por ETG a los diferentes porcentajes de inclusion
(5,10, 15 % v/v), glucosa 6 % (p/v) (Protokimica, Colombia)
y leche descremada liofilizada 5 % (p/v) (Proleche, Colombia)
(Ramirez-Merlano et al., 2011). El semen fue diluido en pro-
porcién 1:3 (semen:diluyente) (Velasco-Santamaria et al.,
2006) y envasado en macrotubos de 2,5 ml.

Congelacién y descongelacién. Los macrotubos se introdu-
jeron en un termo de vapores de nitrégeno liquido de 4 |
(MVE, SC 4/2v, USA) durante 30 minutos. La curva de con-
gelacién en el termo de vapores fue descrita por Cruz-
Casallas et al. (2006) asi: de 28 a -20 °C desciende a razén
de 27,3 °C/min, de -20 a -100 °C a razén de 29,9 °C/min y
de -100 a -196 °C a razén de 5,5 °C/min; después los ma-
crotubos fueron trasladados a un termo de almacenamiento
de 34 | (MVE, XC 34/18, USA) y sumergidos directamente
en nitrégeno liquido (Cruz-Casallas et al., 2006).

Los macrotubos fueron descongelados en bafio serolégico de
agua (Memmert, WNB 7-45, Alemania) a 35 °C durante 90 seg
(Ramirez-Merlano etal., 2011) y seguidamente se evaluaron la
movilidad, progresividad y velocidad pos-descongelacién.
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Fertilidad y eclosién. La fertilizacién de los ovocitos (1,0-1,5
g, cada gramo 1517 ovocitos) tanto con semen fresco como
descongelado fue realizada in vitro en viales de 20 ml, adicio-
nando 400 pl de semen de cada uno de los diferentes trata-
mientos. La incubacién se realizé en incubadoras experimenta-
les de flujo ascendente con capacidad de 2 |. Los porcentajes
de fertilidad y eclosién se evaluaron de acuerdo a lo propuesto
por Martinez (2010); a las seis horas post fertilizacién (HPF),
cuando los huevos se encontraban al final de la gastrulacién
(cierre del blastoporo) se realizé la estimacién de la fertilidad,
a partir de tres alicuotas (n = 80-100 huevos) de cada incuba-
dora. Los huevos se depositaron en cajas de Petri y bajo un
estereoscopio 6ptico (Leica, Wild MZ8, Alemania) se deter-
minaron los embriones viables, los cuales se observaron tras-
lucidos y de apariencia normal, mientras que los no viables, se
observaron opacos o blanquecinos (Atencio et al., 2013). A
las 11 HPF, se estimé el porcentaje de eclosién de los embrio-
nes en fase de faringulacién final (embrién de cola libre),
tomando tres alicuotas de 80 a 100 huevos, considerando
como viables los embriones trasltcidos y con movimiento e
inviables aquellos opacos y blanquecinos (Atencio et al., 2013).

Disefo experimental y analisis estadistico

Se utilizé un disefio completamente al azar con tres trata-
mientos basados en los diferentes porcentajes de inclusién de
ETG (5, 10, 15 %); ademas se utiliz6 como tratamiento
control semen fresco; por tanto se utilizaron 24 unidades
experimentales (seis repeticiones por tratamiento). Todas las
variables (movilidad total, tipos de velocidad, progresividad
total, fertilidad y eclosién) fueron sometidas a pruebas de
normalidad (test de Shapiro-Wilk) y homogeneidad de va-
rianza (test de Bartlett). Para las variables que cumplieron
estos supuestos se aplic6 ANOVA y cuando se presentaron
diferencia significativa se aplicé la prueba de Rangos Mu-
Itiple Duncan. En todos los casos p< 0,05 fue utilizado como
criterio estadistico para establecer la diferencia significativa y
los resultados fueron expresados como media + desviacién
estdndar. El andlisis estadistico fue realizado con el software
SAS versién 9.0 para Windows (Institute Inc, Cary, NC. USA).

RESULTADOS

El volumen seminal de los machos fue 1,3 + 0,6 ml, con una
movilidad total superior al 90 %. El tiempo de activacién del
semen fresco se estimé entre 30 y 41 seg y la concentracién
espermadtica registré valores entre 10059,5 x 10%y 19274,4 x
109 espermatozoides (spz)/ml.

Movilidad y velocidad espermatica

Semen fresco registré alta movilidad total (95,1 + 4,2 %),
compuesta por espermatozoides rdpidos (36,2 + 9,4 %) y
medios (39,2 + 8,3 %), con progresividad total de 55,1
12,2 %, velocidad curvilinea (81,4 £ 14,1 um/seg) y velocidad
en linea recta (54,2 + 12,6 pm/seg). En estas variables semen
fresco presentd diferencia significativa con respecto a los
resultados con semen descongelado (p <0,05) (Tabla 1).
Entre los tratamientos con semen descongelado, ETG 5 %
registré los mayores valores de espermatozoides rdpidos (1,2
+0,2 %), medios (4,4 + 2,3 %), progresividad total (2,7 + 1,6
%), VCL (24,3 + 2,7 pm/seg) y VSL (9,7 = 2,2 pm/seg) sin
observarse diferencia estadistica con relacién a ETG 10 % y
ETG 15% (p >0,05) (Tabla 1).

La mayor cantidad de espermatozoides lentos la registré el
semen crioconservado con ETG 5% (32,1 £ 7,1 %) sin obser-
varse diferencia significativa con ETG 10 % (28,6 + 7,2 %) (p
>0,05); mientras que los menores valores de esta variable se
estimaron en semen fresco (20,8 + 7,8 %)y ETG 15 % (21,8
+ 5 %). Por otra parte semen fresco presenté el menor por-
centaje de espermatozoides estdticos (3,8 + 4,2 %) presen-
tando diferencias estadisticas con respecto a los tratamientos
con semen descongelado (p <0,05), mientras que con semen
descongelado, el tratado con ETG 15 % (78,2 £ 4,6 %) reporté
el mayor porcentaje (Tabla 1).

Fertilidad y eclosion

La fertilidad del semen fresco se estimé en 69,4 + 19,8 %, ob-
servandose diferencia significativa con la obtenida con semen
descongelado (p <0,05). Entre los tratamientos con semen
descongelado los mayores valores de fertilidad fueron repor-
tados para ETG 5 % (48,1 £ 15,5%)y ETG 10 % (36,6 + 9 %)

Tabla 1. Caracteristicas seminales de semen fresco y descongelado de bagre blanco Sorubim cuspicaudus.

Caracteristicas Semen

ETG ETG ETG

Fresco

5% 10 % 15 %
Rapidos (%) 36,249 4° 12+0,2° 0,5+0,2" 0,020,0°
Medios (%) 39,2+8,3° 4,4+2 30 1,1£1,7° 0,5+0,4°
Lentos (%) 20,8+7.8b 3214715 T286x7.20 " 21,845.00
Estéticos (%) 3,8+4,2° 63,3+9,1° 7024880 782446
Movilidad total (%) 95,1+4,22 36,9+9,1°  32,0:8,8 25,1+4,6¢
Progresividad total (%) 55,1+12,.2° 2,7+1,6° 0,4+0,4° 0,4+0,4°
Velocidad curvilinea (pm/seg)  81,4+14,1* 24,3+2,7° 18,7+2,7° 18,1+1,5°
Velocidad lineal (pm/seg) 54,2+12,6 9,7+22b 5,4+1,4° 5,3+1,7°
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sin observarse diferencia estadistica entre estos valores (p
>0,05). El menor porcentaje de fertilidad (18,1 + 5 %) se
obtuvo con ETG 15 % (p <0,05) (Fig. 1).

La eclosién con semen fresco fue estimada en 51,8 + 21 %,
seguida de la obtenida con ETG 5 % (38,6 + 13,9 %) sin pre-
sentarse diferencia estadistica entre estos valores (p >0,05);
mientras que con ETG 15 % se registré el menor porcentaje
de eclosién (9,6 + 2,9 %) (p <0,05) (Fig. 2).
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% Fertilidad
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DISCUSION

Aunque la evaluacién de la movilidad espermdtica puede ser
un método efectivo en la evaluacién de semen fresco, no
siempre es efectivo para semen descongelado (Paniagua-
Chévez et al., 2001). Existen otros parametros que son
importantes en la determinacién de la calidad del semen
fresco como el tiempo de activacién y la concentracién es-
permadtica; variables que en muchas ocasiones no se reportan

Control ETG 5%

a
b
b
' c
10,0 +
0,0 T

ETG 10% ETG 15%

Figura 1. Valores promedio de fertilidad de bagre blanco Sorubim cuspicudus con semen fresco y crioconservado con etilenglicol (ETG). Letras diferentes

significan diferencia estadistica (p <0,05).
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Figura 2. Valores promedio de eclosién de bagre blanco con semen fresco y crioconservado con diferentes concentraciones etilenglicol (ETG). Letras

diferentes significan diferencia estadistica (p <0,05).
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o no se tienen en cuenta (Cuevas-Uribe y Tiersch, 2011). En
el presente estudio, el tiempo de activacién promedio para
semen fresco (35,8 £ 3,4 seg) se encontrd en el rango regis-
trado para bagre blanco (41-34 seg) por otros autores (Reza
y Salas, 2010; Espinosa, 2013) e incluso para otros pime-
l6didos como Pseudoplatystoma metaense (48,9 seg) (Ramirez-
Merlano et al., 2010).

La concentracién espermatica (14221,5x106+ 2761,5x10°
spz/ml) en el presente estudio, se encuentra dentro del rango
reportado para la especie (17861,5x10° a 24718x10° spz/ml)
(Araujo y Cordero, 2004; Reza y Salas, 2010; Espinosa,
2013). Sin embargo en otro siluriférmido como Silurus glanis
(Siluridae) se ha reportado concentracién espermdtica de
9390x10°8 spz/ml (Ogier de Baulny et al., 1999); la cual es
aproximadamente la mitad de la registrada para bagre blan-
co; diferencia que podria ser explicada por diferencias inter-
especificas asociadas a las estrategias reproductivas.

Los resultados del presente estudio, sugieren que el proceso
de crioconservacion y descongelacién ocasioné una disminu-
cién de la movilidad total asi como la reduccién de los esperma-
tozoides rapidos y medios con incremento de los espermato-
zoides estdticos comparado con los registros del semen fresco
(control). La movilidad total con semen fresco (95,1 + 4,2 %)
fue tres veces mayor a la obtenida con semen descongelado.
La movilidad total es una de las variables més afectadas en el
proceso de crioconservacién y descongelaciéon (Ogier de
Baulnyetal., 1999). En el presente estudio, con semen descon-
gelado la mayor movilidad total se obtuvo con ETG 5% (36,9
+ 9,1 %); mientras que el menor valor se obtuvo con ETG 15
% (25,1 £ 4,6 %) observandose una relacién inversa entre los
porcentajes movilidad y los niveles de inclusién de ETG, hecho
que podria estar ligado a los dafios ocasionados por el por-
centaje de inclusién del crioprotector y/o los dafios ocasiona-
dos por los procesos de congelacién y descongelacién en la
mitocondria. Segtin Ogier de Baulny et al. (1999), los pro-
cesos de congelacién y descongelaciéon producen disminu-
cién de la actividad mitocondrial y por tanto reduccién de
los niveles de ATP en la célula espermdtica. Martinez y Pardo-
Carrasco (2010) argumentaron que los dafios en el ADN,
bien sea el mitocondrial o especialmente el nuclear, por
efectos de la crioconservacién, podrian afectar la sintesis de
proteinas involucradas en la produccién energética celular
causando la disminucién de la movilidad espermatica, hecho
que podria explicar las pérdidas de movilidad en los trata-
mientos con semen crioconservado-descongelado en compa-
racién con semen fresco; sin embargo estos mismos autores
sefialaron que no estd completamente claro el mecanismo
por el cual la presencia de ciertos crioprotectores puede
afectar la movilidad en algunas especies de peces y en otras
mantenerla cercana a valores del semen fresco. Ademas, se
ha sugerido que aun conociéndose la efectividad del criopro-
tector en una especie de pez, la variacién en su concentracién
puede causar efectos téxicos que son inversos a los deseados
(Martinez y Pardo-Carrasco, 2010).
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Reza y Salas (2010) reportaron para bagre blanco movilidad
de 55,4 % utilizando como crioprotector DMA 8 %, valores
superiores a los encontrados en el presente estudio, mientras
que Espinosa (2013) para la misma especie registré
movilidad inferior a 30 % utilizando como crioprotector ETG
(6210 %).

En el presente estudio, el mayor porcentaje de espermato-
zoides rapidos y medios se observaron en semen fresco
(control); presentandose una reduccién de este tipo de es-
permatozoides, aproximadamente de 90 % en el semen des-
congelado; en el cual predominaron los espermatozoides
estaticos (mayor a 60 %). Un comportamiento similar al
registrado en la cantidad de espermatozoides rdpidos y
medios fue observado en la variable progresividad total; en
la cual el mayor registro para el semen descongelado se
obtuvo con ETG 5 % (2,7 £ 1,6 %); observdndose también
una reduccién de mas de 90 % con relacién a la progresividad
obtenida con semen fresco.

Con semen fresco la VSL (54,2 + 12,6 um/seg) y VCL (81,4
+ 14,1 ym/seg) estuvo por encima a los registros de semen
descongelado; el cual obtuvo las mayores velocidades lineales
(9,7 £ 2,2 pm/s) y curvilineas (24,3 + 2,7 pm/s) cuando se
utilizé ETG 5 %; es decir se presenté una reduccién de
aproximadamente de 75 % en la velocidad curvilinea y velo-
cidad lineal en comparacién con las velocidades obtenidas
con semen fresco. Esta reduccién a mds de la mitad en los
valores de velocidad, pudo haber sido ocasionada por los
dafos causados en el proceso de crioconservacién del
semen. Viveiros (2005) sostiene que los dafios ocasionados
por los efectos téxicos de los crioprotectores también pueden
variar entre una misma especie; ya que encontré diferencias
en la composicién del plasma seminal de bagres en cautiverio
en comparacién con los del medio natural.

Ogier de Baulny et al. (1999) reportaron pérdidas en las pro-
piedades seminales durante los procesos de crioconserva-
cién, siendo viables solo una pequena fraccién de las células
espermdticas, reduciendo la capacidad fertilizante de semen
descongelado. Li et al. (2008) afirmaron que las pérdidas
de velocidad (VCL y VSL) ocurridas luego de los procesos de
congelacién y descongelacién son causadas por dafios en la
integridad del ADN, hecho que es posible cuando la osmo-
laridad y la concentracién de los crioprotectores no son apro-
piadas. Para Clarias gariepinus se reportaron valores de velo-
cidad lineal de 38 pm/seg y curvilinea de 58 pm/seg para
semen fresco (Rurangwa et al., 2001), resultados ligeramente
menores que las reportadas en el presente estudio. Ramirez-
Merlano etal. (2011) para Pseudoplatystoma metaense reportaron
velocidades curvilinea y en linea recta de 8,4 + 3,2 pm/seg y
10,8 + 3,2 pm/seg respectivamente utilizando como criopro-
tector DMSO 10 %, y al igual que en presente estudio, una
reduccion significativa de las velocidades con relacién al semen
fresco. De igual forma Reza y Salas (2010) y Espinosa (2013)
registraron caidas de velocidad en una cuarta parte en com-
paracién al semen fresco utilizando DMA como crioprotector
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para semen de bagre blanco, comportamiento similar al
observado en el presente estudio.

La fertilidad con semen fresco (69,4 + 19,8 %) presenté
diferencia significativa (p <0,05) con la obtenida con semen
descongelado; pero con semen descongelado la mayor fer-
tilidad (48,1 £ 15,5 %) y eclosién (38,6 + 13,9 %) se registrd
con ETG 5 %; incluso la eclosién de este semen descongelado
no fue diferente a la obtenida con semen fresco (51,8 + 21
%). Estos resultados muestran que a medida que aument? el
porcentaje de inclusién del crioprotector disminuyé la ferti-
lidad y eclosién; lo cual permite sugerir que el uso de ETG en
porcentajes de inclusién superiores a 5 % disminuye la cali-
dad y capacidad fertilizante del semen de bagre blanco.
Ademds de acuerdo a los resultados obtenidos es posible
sugerir que los porcentajes de inclusién del crioprotector afec-
taron significativamente la fertilidad, es decir cada criopro-
tector a los distintos porcentajes de inclusién presenta un
desemperio diferente sobre las células esperméticas del bagre
blanco, destacdndose el uso de ETG a un porcentaje de in-
clusién del 5%, por el buen comportamiento en las variables
de desemperio reproductivo y regular desempefio en las va-
riables de calidad seminal evaluadas. Por otra parte el uso de
concentraciones de ETG del 10 y 15 % podrian ejercer un
efecto toxico sobre el espermatozoide en los distintos pasos
del proceso de crioconservacién es decir, durante la exposicién
a la solucién crioprotectora (precongelacién) y después de la
descongelacién del semen, causando pérdidas bruscas de
movilidad y capacidad fertilizante en el espermatozoide.
Reza y Salas (2010), utilizando DMA 8 % en bagre blanco,
obtuvieron porcentajes de fertilidad (17,8 + 8,3 %) inferiores
a los obtenidos en el presente estudio, de igual forma
Espinosa (2013) para la misma especie, utilizando como
crioprotector ETG 6 % y con una curva de descongelacién
mas rapida de 60°C por 45 seg report6 fertilidad de 16 + 3,1
%. La eclosién del semen crioconservado de bagre blanco con
crioprotectores como DMA (8 a 12 %), DMSO 10 % (Reza y
Salas, 2010), DMA (6 a 10 %), metanol (6 a 10 %) y ETG (6
a 10 %) (Espinosa, 2013) registraron porcentajes de eclosién
menores de 15 %; sin embargo en el presente estudio los
porcentajes de fertilidad y eclosién con ETG 5 % estuvieron
por encima de 35 %; lo cual se sugiere como consecuencia
del porcentaje de inclusién del crioprotector.

Woods et al. (2004) afirmaron que la descongelacién es un
punto importante en el proceso de criopreservacién y tam-
bién tiene efectos adversos, la recristalizacién del hielo al
momento de la descongelacién provoca efectos similares a
los de la congelacién. Por ello es importante establecer las
tasas de descongelacién adecuadas para reducir los dafios
en la célula espermdtica (Pegg, 2007).

Ramirez-Merlano etal. (2011) reportaron fertilidades mayo-
res a 60 % utilizando DMA 10 % evaluando dos curvas de
congelacién en la crioconservacién de semen de Pseudoplatystoma
metaense, indices superiores a los obtenidos en el presente
estudio en el cual se utilizé una curva de congelacién mas

lenta que la sugerida por estos autores. En las curvas de con-
gelacién lentas las células tienen mds tiempo para deshi-
dratarse antes de la congelacién; sin embargo, la exposicién
prolongada puede presentar un medio residual hiperosmé-
tico que puede influir en la viabilidad de la célula (Denniston
etal.,2011), hecho que también podria explicar la reduccién
de fertilidad del semen descongelado en comparacién con el
semen fresco.

Morris et al. (2012) sugirieron que los dafios ocasionados en
las células espermdticas se encuentran mucho maés relacio-
nados al desbalance osmético que ocurre durante el proceso
de descongelacién y no a la formacién de hielo intracelular,
causando dafos en la célula a nivel morfolégico (membrana)
y dafio a nivel de DNA por la alteracién del material genético
de la célula. En este tltimo caso aunque el espermatozoide
presente movimiento y pueda tener capacidad fertilizante el
embridn serd inviable.

CONCLUSIONES

Los resultados del presente estudio permiten concluir que para
la crioconservacién de semen de bagre blanco el uso de una
solucién compuesta por ETG 5 %, glucosa 6 %y leche en polvo
descremada 5 % es una alternativa viable para la crioconser-
vacién de semen de bagre blanco, con resultados similares de
fertilidad y eclosién a los obtenidos con semen fresco.
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