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Resumen

El uso de dimetilsulfoxido (DMSO), etilenglicol (ETG), propilenglicol (PPG) y metanol (MET)
para la crioconservacion de semen de yamiu (Brycon amazonicus - Spix & Agassiz 1829) fue evaluado
con el objetivo de determinar la calidad post-descongelacion y la fertilidad in vitro del semen. Para
este proposito, machos y hembras, sexualmente maduros fueron inducidos a la maduracion final de las
gonadas por medio de extracto de hipéfisis de carpa. El semen obtenido fue evaluado y diluido (1:4) en
una solucion a base de yema de huevo (12%) y glucosa (5.5%). Se utilizo cada crioprotector a
concentraciones de: 3.75, 5, 7.5, 10, 11.25 y 15% para un total de 24 tratamientos. El semen diluido fue
empacado en padjillas de 0.5 mL para ser congelado en vapores de nitrogeno liquido (NL) a -194 °C
durante 30 min y luego transferidas y almacenadas hasta por 10 dias en un termo de NL para su
evaluacion. Para las pruebas de fertilidad, las pajillas (n= 6) de cada uno de los tratamientos fueron
descongeladas a 35 °C por 60 seg y posteriormente evaluadas. Se encontro que los tratamientos
DMSO0-5%, ETG-3.75%, PPG-3.75% y MET-3.75% presentaron los mayores porcentajes de movilidad
(PM) y tiempos de activacion (TA), siendo DMSO-5% el mds alto (PM 76 + 2.4; TA 88.2 + 6.1). De otro
lado, los tratamientos PPG-3.75% y MET-3.75% mostraron los mayores porcentajes de fertilidad (50
+ 1.4 y 47.8 £ 1.4, respectivamente), pero fueron inferiores (p<0.05) cuando se compararon con el
semen fresco (64.7 = 1.7). En general se observo que a medida que aumento la concentracion del
crioprotector, la calidad seminal postdescongelacion disminuyd, sin observarse relacion directa entre
la movilidad espermadtica y la fertilidad.

Palabras clave: calidad seminal, crioprotector, espermatozoide, fertilizacion.

Introduccion

La acuicultura se presenta como una alternativa
de produccion en el sector pecuario, con excelentes
perspectivas para nuestro pais. Sin embargo, se hace
necesario desarrollar o adaptar tecnologias que
permitan optimizar los sistemas de produccion actuales,
principalmente de aquellos basados en especies icticas
nativas de alto potencial productivo. El yamu (Brycon
amazonicus - Spix & Agassiz 1829) es un caracido
nativo de la cuenca del rio Orinoco de Colombia y
Venezuela, omnivoro de crecimiento rapido y carne

de alta calidad y aceptacion comercial (1). Debido a
la estacionalidad reproductiva, al asincronismo en la
maduracion gonadal presentada por machos y hembras
y a la disminucion en la calidad seminal observada
dentro de la misma época reproductiva, se hace
necesario implementar estrategias como la
crioconservacion que permitan conservar los gametos
obtenidos durante la época de reproduccion, para
asegurar la oferta permanente de alevinos.

La crioconservacion es la rama de la criobiologia
por medio de la cual se espera prolongar
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indefinidamente el potencial total de vitalidad y las
funciones metabolicas normales de las células. Por
medio de este proceso se busca la estabilizacion de
las células a temperaturas criogénicas (-196° C), en
las que se detiene la actividad metabolica, permitiendo
su preservacion por periodos de tiempo indefinidos (10).
La crioconservacion del semen en peces constituye
una alternativa biotecnoldgica til para el almacenamiento
de gametos, facilitando la conservacion de especies en
peligro de extincion (2, 20, 24).

Durante el proceso de congelacion, las sustancias
crioprotectoras son esenciales para disminuir el dafio
espermatico ocasionado por el descenso de
temperatura, ya que estos remplazan el agua
intracelular durante la congelacion (16), permitiendo
que el fluido intracelular pueda ser superenfriado a
temperaturas entre -5 y -15 °C sin que ocurra la
formacion de cristales de hielo, debido a que estas
sustancias disminuyen el punto de congelacion por
medio de la reduccién en la interaccion entre las
moléculas de agua (23). Por su parte, la velocidad del
enfriamiento puede determinar un mayor o menor
efecto de la congelacion sobre la viabilidad
espermatica. En este sentido, la congelacion
intracelular es letal para la célula dependiendo
particularmente del tamafio y de la cantidad de cristales
de hielo formados en el citoplasma, ya que altas
velocidades de enfriamiento producen cristales
intracelulares pequefios que pueden llegar a ser
inocuos, pero éstos pueden unirse y crecer durante la
descongelacion por medio de un proceso denominado
recristalizacion (12, 15).

El grado de toxicidad del crioprotector y su velocidad
de difusion a través de la membrana plasmatica,
dependen de la temperatura a la cual son incorporados
a la solucion de semen y del tiempo de exposicion
celular. Esta difusion puede verse afectada por el
descenso de la temperatura, ya que durante este
proceso la membrana celular aumenta la proporcion
de colesterol con el proposito de lograr mayor
estabilidad mecénica; sin embargo, este aumento del
colesterol también disminuye la permeabilidad de la
membrana a pequefias moléculas, pudiendo afectar la
penetracion del crioprotector en la célula de una
manera efectiva (19).

En las ultimas décadas, varios procedimientos para
la crioconservacion de espermatozoides de diferentes
especies de peces han evaluado el uso de una amplia
variedad de sustancias crioprotectoras, utilizadas en
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diferentes concentraciones y protocolos de
congelacion, con resultados variables (3, 13, 17), lo
cual hace necesario la realizacion de mas estudios
para estandarizar un protocolo definitivo. A pesar
que en yamu han sido realizados algunos estudios
encaminados al conocimiento de la calidad seminal
y del efecto de algunas sustancias crioprotectoras
sobre la viabilidad espermatica (5, 6), aun es
necesario estandarizar un protocolo de
crioconservacion mas eficiente.

El objetivo del presente estudio fue evaluar la
utilizacion de 4 sustancias crioprotectoras (dimetilsulfoxido
- DMSO, etilenglicol - ETG, propilenglicol - PPG y
metanol - MET) para la crioconservacion de semen
de yamu, con base en su calidad postdescongelacion y
en pruebas de fertilidad in vitro.

Materiales y métodos
Localizacion y material bioldgico

El estudio fue realizado en la estacion piscicola
del Instituto de Acuicultura (IALL) de la Universidad
de los Llanos (UNILLANOS) en Villavicencio
(Meta), durante la época reproductiva del afio 2002
(marzo a mayo). Se utilizaron diez machos (peso
corporal 1482.5+211.8 gy longitud total 47.8 + 3.7
cm) de tres afos de edad y sexualmente maduros
(presencia de semen en la papila urogenital por
presion abdominal), obtenidos por reproduccion
artificial a partir de ejemplares criados y mantenidos
en cautiverio. Los peces fueron mantenidos en
estanques en tierra de 350 m?a una densidad de 1
animal por 2 m?, con recambio diario de agua del 5%
y alimentados una vez por dia, seis veces por semana,
arazon del 3% del peso vivo con alimento peletizado
del 25% de proteina bruta.

Obtencion del semen

Los animales fueron trasladados 24 h antes de la
extraccion del semen a piletas circulares de cemento
de 7 m?, ubicando tres animales por pileta, con
recambio de agua diario del 5% y sin alimentacion. La
espermiacion fue inducida por inyeccion de Extracto
de Hipofisis de Carpa (EHC, Stoller Fisheries, USA)
via intramuscular en una dosis total de 4 mg kg' de
peso vivo, administrada 18 h antes de la extraccion del
semen. Previo a la obtencion seminal, los animales
fueron tranquilizados por inmersion en una solucion de
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300 ppm de 2- fenoxietanol (Sigma Co, St Louis,
Missouri), durante 3 a 5 minutos. Inmediatamente
después de perdido el eje de nado, fueron extraidos y
secados en la region abdominal y aplicada una leve
presion para provocar la expulsion de orina, heces o
bilis, para reducir el riesgo de contaminacion del
material seminal. Posteriormente fue realizado un
masaje abdominal en sentido craneo caudal, con el fin
de producir la salida de semen, el cual fue colectado
individualmente en tubos de vidrio aforados estériles.
Las muestras contaminadas fueron descartadas.

Evaluacion seminal precongelacion

Inmediatamente después de colectada la muestra
fue registrado el volumen y el color; posteriormente la
muestra fue mantenida a temperatura ambiente
(24.5 °C) para la determinacion de la movilidad, tiempo
de activacion y concentracion espermatica. La
movilidad fue estimada subjetivamente bajo
microscopio optico (100X) después de la activacion
de una gota de semen (20 puL) con agua destilada
(180 uL) y expresada en porcentaje. El tiempo de
activacion fue medido inmediatamente después de la
activacion espermatica hasta la suspension del 95%
de movimientos y expresado en segundos. La
concentracion espermatica fue determinada por conteo
en camara de Neubauer con previa dilucion del semen
1:1200 con solucion salina fisioldgica (0.9% NaCl) y
expresada en millones de espermatozoides por mililitro.
Todas las evaluaciones fueron realizadas dentro de los
30 min siguientes a la coleccion del semen.

Diserio experimental

Se empleod un diseflo completamente al azar con
24 tratamientos, constituidos por los efectos de los 4
crioprotectores (DMSO, PPG, ETG y MET) y sus 6
concentraciones (3.75, 5,7.5,10,11.25 y 15%), sobre
la calidad espermatica y la capacidad de fertilizacion
in vitro posdescongelacion. Como control fue usado
semen fresco, utilizando un macho por réplica.

Dilucion y congelacion seminal

Unicamente muestras de semen con movilidad
superior al 80% fueron procesadas para congelacion.
Estas fueron diluidas en proporcion 1:3 con una
solucion a base de 12% (v:v) de yema de huevo y
5.5% (p:v) de glucosa, cada una conteniendo los
crioprotectores a las diferentes concentraciones
establecidas. Posteriormente el semen fue empacado
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en pajillas francesas de 0.5 mL (Instrument de
Médecine Vétérinaire, Minneapolis, USA)
previamente identificadas y selladas con polivinilo y
ubicadas en posicion vertical dentro de una canastilla
de acero inoxidable, la cual fue introducida en un
tanque seco de vapores de nitrogeno (Taylor-
Wharton, CP 100, Theodore, AL, USA). El descenso
de la temperatura fue monitoreado cada 30 segundos
durante 30 min (tiempo al cual alcanzdé una
temperatura de -194 °C), por medio de una
termocoupla digital (WBrand, USA, precision
0.001 °C) localizada en medio de las pajillas dentro
del tanque de congelacion. Inmediatamente después,
las pajillas fueron trasladadas a un termo de
almacenamiento sumergiéndolas en nitrégeno liquido
hasta su evaluacion. La curva de descenso de
temperatura fue realizada por triplicado.

Evaluacion postcongelacion y pruebas de
fertilidad

Diez dias después de la congelacion del semen,
seis pajillas fueron escogidas al azar por cada
tratamiento y descongeladas a 35 °C por 60 seg,
para evaluar la movilidad y el tiempo de activacion,
de igual forma como se hizo con semen fresco. La
activacion espermatica fue inducida con bicarbonato
de sodio (NaHCO,) al 1%, ya que esta solucion
prolongd la duraciéon de la movilidad de
espermatozoides descongelados (7). Para cada
crioprotector, el tratamiento que mostro los mayores
porcentajes de movilidad posdescongelacion fue
elegido para efectuar la prueba de fertilidad,
quedando en consecuencia un total de cuatro
tratamientos con seis repeticiones. Para este
proposito, los oocitos fueron obtenidos por induccion
hormonal con 5.75 mg kg! peso corporal de EHC,
divididas en tres inyecciones (0, 24 y 36 h) y
obtenidos 6 h después de la ultima aplicaciéon. La
prueba de fertilidad consistié en inseminar 3 g de
oocitos (ca. 3600), obtenidos de una misma hembra,
con 0.17 mL de semen fresco (control) 0 0.5 mL de
semen descongelado de cada uno de los tratamientos
seleccionados (n= 6). La cantidad de semen
descongelado, fue definida con base en la dilucion
a que fue sometido el semen antes de la congelacion
(1:3). Posteriormente los oocitos inseminados fueron
incubados en recipientes plasticos tipo funil de
2.0 L. La fertilidad fue evaluada 6 h postseminacion
y expresada en porcentaje, calculado a partir del
nimero de oocitos fertilizados (fase de cierre del
blastoporo) sobre un total de 100.



Rev Col Cienc Pec Vol. 19:2, 2006

Analisis estadistico

La informacién correspondiente a las
caracteristicas seminales pre y postdescongelacion
fue sometida a estadistica descriptiva. El efecto de
los crioprotectores y su concentracion sobre la
movilidad espermatica fue analizado a través de
analisis de varianza de una via (ANOVA) o por
medio de la prueba de Kruskal-Wallis, seguido de
la prueba de Tukey o Dunn. Diferencias estadisticas
entre los resultados de fertilidad en los tratamientos
seleccionados fueron obtenidas por ANOVA.
Valores de p<0.05 fueron considerados
significativos. Todos los analisis estadisticos fueron
realizados utilizando el software Instat version 2.01
(1990 - 1993).

Resultados

Las caracteristicas seminales correspondientes a
los 10 machos evaluados son mostradas en la tabla 1.
Para propdsitos de crioconservacion espermatica las
muestras obtenidas presentaron caracteristicas
aceptables y homogéneas, mostrando movilidades
espermaticas superiores al 90%.

Tabla 1. Caracteristicas de semen de yamu (Brycon amazonicus)
obtenido por induccién hormonal con EHC. Los valores mostrados
corresponden a la media + SEM (n=10).

Caracteristica seminal Valor
Volumen (mL) 10.6 £ 0.6
Color Blanco
Movilidad masal (%) 92+£1.0
Tiempo de activacion (seg) 40 £ 1
Concentr@ciér)1 espermatica

(sptzx 10 mL ) 7598 + 1322

Concentracién espermatica

(sptz x 10°kg peso’) 54600 + 10900

La curva de congelacion registrada bajo las
condiciones de congelacion utilizadas en este estudio
para todos los tratamientos fue de descenso rapido:
150 °C min' desde 24.3 °C hasta -51 °C; 60 °C min’!
desde -51 °C a -142 °C; 7.7 °C min™' desde -142 °C
hasta -169 °C y de 0.8 °C min!, desde -169 °C hasta
-194 °C (véase Figura 1). En general, para los 24
tratamientos estudiados, las concentraciones de 3.75
y 5% mostraron los valores mas altos de movilidad y
tiempo de activacion postdescongelacion, sin
presentar diferencias significativas entre ellas
(p>0.05), a excepcion del DMSO. Los mas bajos
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valores fueron observados con cada uno de los
crioprotectores a la concentracion de 15% (véase
Tabla 2). De los 24 tratamientos evaluados, solo el
que presentd la mejor movilidad espermatica
postdescongelacion dentro de cada crioprotector, fue
utilizado para las pruebas de fertilidad, con el objetivo
de poder establecer logisticamente un numero
representativo de réplicas con el desove de una
misma hembra. Los tratamientos seleccionados
fueron DMSO-5%, ETG-3.75%, PPG-3.75% y MET-
3.75% (véase Tabla 2).
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Figura 1. Curva de descenso rapido de temperatura registrada
durante la congelacién de semen de yamu (Brycon amazonicus).

El semen crioconservado con DMSO-5%
present6 los mayores porcentajes de movilidad
postdescongelacion y tiempo de activacion, con
respecto a los otros tres tratamientos seleccionados
(véase Tabla 2), sin embargo, sé6lo el porcentaje de
movilidad mostré diferencias significativas (p<0.05)
cuando se comparo con los dos tltimos (véase Tabla
2). El tratamiento con MET-3.75% present6 la mas
baja movilidad y tiempo de activacion dentro de los
cuatro tratamientos seleccionados para las pruebas
de fertilidad.

Con relacion a las pruebas de fertilidad, el semen
crioconservado con PPG-3.75% mostré mayor
porcentaje de fertilidad (50 = 1.4) cuando se
compard con DMSO-5%, ETG-3.75% y MET-
3.75% (19.5 £ 2.9, 41.8 + 2.4, 47.8 £ 1.4,
respectivamente), solo el tratamiento con DMSO-
5% fue significativamente inferior entre
tratamientos (p<0.05). En general, todos los
tratamientos presentaron un porcentaje de fertilidad
significativamente menor con respecto al semen
fresco (64.7 + 1.7) (véase Figura 2).
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Tabla 2. Caracteristicas seminales postdescongelacion. Los datos
son mostrados como media + SEM (n= 6 por crioprotector).

Crioprotector Concentracion Movilidad Tiempo de
(%) (%) Activacion (seg)
DMSO 3.75 60 + 6™ 76 + 4%
5 76 + gz 88+ 6
7.5 57 + 6:: 80 + 4°
10 33+ 43 f 82+5
11.25 48 + 5°° 8914‘";
15 2+1 ) 22 + 6°b
ETG 3.75¥ 68 + 2b“d 80 + 3‘"‘b
5 60 + 4 °f 80 + 5‘"‘b
7.5 42 + 2:_ 74 + 21
10 12+2" 5818“:
11.25 62 72152
15 1+ o.2b' 12+6
PPG 3.75% 62 + %d 84 + 41
5 58 + 4 df 80 + 5‘"‘b
75 47 + 3h 67 + 55‘b
10 19 + 3ghf 67 + 3‘"‘b
11.25 18 + 4ghf 62 + 55‘b
15 15123; 6415:
MET 3.75¥ 44 + 3 f 74 + 4°
5 38 + 8°° 83 + 8"‘b
7.5 7+ 2'” 67 + 9‘"‘b
10 13+3" 694;75‘bd
11.25 2+0.7 451133
15 2+1 16 + 10

¥ Tratamientos seleccionados para las pruebas de fertilidad, con base
en su mayor porcentaje de movilidad y tiempo de activacion

abedefghi Entre filas, valores con letras distintas presentan diferencias
significativas (p<0.05)
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Figura 2. Porcentajes de fertilidad para semen fresco (control) y
crioconservado de yamu (Brycon amazonicus). Los valores
corresponden a la media + SEM (n= 6, por tratamiento). Barras con letras
distintas presentan diferencias significativas (p<0.05).

Discusion

Uno de los factores para el éxito del proceso de
crioconservacion espermatica es seleccionar
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reproductores con capacidad de producir volimenes
adecuados de semen de alta calidad. Por lo tanto, la
evaluacion previa de la calidad seminal es un requisito
esencial para la eficiencia del proceso. En este
estudio, todas las muestras seminales recolectadas
fueron aptas para su crioconservacion, mostrando
un porcentaje de movilidad masal para semen fresco
similar al reportado por Cruz-Casallas et a/ (6) en la
misma especie (98 + 2%); sin embargo, el volumen
seminal registrado en este estudio fue superior y la
concentracion espermatica inferior a los valores
determinados por Cruz-Casallas ef al. (6) en semen
fresco de yamu (1.8 a 4.0 mL y 12.8 £ 1.1 x 10°
sptz/mL, respectivamente). En especies como
cachama blanca (Piaractus brachypomus) y barbilla
(Rhamdia sebae c.f), han sido encontradas
concentraciones espermaticas y movilidades mayores
a las encontradas en yamu (18, 22); requiriéndose
un mayor grado de dilucion en las muestras seminales
para congelacion.

En los 24 tratamientos evaluados se pudo
evidenciar que el aumento en la concentracion de
los crioprotectores ocasiond disminucion en los
porcentajes de movilidad masal y en el tiempo de
activacion postdescongelacion, siendo este descenso
mas evidente cuando se compar6 con los observados
en el semen fresco. La toxicidad de los
crioprotectores y su efecto sobre la disminucion de
la movilidad y del tiempo de activacion espermatico
ha sido relacionado con el estado bioenergético del
espermatozoide después del proceso de congelacion.
Crioprotectores como DMSO o glicerol pueden
interferir con el balance entre sintesis y utilizacion
de ATP, ocasionando una inapropiada activacion de
fosfolipasas y proteasas y un dafio celular irreversible
(11, 12). El aumento en la concentracion del
crioprotector podria agudizar este evento
disminuyendo asi la movilidad y el tiempo de
activacion espermatico.

La efectividad en la protecciéon de cada una de
las sustancias crioprotectoras esta ligada a su
capacidad de entrada y salida de la célula
espermatica en favor de su gradiante de
concentracion y la tasa de congelacion y
descongelacion utilizada durante el proceso (23). La
velocidad de difusion del crioprotector a través de la
membrana plasmatica, puede verse afectada también
por el aumento de la proporcion de colesterol en la
membrana durante el descenso de temperatura, ya
que al aumentar, para proporcionarle una mayor
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estabilidad mecanica, su permeabilidad a pequeas
moléculas disminuye, afectando asi la penetracion
del crioprotector a la célula (19). En este estudio,
todos los tratamientos fueron sometidos a iguales
condiciones de congelacién y descongelacion,
colocando quizas en desventaja a aquellos
espermatozoides en soluciones con mayor
concentracion de crioprotector, ocasionando tal vez
intoxicacion celular, debido a una ineficiente salida
del crioprotector del interior de la célula durante la
descongelacién o a procesos de desbalance
bioenergético como fue explicado anteriormente.

Los porcentajes de movilidad masal
postdescongelacion de los cuatro tratamientos
seleccionados fueron superiores a los reportados para
Sparus aurata (8) donde también fueron evaluados
DMSO, ETG y PPG como crioprotectores con 65,
50 y 50%, respectivamente. Trabajos realizados en
cachama blanca (18) muestran porcentajes de
movilidad inferiores para DMSO y ETG (55 y 37%)
y superiores para PPG y MET (64 y 47%) a
concentracion del 5%, siendo los tiempos de
activacion muy superiores (>100 seg) a los
encontrados para yamu en este trabajo. La
congelacion seminal de Cyprinus carpio utilizando
10% de DMSO permitié porcentajes de movilidad
de 69 £ 14 (14), siendo superior a los encontrados en
yamu con 10 6 3.75 % de DMSO (33 £4y 60 £ 6,
respectivamente). Estos resultados contrastantes
entre especies, pueden inferir que aun cuando las
condiciones de congelacion - descongelacion sean
similares en los diferentes estudios, el efecto del
crioprotector sobre la célula espermatica presenta
variacion inter e intra especies, no permitiendo
generalizar los protocolos.

Navarro et a/ (18) reportan la congelacion seminal
de cachama blanca utilizando como crioprotectores
DMSO-5%, ETG-5%, PPG-5% y MET-10%, los
porcentajes de fertilidad determinados fueron inferiores
a los encontrados en este estudio, a excepcion de
DMSO-5% en donde fue superior para esta especie
(25 £ 4%). Al comparar los resultados obtenidos en
los tratamientos seleccionados para movilidad masal y
porcentaje de fertilidad, se observa, que aquellos que
fueron superiores en movilidad (DMSO-5% y ETG-
3.75%) no presentaron los mayores porcentajes de
fertilidad. A diferencia, PPG-3.75% y MET-3.75%
alcanzaron fertilidades mas relacionadas con su
movilidad postdescongelacion (62 = 3 y 44 + 3%,
respectivamente). Aunque los tratamientos utilizados
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en las pruebas de fertilidad fueron seleccionados con
base en su calidad seminal postdescongelacion
(movilidad y tiempo de activacion espermatica), al
parecer en este estudio estas variables no mostraron
relacion directa con la fertilidad espermatica. Algunos
autores han observado relacion similar en especies
como Piaractus brachypomus (18), Exos
masquinungy (4) y Piaractus mesopotamicus (9)
entre otros.

Al parecer, el PPG y MET suelen ser menos
toxicos en unas especies que en otras y su efecto
puede ser atribuido a su capacidad de salir y entrar
mas rapidamente de la célula que otros crioprotectores
(21). No obstante, el hecho que espermatozoides con
baja movilidad postdescongelacion como en el caso
de PPG y MET (en nuestro estudio) puedan presentar
porcentajes de fertilidad altos ain no esta muy claro.
Ciereszko et al (4) en Muskellunge observo que solo
espermatozoides crioconservados con metanol
presentaban tiempos de activacion mayores a 35 seg
y que tratamientos con movilidad baja alcanzaban
altos porcentajes de fertilidad, proponiendo que quizas
la existencia de factores de activacién suministrados
por el oocito al momento de la fertilizacion podrian
mejorar la activacion de la movilidad espermatica.

En conclusion se determino que el semen de yamu
crioconservado con DMSO-5% presentd el mejor
porcentaje de movilidad y tiempo de activacion, siendo
PPG-3.75% y MET-3.75% los que alcanzaron las
mayores tasas de fertilidad. Se observé de igual
manera, que al aumentar la concentracion del
crioprotector en el diluyente la calidad seminal
postdescongelacion disminuye significativamente, no
existiendo relacion directa entre la movilidad
espermatica observada y la fertilidad. Finalmente, se
recomienda evaluar nuevamente estos crioprotectores
bajo diferentes condiciones de congelacion y
descongelacion con el objetivo de determinar su
eficiencia real durante el proceso de crioconservacion
y ajustar un protocolo definitivo para la especie.
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Summary

Evaluation of different cryoprotectors for cryopreservation of yamu (Brycon amazonicus)
spermatozoa

The effect of dimethyl sulphoxide (DMSO), ethylene glycol (ETG), propylene glycol (PPG) and
methanol (MET) in yamu (Brycon amazonicus — Spix & Agassiz, 1829) semen cryopreservation
was evaluated with the aim of determining the post-thawing quality and in vitro fertility. For this
purpose, sexually mature yamu females and males were induced to promote ovulation and
spermation with carp pituitary extract. The semen obtained was evaluated and diluted 1:4 in a
solution with 12% egg yolk and 5.5% glucose. Different concentrations (3.75, 5, 7.5, 10, 11.25 and
15%) for each one of the 4 cryoprotectants were used for a total of 24 treatments. The diluted semen
was frozen into 0.5 mL straws by liquid nitrogen vapours (LN) during 30 minutes and then transferred
to a container with LN until be assayed. The straws (n= 6) corresponding to each treatment were
thawed at 35 °C for 60 seconds and evaluated to select the best concentration for each cryoprotector
for the fertility test. 5% DMSO, 3.75% ETG, 3.75% PPG and 3.75% MET treatments presented the
highest motility percentages (MP) and activation time (AT) being 5% DMSO the best (MP 76 + 2.4;
AT 88.2 £ 6.1). On the other hand, 3.75% PPG and 3.75% MET treatments showed the highest
fertility percentages (50 = 1.4 and 47.8 = 1.4, respectively); however, these percentages were
significantly lower (p<0.05) than these obtained with fresh semen (64.7 £ 1.7). In general, it was
observed that the increase in the cryoprotector concentration decreased semen quality post-thawing,
and there was not direct relationship between sperm motility and fertility.

Key words: cryoprotectant, fertilization, seminal quality, spermatozoa
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