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Resumen

La crioconservacion es una herramienta importante para el almacenamiento de gametos por tiempo
indefinido, especialmente de especies con habitats y poblaciones amenazadas. En peces, es ademds
una alternativa para optimizar los procesos reproductivos en cautiverio de especies con maduracion
gonadal asincronica y ciclos reproductivos estacionales como el yamii (Brycon amazonicus - Spix &
Agassiz 1829), un caracido distribuido en las cuencas de los rios Amazonas, Orinoco y Essequibo. Este
reporte presenta el protocolo para la crioconservacion de semen en esta especie, obtenido después de
evaluar diferentes sustancias crioprotectoras, curvas de congelacion y volumenes de empaque. Su
eficiencia ha sido demostrada en varios experimentos a nivel de laboratorio y de granjas comerciales,
lograndose tasas de fertilidad cercanas a aquellas con semen fresco, constituyéndose en una importante
herramienta metodologica para la crioconservacion seminal de la especie.
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Introduccion

El yama (Brycon amazonicus - Spix & Agassiz
1829) es un carécido distribuido en las cuencas de los
rios Amazonas, Orinoco y Essequibo (13), que por sus
habitos alimenticios omnivoros, crecimiento rapido y
alta calidad y aceptacion comercial de su carne, se ha
convertido en una especie de excelentes condiciones
para cultivo (1). Posee un ciclo reproductivo estacional,
que se extiende desde Febrero a Mayo, coincidiendo
con la época de lluvias (2), lo cual limita a este periodo
la produccion de alevinos y la investigacion en varios
aspectos de su biologia y fisiologia reproductiva.

Producto de las investigaciones realizadas en esta
especie por el Instituto de Acuicultura de la
Universidad de los Llanos, particularmente sobre su
biologia y desempefio reproductivo, se ha desarrollado
un paquete tecnologico que permite actualmente su

reproduccion artificial en cautiverio y su cultivo a escala
comercial. Sin embargo, debido a su estacionalidad
reproductiva, al asincronismo en la maduracion gonadal
presentada entre machos y hembras y a la baja calidad
seminal al inicio y final de la estacion reproductiva (2), es
necesario implementar estrategias que permitan disponer
permanentemente de gametos potencialmente fértiles
para el proceso de fertilizacion artificial. Por lo tanto, la
crioconservacion seminal se convierte en una herramienta
biotecnologica util para afrontar esta situacion en la
especie, ya que este método de conservacion de gametos,
que utiliza temperaturas criogénicas (-196°C), prolonga
indefinidamente la vitalidad de los espermatozoides y las
funciones metabdlicas necesarias para los procesos de
activacion espermatica y fertilizacion (10).

El almacenamiento de gametos por periodos
prolongados de tiempo es util como método para la
conservacion de especies de peces, especialmente de
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aquellas en peligro de extincion, ya que permite el
establecimiento de bancos genéticos (3, 16, 17). Varios
procedimientos para la crioconservacion de
espermatozoides han sido desarrollados durante los
ultimos 20 afios (5, 7, 9); sin embargo, los resultados
alin muestran gran variacion entre especies en los
porcentajes de fertilidad, creando la necesidad de
ajustar dichos protocolos para cada una de ellas.

En yamt, la evaluacion de diluyentes basados
principalmente en yema de huevo y crioprotectores
como dimetilsulféxido, metanol, propilenglicol y
etilenglicol, junto con el estudio de diferentes
velocidades de congelacion (4, 7), ha permitido ajustar
un protocolo para la crioconservacion de semen de la
especie, que ha mostrado ser eficiente de acuerdo con
las tasas de fertilidad observadas en los ensayos a nivel
de laboratorio y de granjas comerciales.

El objetivo de este reporte es divulgar un manual
de procedimientos estandarizado para la congelacion
de semen de yamu, facilitando el uso de esta
biotecnologia, tanto por investigadores como por
productores de alevinos de la especie.

Procedimientos
Seleccion de machos para obtencion de semen.

Para la obtenciéon del semen pueden
preseleccionarse individuos a partir de dos afios de
edad. Para este proposito, durante la época
reproductiva de la especie (febrero-mayo), los animales
deben ser revisados peridodicamente con el fin de
identificar aquellos que presenten semen en la papila
urogenital después de un suave masaje abdominal en
sentido craneo-caudal. La presencia de semen indica
que el macho ha alcanzado la madurez gonadal y por
lo tanto, puede ser sometido al tratamiento hormonal
para inducir la espermiacion (2).

Los animales preseleccionados son llevados a
estanques pequefios o piletas de manejo, donde son
identificados por medio de dispositivos de colores
(chaquiras o hilos) instalados en la aleta caudal.
Posteriormente se determina su peso corporal, la
longitud total y se realiza la estimacion indirecta de la
concentracion espermatica por medio del
espermatocrito, procedimiento descrito mas adelante
en el aparte sobre evaluacion macroscopica del semen.
Se deben seleccionar animales con espermatocrito mayor
de 12%, que luego son sometidos al tratamiento hormonal
para lamaduracion final de las gonadas y la espermiacion,
utilizando una tinica inyeccion intramuscular de extracto
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de hipofisis de carpa (EHC), equivalente a 4 mg/kg de
peso corporal (véase Figura 1). La hormona se diluye en
solucion salina fisioldgica, hasta un volumen suficiente
para administrar entre 0.5 y 1.0 mL por animal.

Obtencion del semen

El semen se obtiene 18 a 20 horas después de la
inyeccion del EHC. Los reproductores son previamente
tranquilizados por inmersion durante 3 a 5 minutos en
una solucion de 2-fenoxietanol (300 ppm, Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO, USA). Cuando los
animales pierden el eje de nado, son retirados
inmediatamente de la solucion anestésica y las aletas
y el abdomen secados cuidadosamente para evitar el
contacto del semen con agua durante su obtencion, ya
que ésta activa la movilidad de los espermatozoides.
De igual manera, debe realizarse una suave presion
sobre la papila urogenital, con el objetivo de eliminar
restos de agua, orina o heces. El semen es obtenido
mediante masaje abdominal en sentido craneo-caudal,
colectandolo directamente en un tubo de vidrio o de
plastico de 15 mL, aforado, estéril y seco (véase Figura
1). El masaje es suspendido cuando hay evidencia de
contaminantes en el semen tales como sangre, bilis,
orina, heces o agua. En todos los casos, muestras
contaminadas no deben procesarse, ya que estas
sustancias disminuyen la calidad seminal (8).

Figura 1. Obtencién de semen de yamu (Brycon amazonicus)
para crioconservacion. A. induccién hormonal con EHC via IM para
maduracion final de las génadas. B. tranquilizacién por inmersién en 300
ppm de 2-fenoxietanol, obsérvese la pérdida del eje de nado como indicador
del estado de tranquilizacién. C. manipulacién del animal tranquilizado. D.
secado de la regién abdominal, aletas y papila urogenital previo a la obtencién
del semen. E. obtencién del semen por estrujamiento en sentido craneo-
caudal y recoleccién en tubos estériles aforados.
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Evaluacion del semen precongelacion

Inmediatamente después de colectada la muestra
se realiza la evaluacion seminal, con el fin de conocer
la calidad del semen precongelacion, la cual sirve como
referencia para evaluar el resultado del proceso. Este
procedimiento consta de una evaluacion macroscopica
y microscopica y debe hacerse dentro de los 30 minutos
siguientes a la obtencion de la muestra.

Evaluacion macroscopica

Volumen seminal. Se determina directamente en
el tubo aforado de recoleccion y se expresa en mL.
Con base en el volumen de semen recolectado se
calcula la cantidad de diluyente a ser adicionado.

Color. Se registra para evidenciar la posible
presencia de sustancias contaminantes, siendo blanco
puro o marfil el color de una muestra ideal (6).

Evaluadas las variables anteriores, la muestra debe
ser mantenida a temperatura ambiente (28 £ 1°C) por
no mas de 30 minutos tiempo durante el cual debe
realizarse la evaluacion microscopica.

Evaluacion microscopica

Concentracion espermdtica. Determina el
numero de células espermaticas por unidad de
volumen y se expresa en millones de
espermatozoides por UL. Para este propdsito se utiliza
el método del hemocitémetro, el cual consiste en diluir
una muestra de semen en una proporcion 1:1200 con
solucion salina fisiologica (NaCl 0.9%). Una vez
diluido el semen, se realiza el conteo individual de
los espermatozoides en una camara contadora de
particulas (Neubauer o Makler). El conteo debe
realizarse por duplicado, no permitiéndose una
diferencia mayor del 10% entre las dos lecturas;
cuando esto ocurre debe repetirse el procedimiento.

Movilidad masal y tiempo de activacion. Para
determinar la movilidad masal se utiliza una ld&mina
excavada (1.0 a 1.2 mm de profundidad, Premiere,
China) o portaobjetos, sobre la cual se coloca una gota
de semen (20 uL). La movilidad espermatica es
activada con 180 puL de bicarbonato de sodio
(NaHCO,) al 1%. Las muestras se observan en un
microscopio optico (10X) y se expresa en porcentaje.
Las muestras aptas para congelacion deben presentar
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movilidad masal superior a 80%. El tiempo de
activacion espermatica se mide con un cronémetro,
registrando el tiempo (seg) transcurrido desde la
adicion de la solucion de NaHCO, hasta el cese
completo de los movimientos espermaticos.

Espermatocrito. Evalua la proporcion de células
espermaticas con relacion al plasma seminal. Para este
fin, un microcapilar de 75 mm de longitud y 1.1 mm de
didmetro interno, se llena aproximadamente en un 90%
con semen y se sella uno de sus extremos con plastilina.
Posteriormente se centrifuga a 14000 g durante 5
minutos e inmediatamente después se mide la altura
del paquete celular (columna blanca) y se calcula su
proporcion (en porcentaje) con relacion a la altura total
de la columna de semen.

Congelacion del semen

El semen puede ser procesado individualmente
o mezclando muestras provenientes de varios
machos de calidad espermatica similar. En este
ultimo caso se recomienda determinar nuevamente
el nimero de espermatozoides por UL, con el fin de
conocer la concentracion final del material seminal
a congelar.

Preparacion del diluyente. El diluyente 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 dimetilsulféoxido (DMSO, Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO, USA). Este diluyente
se incorpora eficazmente con el semen y no induce la
movilidad espermatica (7).

Para la preparacion del diluyente, primero se debe
mezclar la glucosa con aproximadamente el 60% del
agua destilada, previamente calentada a 37°C y luego
se adiciona el volumen total de DMSO. Para la
obtencion de la yema, el huevo de gallina debe ser
previamente lavado y desinfectado con alcohol; luego
se rompe y su contenido se coloca sobre un papel
adsorbente para separar la yema de la clara y la
membrana vitelina, ya que éstas son toxicas para los
espermatozoides. La yema debe incorporarse
inmediatamente antes de la utilizacion del diluyente
y cuando la reaccion exotérmica del DMSO con el
agua haya terminado. Finalmente, se adiciona la
cantidad suficiente de agua destilada para completar
el volumen de diluyente deseado. Es recomendable
no almacenar diluyente, ya que se favorece la
proliferacion bacteriana.
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Empacado y congelacion

Semen y diluyente se mezclan a temperatura
ambiente (28 + 1°C) en proporcioén 1:4 (una parte
de semen mas tres partes de diluyente), la cual ha
sido la mas apropiada de acuerdo con la
concentracion espermatica promedio de la especie
(6, 7). Inmediatamente después se empaca en
pajillas de 4.0 mL (Minitub, Abfiil - und Labortechnik
GmbH & Co., KG), las cuales deben sellarse en
sus extremos con polivinilo y algodén o con esferas
de acero inoxidable.

Para la congelacion, las pajillas deben colocarse en
posicion vertical en un soporte construido con polimero
de PVC y aluminio (véase Figura 2), disefiado segin
la longitud de las pajillas y la altura del termo de
congelacion. Una vez dispuestas las pajillas en el
soporte, se introducen en un termo seco de vapores
de nitrégeno liquido (Taylor-Wharton, CP 100,
Theodore, AL, USA) durante 30 minutos, el cual
permite una tasa de enfriamiento rapido (27.3°C/min
desde 28 a -20°C, 29.9°C/min desde -20 a -100°C,
5.5°C/min desde -100 a -196°C). Alcanzada la
temperatura de crioconservacion de -196 °C (30
minutos después de la introduccion de las pajillas en
vapores de nitrégeno), las pajillas deben ser trasladadas
rapidamente a un termo de almacenamiento (Taylor-
Wharton HC 35, Theodore, AL, USA), sumergiéndolas
directamente en el nitrogeno liquido, alli tedricamente
pueden permanecer por tiempo indefinido.

Descongelacion del semen

Las pajillas congeladas y conservadas en nitrégeno
liquido, deben ser descongeladas por inmersion directa
en bafio de agua a 35°C durante 90 seg. Para este
propésito, un bafio maria o un recipiente artesanal, debe
prepararse previamente con agua a dicha temperatura,
con el objetivo de que el intervalo entre el retiro de la
pajilla del nitrégeno liquido y la inmersion en el bafio
de descongelacion, sea lo mas corto posible (<5 seg).
Este sistema ofrece una tasa de descongelacion rapida
(388°C/min desde -196 a 0°C y de 19.1°C/min desde 0
a35°C), la cual es adecuada cuando se ha utilizado un
método de congelacion rapido, evitando de esta forma
procesos de recristalizacion celular, que pueden generar
dafio en la membrana plasmatica y muerte espermatica
(11, 14). Una vez el semen es descongelado, la pajilla
es abierta en uno de sus extremos y el semen vertido
en un tubo de vidrio estéril. Previo a la seminacion de
los oocitos, debe verificarse que el semen al
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descongelarse no se haya activado, verificando la
ausencia de movilidad espermatica observando una gota
de semen bajo el microscopio optico (10X). La figura
3 muestra de manera resumida los pasos generales
llevados a cabo para la congelacion y descongelacion
seminal en yamu.

Figura 2. Soporte de polimero de PVC y aluminio, utilizado para la
congelacién seminal en yamu (Brycon amazonicus). Las pajillas
son ubicadas de forma vertical. Nétese la sonda de la termocoupla insertada
en una de las pajillas para evaluar el descenso de temperatura durante la
congelacion

Consideracion final

Los diferentes ensayos sobre crioconservacion
seminal en peces (15), muestran que los protocolos
de congelacion son en su mayoria complejos y
utilizan reactivos o materias primas costosas o de
dificil adquisicion y preparacion y, ain cuando
muchos de estos protocolos pueden estar ofreciendo
altos niveles de eficiencia en una especie ictica
determinada, su aplicacion en granjas comerciales
es limitada. El protocolo de congelacion para semen
de yamu anteriormente expuesto sintetiza de una
manera sencilla los procedimientos para la
congelacion seminal en esta especie, permitiendo
que cualquier profesional del area acuicola, pueda
extrapolarlos y obtener resultados satisfactorios,
facilitando la optimizacion de los procesos rutinarios
de fertilizacion artificial del yam y por consiguiente
disminuyendo la extraccion de reproductores
silvestres.
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Figura 3. Diagrama de flujo del proceso general de crioconservacion de semen de yamu (Brycon amazonicus).
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Summary
Protocol for cryopreservation of yamu (Brycon amazonicus) semen

Cryopreservation is an important tool for gametes storage during indefinite time, especially in
species whose habitat and population are endangered. This is an alternative to optimize the breeding
process in captive fish, especially in species with a gonadal maturation asynchronous and seasonal
reproductive cycle like yamu (Brycon amazonicus - Spix & Agassiz 1829), a characidae fish
distributed in Amazon, Orinoco and Essequibo river basins. This report presents the protocol for
semen cryopreservation in this species, it was obtained after the evaluation of different
cryoprotectants, freezing curves and packaging volume. The efficient of this protocol has been
demonstrated in several laboratory and fish farm experiments, with similar fertility rates to obtained
with fresh sperm, being an important methodological tool for seminal cryopreservation in yamii.

Key words: cryopreservation, fertility, semen, tropical fish, yamu.
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