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RESUMEN

Debido a la sobreexplotacion del lenguado de California {Paralichthys californicus} en
su forma silvestre, se han reporiado reducciones en las poblaciones superiores a 80%
en las costas de Baja California. Este organismo es considerado como un recurso
pesquerc de gran importancia biolégica y econdmica en las costas del Pacifico
mexicano y del sur de Califarnia en los Estados Unidos. Por su funcién bioldgica vy el
impacto econémico es considerado un producto altaments rentable. En esie contexto,
el desarrollo de un protocolo de almacenamiento a corto vy largo plazo del esperma del
lenguado de California, resulta impertante porque es una herramienia para el
mejoramiento genélico, mediante programas de cruzas selectivas, produccion de
hibridos. La criopreservacion también puede ayudar en la reduccién de los costos de
mantenimiento de reproductores, en la sincronizacién y repeticion de los desoves, en el
manejo de muestras de un lugar a otro y la posibilidad de conservar el material
genético en los bancos de germoplasma. En este trabajo, antes de realizar los
experimentos a corto y largo plazo, se evalud la solucion fisioldgica oplima para
mantener viable el esperma y se encontrdé gue la solucion de Richardson a 300
mOsm/kg permanecié inmovil el esperma. Se realizd el aimacenamiento del esperma a
corto plazo fue suspendid en la solucidn de Richardson (300 mOsm/kg) y se guardd a
4°C hasta por 4 dlas. Se encontrd que el esperma de lenguado puede ser almacenado
en esia condicion hasta por dos dias con buen porcentaje de motilidad (65 £ 5%) e
integndad de membrana (80 t+ 6%). Para la criopreservacion se realizaron varios
experimentos preliminares. Finalmente, se escogio el siguiente protocolo: el esperma
se suspendid en la solucidn fisioldgica de Richardson (300 mOsm/kg) que contenia
10% G o 10% DMSO. Postenormente, se procedid a llenar los popotes franceses (0.25
ml) los cuales fueron inmediatamente enfriados en una caja de unice! (poliestireno
expandido), gue contenia nitrégeno liguido (N2L). Las muestras se colocaron sobre una
malla de plastico a 6 cm de la superficie de N,L por 10 minutos, postenormente
descendid ta malla a 1 cm sobre la superficie de NzL por 5 minutos, inmediatamente se
sumergieron las muestras en Nz:L vy se depositaron en el tangue de almacenamiento (a
una temperatura de -196°C) por una semana. La descongelacion se realizd a 37°C por
3 segundos. Los parametros monitoreados fueron la motilidad vy la integridad de la
membrana. Se encontré que el mayor porcentaje de motilidad se obtuvo en los
organismos aclimatados en el laboratorio (43 = 14%) vy la mejor integridad de
membrana (54 £ 12%) fue obtenido cuando las muestras se congelaron con 10% G.

Palabras claves: Almacenamiento a corto plazo, Criopreservacion, Esperma, Lenguado

de California, Paralichthys californicus.



Abstract

The overexploitation of the California halibut {Paralichthys californicus) in the wild, have
reported reductions in pepulations of more than 80% on the coast of Baja California.
The California halibut is regarded as a fishing resource of great biological and economic
importance in the Mexican Pacific coast and southern California in the United States.
The development of prolocols for short and long-term storage of sperm of California
halibut can help in genetic improvement programs such as cross breeding and
production of hybrids. Also, it can help 1o reduce cost of broodstock management and
in other reproduction procedures such as spawning synchronization, sample
transportation. The storage of halibut sperm can help greatly in programs related to
banking genetic resources. In this work, before short and long-term storage, optimum
physiological solutions were determined. Were evalualed the optimal physiological
solution to maintain viable sperm and found that the Richardson solution to 300
mQOsm/kg remained immotile sperm. For short-term storage, sperm was suspended in
Richardson solution {300 mOsmol/kg) and stored at 4°C for 4 days. It was found that
the halibut sperm can be stored for 2 days with good percentage of motility (65 £ 5%)
and membrane integrity {80 £ 6%). For long-term storage, different preliminary protocols
were performed. The best protocol to cryopresesved California halibut sperm was as
followed: the sperm was suspended in Richardson solution {300 mOsmolikg) that
contained 10% G or 10% DMSQ. After suspension, the sperm was placed in (.25 ml
French straws and cooled immediately in a Styrofoam box (polystyrene), first
equilibrated for 10 min at § crn above the liquid nitrogen surface approximately -18G°C,
and then equilibrated for 5 min on the surface of liquid nitrogen, and finally plunged into
liquid nitrogen). Then, the samples were storage in liquid nitrogen {-196°C) for a week.
The samples were thawed in a water bath (37°C) for 3 seconds. Motility and membrane
integrity was recorded after and before cryopreservation. The high motility (43 t 14%)
and membrane integrity (54 + 12%) was found when sperm was cryopreserved with
10% G.

Key words: Short term, cryopreservation, sperm, California halibut, Parafichthys

californicus.



1. INTRODUCCION

La acuicuitura es uno de los principales proveedores de pescado y marisco en los
mercados mundiales. A nivel mundial la acuicultura ha crecido anualmente en 7%
superando cualguier otro sector de produccion de alimentos de corigen animal y se
estima que seguird creciendo segun aumenten los ingresos economicos y el
crecimiento urbano mundial {SOF!A-FAD, 2008).

La acuicultura representa una fuente adicional de proteina, contribuye a la seguridad
alimentaria, a la generacion de divisas, al fomento del desarrollo regional, a la creacion
de nuevas fuentes de empleo y a la reduccion de la presion sobre los recursos
nafurales, particularmente en &reas costeras (SOFIA-FAO, 2008 Las exportaciones de
pescado para consumc humano se han incrementado en un 57% desde 1996. En el
ano 2006, las exportaciones mundiales de pescado y producltos pesgueros alcanzaron
los 85,900 millones de délaras vy para el 2007 el crecimiento fue de 92,000 millones de
dolares. Hay una tendencia positiva para el comercio de pescado a largo plazo, debido
a que cada vez es mas frecuente que la produccidon de los paises desarrollados y en

vias de desarrollo llegue al mercado internacional (SOFA-FAQ, 2008).

En lo que corresponde a la produccién a nivel mundial de peces planos, se reportd en
2002 una produccion de 35,513 tonetadas que mostrd un notable incremento en 2004
de 109,342 toneladas (SOFIA-FAQ, 2006). En Mexico hay poca informacion acerca de
las capturas del lenguado de California. Los reportes existentes mencionan que a
mediados de los noventa, hubo reducciones supariores a 80% en las capturas totales
multiespeclficas (Citharichthys sordidus, C. stigmaeus, C. xanthostigma, Hippoglossina
stomata, Paralichthys californicus, Hypsopsetla gutiulata y Parophrys velulus) de
languados en las coslas de Baja Califormia (Secretaria de Desarrollo Econémico, S.F.).
Sin embargo en Estados Unidos, en la regién de California, los registros existentes
desde 1916 son mas precisos e incluyen las capluras que las flotas estadounidenses
realizaban en aguas mexicanas durante el periodo de 1916 a 1967 (ish y Stroman,
2006) (Figura 1).



El volumen de las capturas en California ha disminuido con el paso de los afios de una
produccién de 2.13 millones de kg (4.7 millones de libras) en 1919 a una produccién
aproximada de 43,000 TM {1 milldon de libras) a partir de 1995. Desde entonces, la

produccién se ha mantenido constante {Ish y Stroman, 2006).

Desembarques comerciales del lenguado de Callfornia. 1916-2001

T T T T

AR
=t e

1910 1920 1930 1840 1950 1960 1970 1980 195¢ 2000

Millones de fibras desembarcadas

~— Deaguas mexicanas — Total en California l

Figura 1. Desembarques anuales (libras) de la pesca comercial del lenguado de California, Paraiichthys
californicus, de 1916 al 2001 {Tomado y modificado de Ish y Stroman, 2006}.

En general, a lo largo del tiempo se han registrado fluctuaciones y descensos
importantes en las capturas del lenguado de Califernia, lo gue probablemente se puede
deber a las presiones de pesca con fines recreativos y comerciales, a la degradacion
del habitat por efecto antropogénico y al descenocimiento de la dindmica poblacional
del lenguado (Plummer et al., 1983; Caddell et a/., 1990). Ademas, no son claras las
evaluaciones de degradacién e impacto ambiental o la presidn de la pesca scbre la

abundancia de los lenguados (Ish y Stroman, 2006).

Una alternativa para aumentar {a produccion de juveniles en los cultivos de lenguado es
la criopreservacion de esperma, ya que se podria incrementar la dispenibilidad de

esperma de calidad por tiempo indefinido (Blaxter ef al., 1953).



La criopreservacion consiste en congelar ceélulas, fsjidos u otro material bioldgico a
temperaturas muy bajas (=79°C a —196°C) manteniéndelos genéticamente estables y

metabdlicamente inertes.

Antes de que se lleve a cabeo la congelacion, convencionalmente se le afadan
criopraotectores a la solucién fisialégica en la que se suspenden las células, porque
ayudan a conservar su integridad (Denniston et al.,, 2000). ComUnmente se utilizan
crioprotectores que penetran a través de la membrana como el glicerol, DMSO,
metanol y n, n-dimetil acetamida, en diferentes concentraciones y tiempos de equilibric,
que es tiempo de exposicidén de las células en los crioprotectores (Suquet et al,, 2000;
Yace et al., 2000; Dreanno et al., 1998; Richardson ef al., 1999).

Cuande las células se exponen a temperaluras inferiores a 0°C, el modo en que
recuperan el equilibrlo depende del ritmo de enfriamiento y de su permeabilidad al
agua. Si la tasa de enfriamiento es lenta o si la permeabilidad al agua es elevada, las
células se equilibran por la transferencia del agua intracelular hacia el hielo externo, se
equilibran por deshidratacion; pero si son enfriadas rapidamente o si su permeabilidad
al agua es baja, éstas se van a equilibrar, en parte, por congelacién intracelular (Mazur,
1970).

La presencia de hielo extracelular, aunque puede deformar las células, no causa
ruptura de la membrana plasmatica ni tampoco dafios irreversibles. Por el contrario, la
formacién intracelular de cristales de hielo provaca lesion y muerte de la célula
(Bromage y Roberts, 1995). Dado que la formacién de hielo intracelular es dependiente
del ritmo de congelacién y descongelacion, el estricto control de 1a tasa de descenso y
aumenio de la temperatura puede minimizar las lesiones celulares causadas por el
hielo intracelular. Sin embargo, si e! ritmo de congelacién es extremamente rapido el
hielo intracelular esta constituido por microcristales de hielo que al descongelar las

celulas se unen entre si y forman cristales de mayor tamario (Mazur, 1984).



En general, en las especies de agua dulce, aproximadamente entre el 40 y el 90% de
los espermatozoides se dafian después de la criopreservacién, mientras que para las
especies marinas sdlo entre el 10 y el 20% de los espermatozoides se darfian (Tiersch y
Mazik,. 2003; Kopeika et al., 2007). Es probablemente gue la diferencia entre estos dos
grupos sea el resultado de la evolucidn de sus propiedades celulares, desarrolladas
bajo la presiébn de su entorno de nicho. Una posible explicacion es que los
espermatozoides de las especies marinas no son dafados por el aumento de la
osmolaridad y lo pueden tolerar faciimente durante ef tratamiento con los
crioprotectores y la criopreservacién. Mientras que el esperma de los peces de agua
dulce no estén adaptados al aumanto de la osmolaridad y por lo tanto el estrés al qua
estan sujetos durante el equilibrio de los crioprotectoras y |a criopreservacion ocasiona
dafios (Kopeika et af., 2007). Se ha reportado después del descongelamiento una alta
varlabiiidad entre especies de peces y entre organismos dentro de la misma especie
(Babiak et al., 1997).

Hasta la fecha, se han desarrollado protocolos de criopreservacion en atrededor de 200
teledsteos (Suquet et al,, 2000}, de los cuales 32 son para especies mannas (Tiersch,
2000, Ritar y Campet, 2000). En las que se incluye algunas especies de lenguados
como el lenguado del Japén Parafichthys olivaceus (Zhang et al., 2003), el lenguado
manchado Verasper variegatus (Tian et al., 2008), el lenguado de Brasil Paralichthys
orbignyanus (Lanes et al., 2008) y el lenguado del Atlantico Hippoglossus hippoglosuus
L {Babiak et al, 2008). Sin embargo, los protocolos de criopreservacién varian con
cada especie y actualmente no se dispone de un protocolo especifico para la
criopreservacidn del lenguado de California. Por lo que es importante desarroiiar estos

protocolos para disponer de esperma de lenguado de California a corto y largo plazo.



2. Planteamiento del problema y justificacion:

El lenguado de California es un recurso aprovechado por la pesca deportiva vy
comercial de los Estados Unidos y México. Esta es la especie mas importante para el
Pacifico mexicanc {Gadomski ef a/., 1990; Hammann y Ramirez, 1990). Su carne es
muy apreciada por los restaurantes gourmets debido a su textura y sabor (Biennial
Report, 2004); ademas, conliene proteinas y lipidos de gran calidad. En En Ensenada,
B. C., el kilogramo de lenguado oscila entre 5 y 10 dolares (Com. Per. Vendedores det
mercado negro, Ensenada). Mientras que en el comercio internacional su precio fluctua
entre 10 y 30 ddlares, dependiendo de la presentacién y de la épcca del afo
{Cervantes-Trujano et af., 2002). El lenguado de California es también un excelente
candidato para cultivo porque cuando son adultos, se mantienen en el fondo del lecho
marino o de los tanques, 10 que les permite tener una alta tasa de conversion de
alimento. Otra caracter(stica ventajosa es que son muy toleranies a allas densidades

en los cultivos (Biennial Report, 2004).

A pesar de las ventajas que confiere este pez, en México, las capturas de lenguado
han disminuido en 33% en {os Ultimos diez afios (Secretaria de Desamollc Econdmico,
S.F.). En Estados Unidos, para controlar esta disminucion, se ha reglamentado la talla
minima de captura que es de 2 kg y 56 cm {Ish y Stroman, 2006). Sin embargo, an
Mexico no hay ningudn tipo de restriccion que proteja la pesqueria multiespecifica de 1os

peces planos,

Aclualmente, |a disponibilidad de gametos para realizar sl cultivo de ssta especie esta
sujeta a su ciclo reproductivo natural que es de febrerc a agosto con un pico
reproductivo en mayo (Allen, 1990). Una opcién para obtener gametos, es la extraccion

de organismcs maduros del medio natural ¢ del cultive en cautiverio.



Una alternativa para obtener juveniles del lenguado (semilla) en cualguier epoca de ario
es el incorporar la criopreservacion como una herramienta para disponer de esperma
de calidad en cualguier temporada del afio, lo que a su vez contribuira a lograr avances
en el campo de la produccién y de la investigacién, ya que se podrian efectuar
programas de seleccidn genética que faciliten asi la conservacion de la variabilidad
genética en las paoblaciones cultivadas (Herzka ef al., 2003). También se facilitaria el

transportarte del esperma a nivel nacional e internacional (Suguet et al., 2000},

Para gue se dé la incorporacion de sstas tecnolegias en el secter acuicola se deben
optimizar los protocalos a fin de de que se obtengan tasas de scbrevivencia adecuadas
y un desarrollo normal de las larvas, en comoaracién con las cbtenidas en los sistemas

intensivos y en caso de ser necesario, contribuir al repoblamiento del lenguaco.

Si se lograra incorporar esta tecnologia en la produccién y reproduccién del lenguado,
los costos de operacién se reducirian, 10 que resultaria en un impacto positivo y diracto
en el sector acuicola y en la generacion de nuevoes empleos guea beneficien a la region
de Baja California y a otros estados de la Republica Mexicana, generando mayores
inversiones en el sector productivo. Asimismo, contribuiria a disminuir el impacto de la

extraccién de estos corganismos de su ambiente natural.

3. HIPOTESIS

o Una vez encontrados los parametros Optimos (la solucion fisiclégica, el tipo y
concentracidon del crioprotector, la tasa de congelacion y la tasa de
descongelacion) se conseguird criopreservar el esperma de lenguado de
California.



4, OBJETIVOS DEL PROYECTO

Objetivos Generales:

o Conservar el esperma de lenguado de California a corto plazo para la

fertilizacion artificial,

o Criopreservar el esperma del lenguado de California para tener disponibilidad de

este recurso genético durante todo el ano.

Objetivos particulares;

o Definir la solucidn fisiologica éptima para mantener viable el esperma del

lenguado de California P. californicus.

o Conocer el liempo maximo de almacenamiento para el esperma del lenguado de

California P. californicus a corto plazo.

o Evaluar el efecto citotdxico de dos crioprotectantes (glicerol, DMSQ) en tres
concentraciones diferenies (6%, 10%, 15%) sobre el esperma del lenguade de

California £. californicus.

o Establecer un protocolo dptimo para la criopreservacion de esperma de

lenguado de California P. californicus.



5. Antecedentes

5.1. Informacién general del lenguado de California

Desde el punto de vista taxondmico, los peces planos se han agrupado en el orden
Pleuronectiformes. Se reconocen 15 familias, con 121 géneros y 716 especies
(Munroe, 2005). La familia Paralichthydae cuenta con 11 géneros y 95 especies, entre

las qus se ubica el lenguado de California, Paralichthys californicus.

Los peces planos (Pieuronectiformes) se distribuyen a nivel mundial y toleran amplios
intervalos ambientales, desde habitats dulceacuicolas, estuarinos y en los bordes

continentales de todos los océanos (Munroe, 2005).

E! lenguado de California Paralichthtys califomicus se distribuye en el Pacifico oriental,
desde Bahia Magdalena, Baja California, hasta el Rio Quillayute en Washington (Kukas
y Hassler, 1986).
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Figura 2. Distribucion del languado Paralichthys californicus (Tomade y modificado de Kukas y Hass!er,
1986).




Las principales zonas de desove para el lenguado de California son desconocidas. En
primavera, '0s lenguados emigran de las aguas relativamente profundas en alta mar a
las aguas costeras someras (Kukas y Hassler, 1986). Los desoves se dan de febrero a
julio (Ginsburg, 1952} a una profundidad de 5 a 18 m (Young, 1960) y |a fertilizacion de
los 6vulos es externa. Después del desove el adulto regresa a profundidades entre 40 y
100 m (Ginsburg, 1952).

En la primera etapa de vida, antes de la metamorfosis, los lenguados son muy similares
al resto de los teledsteos en el tamafo y en las caracteristicas anatdmicas. El
desarrollo de los peces planos incluye una metamorfosis singular con caracteristicas
morfologicas y fisiologicas asociadas con migracidén del ojo, la rotacién de algunos
organos a 90°, la postura y pigmentacién asimétrica. Estas larvas tienen cambios de
comportamiento asociados con la transicion de la vida pelagica a la bentonica (Gishert
et al., 2002).

La mayoria de las hembras se encuentran sexualmente maduras a los 430 mm de
longitud fotal (Frey, 1971) y a la edad de 2 a 3 afios {Ish y Stroman, 2006), mientras
gue tos machos maduran cuando tienen una longitud total de 230 mm o cuando tienen
de 4 a 5 afios de edad (Figura 3). Todos los organismos estan maduros a los 7 afios de
edad (Ish y Stroman, 2006). Allen, (1930) reportd que el lenguado de California tlega a

vivir hasta 30 arfios, alcanzando una longitud de total 152 cm y un peso de 33 kg.

Figura 3. Adulto macho det languado de Califomia Paralichthys californicus de ~ 30 cm,
11



5.2. Criopreservacion de esperma de peces marinos

Se ha documentado la criopreservacion del esperma de al menos 200 especies de
peces (Suquet st al., 2000). El primer reporte de criopreservacion fue hecho en el
arenque (Blaxter, 1953), conforme se expande el cultivo de peces mannos se ha
incrementado el conocimiento de la biologia del esperma y con ello una creciente
necesidad de aplicar fos profocolos de criopreservacion del material genetico para

aumentar la disponibilidad de gametos mas tiempo (Billard ef al., 1995).

He y Woods Il (2004) en la lobina estriada (Morone saxalilis) encontraron que la
membrana plasmatica intacta y la funcion mitocondnal son atributos importantes en la
capacidad de fecundacion en esta especie. También investigaron el efecto de estos
parametros a diferentes concentraciones de DMSO (2.5, 5 o 10%), hallando que la

funcién mitocondrial decrecid (P<0.05) con el incremento del DMSO.

Jodun et al. (2006} criopreservaron esperma de salmén (Salmon salar) incorporando
yema de huevo en metanol al 10% en el diluyente para obtener una proteccidn
adicional durante los procescs de descongelacion, y observaron un incremento en la

tasa de sobrevivencia de 72.9% a 83.5%.

Wayman et al. (1998) criopreservaron esperma de la curvina (Scraenops ocelfatus L)y
observaron que no hay diferencias significativas en la motilidad después de la
descongelacion, cuando utilizaron diferentes concentraciones de DMSO. Las
temperaturas de congelacién-descongetacion son especificas, aunque la curvina tiene
con un amplio intervalo de tolerancia, ya que no se encontrd un efecto significativo en

la motilidad.



5.3. Criopreservacion del esperma en las especies del orden pleurcnectiformes

(peces planos)

Pullin {1972}, criopreservé esperma de Pleuronectes plaleas, empled una temperatura
de congelamiento de -79 y -196 °C. La motilidad fue de 39% y la media de fertilizacion
fue de 20%, mientras que para el esperma frasco la motilidad fue de 41% y la media de
fertilizacion fue de 25%.

Richardson et al. (1999) no encontraron diferencias significativas entre la tasa de
eclosidn cuando utilizaron esperma fresco de lenguado cola amarilla Pleuronectes

ferrugineus en comparacion con el esperma criopreservado en popotes de 1.7 ml,

Rideout ef al. {2003) diluyeron el esperma de Pseudopleuronectes americanus en
solucidn fisioldgica en una proporcién 1:3, lo combinaron con diferentes crioprotectoras
y encontraron que la mejor combinacién fue con glicol propileno, ya que se cbservd una
alta motilidad del esperma descongelado, en contraste con las muesiras de esperma
gue confenian DMSO vy glicerol. Por otra parte, también realizaron pruebas con dos
diluyenies (base sucrosa y base salina) y con fres crioprotectores, la mejor
combinacion fue obtenida con DMSO base sucrosa, mientras que enire las otras
combinaciones no encontraron diferencias en !a molilidad después de Ia

descongelacién,

Zhang et al. (2003) criopreservaron espemma del lenguado japonés, Paralichthys
olivaceus, en los cricprotectores DMSO, Glicerol (G) y metancl, en concentracicnes de
12% y obtuvieron los mejores resultados con 12% de G, ya que se cuantificaron las

mejores tasas de fecundacion 48.18 £ 25.7.

Lanes ef al. (2008) evaluaron la eficiencia de dos diferentes criosoluciones para
criopreservar esperma del lenguado de Brasil, Paralichthys orbignyanus y después de
descongelar el esperma cuanltificaron altos porcentajes de espermatozoides vives en la
muestras con glicerol-salinc. Ademas de una correlacion positiva entra el esparma motil

y el porcentaje de esperma vivo.



Tian et al (2008), criopreservaron esperma del lenguado manchado, Verasper
variegatus, utilizando la solucién fisiolagica TS-2 con 13.3 % de DMSO y TS-2 con
13.3% de glicol propileno. No encontraron diferencias significativas entre el esperma
fresco y el descongelado, los porcenlejes de fertilizacion y de eclosiéon fueron

34.52 £ 10.92 y 23.53 £ 11.80 respectivamente.

6. METODOLOGIA

6.1. Obtencién de los organismos

La presente investigacion se realizé en dos pericdos, de mayo a julic de 2008 y de
mayo a julic de 2009, en el Deparlamento de Acuicultura del Centro de Investigacién

Cientifica y de Educacidn Superior de Ensenada (CICESE).

Los experimentos se llevaron a cabo con organismos del medio natural y organismos
aclimatados previamente en el laboratorio de Reproduccidn de Peces Marinos.
Mientras gue ef procesamiento de las muestras se efectud en el Banco de

Gemmoplasma de Especies Acualicas.

Las muestras de esperma se obtuvieron de organismos capturados por pesacadores
riverefios en el Ejido Erendira y de organismos previamente recolectados y aclimatados
en el laboratorio de Cultivo de Peces Marinos del CICESE. El procesamiento de las

muestras se efectud en el Banco de Germoplasma de Especies Acudticas.

Los organismos del medio natural fueron capturados con redes agalleras con una luz
de malla de 8 pulgadas en el gjido Erendira, B.C. (31° 16' 24.6" N y 116° 22' 43.8" W).
Para la colecta de los organismos los pescadores tendieron [as redes un dia antes de
ser extraidos y transportados al laboratono de Reproduccién de Peces Mannos, en el
CICESE. Una vez que los organismos llegaron a la playa se procedid a medirlos y

valorar sus condiciones de salud y fueron seleccionados los organismos que
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prosentaban las mejores condiciones. Para el transporte, los organismos se colocaron
en un estanque de 1000 ! que contenla 250 | de agua de mar y aireacion.

Posteriormente se obiuvo la muesira de esparma coma se describe en el apartado 6.2,

Los organismos aclimatados en el laboraloria, primero se capturaron con redes de
prueba para camardn, en el estero de Punta Banda (31° 41' 44,91" N y 116° 37' 39.65
“W), posteriarmente fueron transportados (en un tangue de 500 | provisto de oxigeno)
al laboratorio de Reproduccion de Peces Marinos del CICESE. Se mantuvieron un afto
en el sistema de recirculacion de 17600 |, a una temperatura promedio de 20°C, la
concentracion de oxigeno disuelto en el agua fue de 8 mg/t y salinidad de 34 %.. Se
alimentaron cada tras dlas con una racion equivalente al 1% de su masa corporal, se
utilizé alimento para el trucha (steel head, Silver Cup) con 45% de proteinas y 16 % de
lipidos. Se procedit a realizar la obtencion de la muesira como se describe en el punto
6.2.

6.2. Obtencién de la muestra espermatica del lenguado de California

La muestra de esperma se obtuvo por presion abdominal, para evitar la cantaminacian
con orina o heces, la regidn abdominal y el poro genital de los arganismas fueron
secada con papel absorbente y algodén (Apéndice B, PEC-1). Posteriormente se aplico
presion abdominal e inmediatamente el esperma fue aspirado con una jeringa de 3 mly

se almacend a 4°C, para ser ulilizado posteriormente.,

6.3. Medicion de la densidad espermatica

Para realizar la medicion de la densidad celular se suspendié el esperma en fa salucion
de Richardson 300 mOsm/kg en una praporcion 1:1000 volumen:volumen vy se realizo
un conteo en una camara de Neubauer con un micrascapio Nikan, Eclipse 80- con un

aumento de 400X, Los conteos se realizaran por duplicado.
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6.4. Evaluacién de la calidad del esperma

La motilidad del esperma se definié como el porcentaje de espermatozoides que se

desplazan activamente hacia adelante.

La viabilidad espermatica se definid como el porcentaje de células que tenian la
membrana citoplasmatica integra. Para realizar esta evaluacién, se ulilizo el kit de
tincion fluorescente dual LIVE/DEAD® (Molecular Probes, USA). Se tomé una alicuota
de cada tratamiento y se aforé a 500 pl. Posteriormente se le anadio 2.5 pl de SYBR 14
(concentracion final de 10 nM)} y se incubd por 10 min en la oscuridad. Después se le
agregd 2.5 yl de yoduro de propidio (concentracion final de 12 uM) y se dejd incubar
por otros 10 min en la oscuridad. Se tomé una allcuota de 10 pl y se colocd en un
portachjeto e inmediatamente se cubrié con un cubreobjetos para ser observada en el
microscopic de fluorescencia. Las observaciones s$e realizaron con un aumento de
1000X, con ayuda de un microscopio de epifluorescencia (Nikon eclipse 80-i) equipado
con una lampara de mercurio de alfa presion (modelo LH-M100C-1) y un filtro de
excitacion de 450-480 nm. Se tomaron fotografias de las muestras con una camara
digital (EVOLUTION® VF, Media Cybemetics). Se contaron por duplicado 100 células
por organismo para evaluar el porcentaje de células viables (las células con la
membrana citoplasmatica intacta seran tefiidas de verde por el colorante SYBR 14) y
células no viables (las células con la membrana citoplasmatica rota seran teriidas de
rojo por el colorante yoduro de propidio). El principio de ia tincidon se describe en el
Apéndice B, PEO-7.

6.5. Experimento 1: Seleccion de la mejor solucién desactivadora de la motilidad

del esperma del lenguado de Californis

Para definir la mejor solucién desactivadora, se utilizaron las soluciones propuestas por
Richardson et al., 1999 y Zhang et al, 2003. Las soluciones se prepararon a diez
osmolaridades (100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 800 y 1000 mOsmol/kg). La
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osmolaridad de las soluciones fue valorada con un osmoémetro de presion de vapor
(Wescor 5500). Cada medicion se realizo per duplicado. Las solucionas fueron guardas

a 4°C antes de ser utilizadas en los experimentos. (Apéndice B, PEQ-2).

La movilidad del esperma se registro en muestras de esperma sin suspender (control},
en muestras suspendidas en las solucicnes desactivadoras y en muestras reactivadas
con la solucién activadora (agua de mar filtrada 1000 mQOsmol/kg, 35 %.). La motilidad
se evalub de la siguiente manera: en un portachjeto se colocarcn 2 pl de esperma
fresco y se mezclaron con 4 pl de una de las soluciones desactivadoras.
Inmediatamente se observo en el microscopio la aclividad. Después se agregaron 8 pl
de agua de mar filirada para actlivar la movilidad del esperma. Este procedimiento se
repilid con tedas las soluciones y se eligid la solucion gue maniuvo al esperma
desactivado, pero que al ser reactivado con agua de mar se observara motilidades
> 50%.

6.6. Experimento 2: Almacenamiento del esperma del lenguado de California a

corto plazo

El esperma fue colocado en una solucion desactivadora (1:2) y se almacend a 4°C
dentro de tubos de 1.5 ml por 4 dias. La motilidad se evalud en dias alternos tomando
una alicuota con 0.5 ul de esperma y 10 ul de agua de mar. La viabilidad del esperma
se evaluod siguiendo los procedimientos descritos en 7.4 (Apéndice B, PEQ-3). Cada

medicién se realizd por duplicado.

6.7. Experimento 3: Evaluacion de la citotoxicidad de los crioprotectores en el
esperma de lenguado de California

Para definir et mejor crioprotector, se seleccionaron dos reactivos: sulféxido de metilo
{DMSQ) y glicerol (G) en tres concentracicnes diferentes (5, 10 y 15%). Previc al

experimento, seé prepararon los crioprotectores en una solucion desactivadora elegida
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previamente en el expermento anterior (Apéndice B, PEO-4). Las soluciones
crioprotectoras se guardaron en un refrigerador a 4° C antes de ser utilizadas en los

expenmenios,

Uno de los principales problemas para evalué la citotoxicidad de los crioprotectores en
el esperma de lenguado de California, es que todas las soluciones crioprotectoras
alcanzaron > 1000 mOsmol/kg lo cual activa el esperma y no permite evaluar el efecto
citotoxico de éstos en la motilidad inicial. De tal manera que para valorar e! efecto de
los cricprotectores en la molilidad del esperma, se decidid encontrar el tiempo en que el
esperma, ya activade por el cnoprotector, pierde ef 50% de su actividad. Previc a la
experimentacién, se evalud el tiempo que tarda el esperma fresco en perder motilidad

cuando esle es activado con agua de mar.

De tal manera que para los experimentos, el esperma se suspendio en cada uno de las
scoluciones crioprotectoras y se tomd una alicuota (10 pl) de ¢ada tratamienic para ser
observada en el microscopic Niken, Eclipse 80-i con un aumento de 400X
Inmediatamente, se procedid a evaluar la motilidad inicial (motilidad del esparma al
momento de habserse agregado la solucion crioprotectora) y el liempo en sl que
esperma activado pierde el 50% de su motilidad inicial. La viabilidad del esperma se
evalud siguiendo los procedimientos descritos anteriormente y en el Apéndice B, PEO-

3. Cada medicion se realizo por duplicado.

6.8. Experimento 4: Criopreservacion del esperma de lenguado de California

Inicialmente de empled el protocolo propuesto por Zhang st al. {2003) con algunas
modificaciones. Se suspendié el esperma en ta solucidn fisioldgica de Zhang valerada a
900 mOsm/kg ¢ 100 mOsm/kg. Para ambas soluciones se emplearon ambos
crioprotectores 10% G y 10% DMSO enfriadas previamente a 4° C, Posteriormente los
popotes franceses se llenaron con 0.25 ml y se incubaron por 10 minutos e
inmediatamente se realizd e! congelamiento en el tanque de almacenamiento de

nitrégeno liquido (Taylor-Wharten, HC-35) a una temperatura de -15, -40, -80, -110 y
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-160°C manteniéndoles per 2 min en cada temperatura. Posteriormente se sumergieron
en nitrégeno liquido {NoL -196°C). Las muestras fueron almacenadas por 2 semanas a
-196°C. Transcurrido este periodo la descongelacion se realizé a 35°C por 30 sy a
28°C por 16 s,

El segundo protocolo que se empled fue el propussto por Lanes et al. {2008) con
algunas modificaciones. Primeramente, se suspendid el esperma en la solucion
fisioldgica de Richardson preparada y valorada a 900 mOsm/kg ¢ 100 mOsm/k. Para
ambas soluciones se emplearon los cricprotectores 10% G y 10% DMSO enfriados
previamente a 4°C. Posteriormente se llenaron los popotes franceses con 0.25 ml &
inmediatamente se procedid a realizar la congelacion en una cdmara manual {caja de
poliestireno). La caja contenia N;L en su intenor, y las muestras se cofocaron a 6 cm
sobre la superficie de NzL por 10 minutos y posteriormente las muestras fueron
colocadas a 1 ¢cm sobre la superficie de N;L manteniéndolos por 5 minulos. Después
las muestras fueron sumergidas inmediatamente en NoL para finalmente depositarlas
en el tanque de almacenamiento (Taylor-Wharton, HC-35} por 2 semanas a -196°C. La
descongelacién de las muesiras se realizo a 37°C por 30 s (Apéndice B, PEO-6).

Se utilizé un tercer protocolo para la congelacion. El esperma se suspendio en la
solucidn fisiologica de Richardson, preparada y valorada a 300 mOsm/kg y con los
crioprotectores 10% G y DMSQ. Postericrmente, se procedié a llenar los popotes
franceses con 0.25 ml y sin tiempo de equilibric, usando el métode de los tres pasos
{Apéndice B, PEO-5), propuesto per Chen ef al., 2004. La congelacion de las muastras
se llevo a cabo en una caja de poliestireno (29.5 x 20 x 19 cm). La caja se llend con 7.5
cm de nitrégeno liquido (N»L) vy los popotes se colocaron sobre una maila de plastico a
6 cm de la superficie de N.L por 10 minutos {aproximadamente -180°C) y fueron
enfriadas con el vapor de NpL (Figura 4). Posteriormente la malla se colocd a 1 cm
sobre la superficie de NpL por 5 minutos vy finalmente se sumergieron en NoL. Después
de & minutos de mantener las muestras en N;L, los popotes fueron colocados en
contenedores plasticos e insertados en cafias, para finalmente depositarlos en el

tanque de almacenamiento (-196°C) {Taylor-Wharton medelo HC-35) por un periodo
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aproximado de 1 semana. Los popotes se descongelaron sumergiéndolos en un bafo
de agua a 37°C por 3 segundos o hasta ver que los cristales de hielo desaparecieron
(Apéndice B, PEC-6).

Muastras

Malla de plastico

Flgura 4. Congelacién del esperma de lenguado en una caja de poliestirenc expandidc (camara
manual}.

Se registre la motiidad del esperma sin suspender (control) y las muestras
descongeladas, de la siguiente manera en un portaobjetos se colocd 0.5 pl de esperma
y 10 ul de agua de mar. Inmediatamente se observé en el microscopio Niken, Eclipse
80-i con un aumento de 400X para ver el porcentaje de asperma activado. La integridad
de la membrana del esperma congelado y descongelado se evalud siguiendo los

procedimientos descritos en 6.4. Cada medicién se realizd por duplicado.

6.9. Andalisis de datos

Los datos porcentuales obtenidos para todos los experimentos fueron normalizados
utilizando la transformacion arcoseno de la raiz cuadrada de la proporcion {Zar, 1996).
Posteriormente se realizaren pruebas de normalidad y hemoscedasticidad utiizande el

paquete estadistico Statistica 8 (Statsoft, 2007), y una vez cumplidos estos supuestos,
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se realizd el analisis de varianza correspondiente (p £ 0.05). Postenormente, para
detectar diferencias significativas entre los tratamientos se efectud la prueba de

comparacion de medias de Tukey HSD (a = 0.05}.

Sin embargo para la variable independiente del tiempo en que decrecio la motilidad en
un 50%, no se realizd la transformacién de los datos, ya que 10s resultados se dan en
segundos y no en proporcibn. Una vez cumplidos los supuestos de normalidad vy

homocedasticidad se realizé el analisis de varianza correspondiente (p < 0.05}).

6.9.1. Experimento 1: Seleccion de la mejor solucién desactivadora de la

motilidad del esperma del lenguado de California

Para definir la mejor solucién desactivadora, se realizd un analisis de varianza de dos
vias, en donde la variable independiente fue las soluciones fisiolégicas (Zhang vy
Richardson) con once niveles (0, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900 y 1000
mOsm/kg), y la variable dependiente fue la motilidad. Para detectar diferencias
significativas se utilizd la prueba a posteriori de Tukey HSD (a = 0.05). Estos analisis se
efectuaron cuando el esperma se suspendi® en las soluciones desactivadoras vy

posteriormente que el esperma fue resuspendido en agua de mar.

6.9.2. Expertmento 2. Almacaenamiento del esperma del lenguado de California a

corto plazo

Se realizd un andlisis de varianza de tres vias, en donde las variables independierites

fueron el lugar de procedencia, los dias de almacenamiento y las diluciones, mieniras



que la variable dependiente fue la motilidad. Para el analisis estadistico de la viabilidad

se consideraron las mismas variables independientes.

6.9.3. Experimento 3. Evaluacién de la citotoxicidad de los crioprotectores en el

esperma de lenguado de California

Se realizd un andlisis de varianza de dos vias; en donde las variables independientes
fueron los crioprotectores y las concentraciones de las crioprotectares mientras que [a
variable dependiente fue la motilidad. Para el analisis estadistico del tiempo en que

decracid la motilidad en un 50% se consideraron las mismas vanables independientes.

6.9.4. Experimento 4. Criopreservacién del esperma de lenguado de California

Se realizé un analisis de vananza de dos vias; en donde las variables independientes
fueron el lugar de procedencia y los crioprotectores. Mientras que la variabte
dependiente fue la motilidad. Para el andlisis estadistico de ia viabilidad se
consideraron las mismas variables independientes.

7. RESULTADOS

7.1. Medicion de la densidad espermatica

Se obtuvo de 100 a 1700 pl de esperma del lenguado por muesira con una

concentracién del semen de 8 X 10° a 20 x 10%espermatozoides/m!.



7.2. Experimento 1. Seleccién de la mejor solucién desactivadora de la motilidad

del esperma del lenguado de California

No se encontraron diferencias significativas enire los porcentajes de desactivacién del
esperma del lenguado de California con las soluciones de Zhang o Richardson a
300 mOsm/kg (P > 0.05). El esperma suspendido en las concentracionas de 100 a 300
mOsm/kg se mantuvo 100% desactivado {Figura 5). Las conceniraciones > 300
mOsm/kg provocaron la aclivacién de los espermatozoides en una relacion creciente
con respecto al incremento en la concentracién osmotica, aunque esta relacién no fue

proporcional. Los espermatozoides activados se movieron vigorosamente.
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Flgura 5. Porcentaje de motilidad promedio del esparma de lenguade de California después de la
exposicidn a las scluciones fisiolégicas de Zhang o Richardsaon, preparadas a diferentes concentraciones
osméticas. El control representa esperma concentrado no activo. n = 3. Las lineas verticales Indican la
desviacion estandar. Letras iguales significa que no hubo diferencias significativas entre los {ratamientos
(P > 0.05).

23



La motilidad fue activada al momento de resuspender el esperma en agua de mar
(Figura 6). El esperma suspendido en las soluciones fisiologicas a 100 mOsmol/kg tuvo
las mas bajas motilidades (< 20%) al momento de ser reactivados. No se encontraron
diferencias significativas {P > 0.05) en la motilidad del esperma suspendido en la
solucién de Znang o Richardson (300 mOsm/kg) despuds de haberlo activado con agua
de mar. Por lo que para los siguientes experimenios se ufilizo la solucion de

Richardson a 300 mQOsm/kg.
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Flgura 6. Porcentaje de motilidad prornedio del esperma de lenguado de California, después de [a
reactivacién con agua de mar filtrada. n = 3, Las lineas verticales indican ia desviacidn estandar. Letras
iguales significa gue no hubo diferencias significativas entre 10s tratamienios (P > 0.05}.

7.3. Experimento 2: Almacenamiento del esperma del lenguado de California a

corto plazo

Se encontraron diferencias significativas en el tiempo de almacenamiento del esperma
(P < 0.05). Para los organismos del medio natural, se pudo almacenar el esperma
hasta por dos dlas ya sea concentrado o suspendido (Figura 7). Sin embargo, el
esperma de los organismos aclimatados en el laboratorio sdlo se pudo almacenar por
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dos dias si fue suspendido. El mayor porcentaje de motilidad en las muestras
concentradas (83% t 10) y en las suspendidas {53% t 8) se obtuve en el dia 0.
Mientras que la minima motilidad (24% t 5) fue registrada al dia 4 el esperma

suspendido proveniente de organismos del medio natural.
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Flgura 7. Porcentaje de motilidad registrada en esperma aimacenado por 4 dias a 4°C. El esperma fue
suspendido en solucion Richardson (300 mOsm/kg), n = 3. L= organismos previamente aclimatados en el
laboratorio. MN= organismos dal Medio Natural (Ejido Eréndira, B. C}. Las lineas verlicales indican la
dasviacion estandar. Lelras igueales significa que no hubo diferencias significativas entre los tratamientos
(P = 0.05).

No se encontraron diferencias significativas en la integridad de la membrana del
gsperma de los organismos provenientes dsl medio natural {P > 0.05) al comparar los
diferantes tiempos de almacenamiento. Indicando que la integridad de la membrana no
se perdio durante los 4 dlas que se mantuvo el esperma almacenado (Figura 8). Sin
embargo, para el esperma de los organismos aclimatados en el laboratorio la integridad
de la membrana se mantuvo intacta por sélo 2 dias. La mayor integridad de membrana

se regisfrd en los organismos del laboratono en el dia ¢ (88% £ 3). Mientras que la
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minima (57%  8) se registro el dia 4 para el esperma suspendido proveniente de los

organismos del laboratorio.
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Flgura 8. Integridad de la membrana (%) de los espermatozoldes de lenguado de Califomia
almacenados por 4 dlas a 4° C. El esperma fue suspendido en sclucién Richardson {300 mOsm/kg)
in=3). L= organismos previamente acllmatados en el laboratorio. MN= organismos del Medio Natural
(Elido Erendira,Eréndira, B. C). Las lineas verticales indlcan la desviacién estandar. Letras lguales
significa que no hubo diferencias significativas entre los tratamientos (P > 0.05},

7.4. Experimento 3: Evaluacion de la citotoxicidad de los crioprotectores en el

esperma de lenguado de California

No se encontraron diferencias significativas entre la motilidad inicial del esperma
expuesto a DMSO o G en las diferentes concentraciones utiizadas (5, 10 y 15%) {P >
0.05) (Figura 9). El porcentaje de motiidad oscild enire 52% £ 17 con 10% DMSO vy
43% t 8 can 5% G.
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Figura 9. Porcentaje de motilidad def esperma del lenguado de California expuaste a Sulféxido da metilo
(DMSQ]) o glicerol (G} en tres concentraciones (5. 10 y 15%). n = 3. Las lineas vericales indican la
desviacion estandar. Letras iguales significa que no hube diferencias significativas entre los tratamientes
(P > 0.05).

Se encontraron diferencias significativas en el tiempo medio de pérdida de la motilidad
inicial en un 50% en el tratamienic que se utilizé 15% DMSO v 15% G (P < 0.601). El
esperma que tarddé mas tiempo en perder la motilidad inicial a un 50% fue el expuesto a
5% DMSO (36 t 4 s). Mientras que el esperma expuesto a 15% DMSO fue el que
perdid mas rapidamente la motilidad en un 50% de (15 £ 8 s) (Figura 10}.
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Figura 10. Tiempo medio de pérdida de 1a motilidad del esperma. El esperma fue expuesto a sulféxido
de matilo (DMSQO) ¢ glicerol (G} en tres concentraciones (5, 10 y 18%). n = 3. Las lineas verticales
indican la desviacién estandar. Letras iguales significa que no hubo diferencias significativas entre los
tratamientos (P > 0.05).

7.5. Experimento 4: Criopreservacién del esperma de lenguado de California

Se encontré que el esperma de lenguado tuvo una motilidad < 5% y también una
integridad de membrana < al 10% cuando se utilizaron los protocolos de Zhang et al.
{2003) y Lanes ef al. (2008).

El mejor protocolo para |a criopreservacion de esperma de lenguado de California fue el
de Chen et al. (2004) con algunas modificaciones. No se encontraron diferencias
significativas en la motilidad inicial del esperma descongelado entre (0§ organismos
provenientes del medio natural o aclimatados en el laboratorio (P > 0.05) (Figura 11}.
Sin embargo, se encontraron diferencias altamente significativas entre los tipos de
crioprotectores utilizados {P < 0.001). No se encontraron diferencias significativas entre
el control (esperma fresco} y el esperma criopreservade con 10% glicerol (P > Q.05). El
28



mayor porcentaje de motilidad (43% t 14) se obtuvo en muestras criopreservadas con
10% G provenientes de organismos aclimatados. El menor porcentaje (15% t 16) de
motilidad se obtuvo de muestras las criopreservadas en 10% DMSO provenientes de

organismos aclimatados.
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Figura 11. Motilidad del esperma del lenguado de Cailifomia. Control (fresco) y suspendido en solucidn
Richardson (300 mOsmolfkg) previa criopraservacion an 10% sulfoxido de metilo (DMSO) o 10% glicerol
(n = 3). L = organismos previamente aclimatades en al laboratorio. MN = organismos del Medio Natural
(Ejldo Eréndira, B. C). Las Ilneas verticales indican la desviacidn estandar. Letras iguales signlfica que no
hubo difarencias signlficativas entre los tratamientos {P = 0.05).

En lo que respecta a la integridad de la membrana del esperma dascongelado, no se
encontraron diferencias significativas (P > 0.05} entre los organismos proveniantes del
medio natural o aclimatados en el laboratorlo. Tampoco se encontraron diferencias
significativas (P > 0.05) entre la integridad de la membrana del esperma en las

mussiras control y las descongeladas con 10% glicerel (Figura 12).



100

9
a
c 80 -
g
a ad
E
g 60 - d
: |
= TR
5 40 1
o
™
hei
5 20 +
B
=
O 4
L L MN
control 10% G 10% DMSO

Flgura 12. Porcentaje de viabilidad del esperma control (fresce) y suspendido en solucidn Richardson
{300 mOsmolfkg) previa criopreservacion en 10% sulféxido de metilo (DMSO) o 10% glicerol n = 3. L =
organlsmos previamente aclimatados en el laboratorio. MN = organismos del Medio Natural (Ejido
Ergndira, 8. C). Las lineas verticales indican la desviacién estandar. Letras iguales significa que no hubgo
diferencias significativas entre los tratamientos (P > 0.05).

8. Discusion

8.1. Seleccion de la mejor solucion desactivadora de la motilidad del esperma del

lenguado de California

En muchas especies de peces gue tienen ferlilizacion externa los espermalozoides
permanecen inmdviles en el plasma seminal cuando se encuentran en el interior de la
génada (medio isoténico). La motilidad inicia cuando los espermatozoides son liberados
en ol agua (Inoda y Morisawa, 1987). Los cambios idénicos y osméticos son dos factores

criticos que pueden ser responsables de la activacion (Cosson, 2004; Tabares y
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Tarazona, 2005}. En los teledsteos de agua dulce la motilidad se inicia cuando son
expuestos a un ambiente hipotdnico, mientras en los teledsteos marinos la motilidad
inicta en un ambiente hipertonico {Alavi y Cosson, 20068; Suquet ef al., 1993; Linhart e!
al., 1999).

La motilidad de los espermatozoides es uno de los indicadores mas comunes de la
funcionalidad espermatica, que involucra el flagelo, el complejo axcnema y la

maquinaria energetica {mitocondnas) (Tabares y Tarazona, 2005).

En el caso del lenguado de California se emplearon las soiuciones fisiologicas de
Richardon y Zhang a diferentes osmolaridades y se observé que en ambas soluciones
gl esperma permanecid inmovil cuando era colocado a < 300 mOsm/kg y que al
aumentar la osmolaridad el esperma se activd vigorosamente. Esie resultado indica
que la osmalaridad puede ser el factor clave para que se inicie la motilidad espermatica
en esta especie y concuerda con las observacionés realizadas en el esperma de!
lenguado del Atlantico Hippoglossus hippogiossus, donde la motilidad se inicia en el
intervalo de concentraciones de 380-1150 mOsm/kg (Billard ef al., 1993), lo mismo se
observd en el lenguado Pseffa maxima, donde la motilidad también se inicio con

concentraciones superioras a los 300 mOsm/kg {Dreanno et al., 1998).

8.2. Almacenamiento del esperma del lenguado de California a corto plazo

El semen de peces se puede almacenar por perlodos cortos de tiempo en soiuciones
fisiolégicas (preservacidon a corto plazo) o conservarse por periodos indefinidos
mediante la criopreservacion (Billard et al., 1995} Una vez que el esperma de los
peces es removido de los testiculos, puede ser suspendido en soluciones fisiologicas
gue pueden prolongar la viabilidad de las células espermaticas medlante la supresion
de su motilidad, lo que mantiene una tasa metabdlica baja y previene la muerte de las
células espermaticas por desecacion e hipoxia (Riley et al., 2004).
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Las soluciones fisiolbgicas son especificas de especie y deben tener una composicion
idnica y una presion osmatica similar a ia del plasma seminal y sanguineo de la especie
elegida (Morisawa y Suzuki, 1980). Entre las soluciones fisiolégicas empleadas
destacan las de Mounib, Ringer, Kurokuras (DeGraaf y Berlinsky, 2004}; MPRS y D-15
{Ji et al, 2008); solucion balanceada de Hanks (Wayman y Tiersch, 2000); suero de
albumina de bovino (Pefiaranda et al.,, 2009}, KCI (Lahsteiner ef af, 19396); D-sorbitol,
Tris-Sucrosa-Potasio (Daly et af, 2008). En algunos casos en necesario hacer
modificaciones a la composicién de estas soluciones, de tal manera que se llegue a
una optimizacion, ya que en el almacenamiento a corto plazo y en la criopreservacién
del esperma de peces, el éxito depende en gran madida de ia seleccidn apropiada de

la solucion fisiclogica (Tian et ai., 2008;.

El almacenamiento a corto plazo permite que el semen de un organismo pueda ser
utilizado para fertilizar diferentes hembras en diferentes dias, disminuyendo los
problemas de asincronia en la liberacion de gametos. Ademas de eliminar este
incaonveniente, en fa preservacidn de semen, la eleccién de una buena solucion
fisioldgica permite un facil manejo de las muestras al momento del desove. Por otra
parte, las soluciones fisioldgicas son frecueniemente utilizadas como herramientas en
e! mejoramiento genético, ya que facilita el intercambio de gametos entre 1as granjas y
la produccion de hibridos y el empleo masivo de animales genéticamente superiores
{Saad et al., 1988).

La integridad de la membrana asi como la motilidad de! esperma son algunos
parametros que permiten conocer el efecto del almacenamiento a corte plazo y asi
valarar el tiempo de almacenamiento optimo, ya que tiempo de almacenamiento del

esperma varia de especie a especie.



La evaluacion de la integridad de membrana tambien es un indicador de la calidad y
viabilidad del esperma de varias especies. En 1996 Cloud utilizé el kit live/dead® de
Molecular Probes conocer su utilidad en la evaluacion de la viabilidad del esperma de
la trucha Onchorhynchus mykiss y encontré que en el esperma fresco la viabilidad fue
de 98.25%. Sin embarge, esla técnica fluorascente se ha empleado en pocas especies
de peces (Flajihans et a/,, 2004), enire las que podemos encontrar a la tilapia del Nilo,
Oreochromis nifoticus (Segovia et al., 2000), el bacalao, Maccullochefla peelii peelii
{Daly et al, 2008) y el lenguado de Brasil, Paralichthys orbignyanus (Lanes et al,
2008).

Se ha encontrado en el esperma de O. niloticus, la iniegridad de la membrana y la
motilidad decrecen gradualmente con el tiempo (dias) de almacenamiento (Segovia e!
al., 2000). Mientras que en el esperma del pez zebra la mofilidad fue de ~60% después
de 10 horas de almacenamiento y 24 h después la motilidad fue nula (Jing ef af., 2009).
La motilidad del esperma del pez trompetero, Latris lineata, se mantiene ~60% hasta
por dos dlas. Sin embargo, al dia 4, la motilidad se reduce hasta ~20%. (Ritar y
Campet, 2000). La motilidad del esperma de la carpa, Cyprinus carpio, tiene un
comportamiento parecido al pez trompetero. Al dia 2 de almacenamiento la motilidad
fue ~80% decreciendo a ~40%, para ef dia 4, hasta llegar a una motilidad nula al dia 8
(Saad et al., 1988). En el caso del ienguado de California se encontrd que el esperma
s6lo se puede almacenar por 2 dias con buenos porcentajes de metilidad, con un
decremento gradual a traves del tiempo. Uno de los posibles factores responsables del
reducido tiempo de almacenamiento, es el crecimiento bacleriano en las muestras. Por
lo que serd importante evaluar la carga bacteriana de las muestras def esperma e
investigar la posible utilizacidn de antibidticos. La utilizacién de antibiéticos en el
esperma de C. carpio prolongé el tiempo de almacenaje hasta por 20 dias {(Saad et af,,
1988) un resultado similar se obtuvo con el esperma del salmdn del Atlantico, Saimo
salar, donde se observé que mantuve su Jertiidad después de 22 dlas de
almacenamiento (Stoss y Refstie, 1983). En el caso del lenguado de California, como
an olras especies, la integridad de la membrana se mantuvo hasta el dla 4, aunque
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para este momento, la motilidad habia decrecido hasta un ~24%, esto podria indicar
que se puedan obtener buenas tasas de ferfilizactén aun cuandc el esperma no sea

motil.

Otro factor importante para un almacenamiento exitoso del esperma a corio plazo, es
evitar la contaminacidn con agua, orina o heces duranie la extraccion del esperma, ya
que estos fluidos activan los espermatozoides y pueden contener bacterias (Kopeika ot
al, 2007). Este tipo de contaminacion es frecuente en los peces, debido a la
proximidad del ducto espermatico, el recto y la uretra, o porque los productos sexuales
y la orina son expulsados por un arificio comun, el poro urogenital (Rurangwa et al.,
2004). De tal manera que mucha de la variacidn interindividual de la motilidad se le ha
atribuido 2 la contaminacidn por orina o heces (Saad ef al, 1988). El contacto de la
orina con el esperma desencadena la motilidad en la carpa comin C. carpio (Billard,
1998), el lenguade Psetta maxima (Dreanno et al., 1998} y la tilapia Oreochrromis
mossambicus (Linhart ef a/.,, 1999) entre otros. En el caso del lenguado de California,
para evitar la contaminacidn por orina se no fue posible la introduccidn de un catéter en
el poro urogenital porgue es muy pequeno. Esle inconveniente también se presentd en
P. maxima (Dreanno et al, 1998). Por lo que el mejor método fue tratar de vaciar la
vejiga del pez mediante masaje abdominal. Sin embargo, fue evidente que cuando el
esperma se habia contaminado con onna o heces y se intentaba reactivar con agua de
mar después de ~2 horas de haber obtenido la muestra, hablia poca o nula motilidad
espermatica. Por lo tanto se concluyd que debido a que la motilidad del esperma tiene
una duracion < 50 segundos, por efecto de la contaminacion, después de 2 horas el
esperma se habia inactivado totalmente. La diferencia en ia calidad de! esperma entre
organismos del medio nalural y los aclimatados puede deberse a gue en los
organismos dal medio natural la posibilidad de contaminarse era mayor ya que salia
mas orina al momento de la presion abdominal, en comparacion con los organismos

aclimatados.
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8.3. Evaluacion de la citotoxicidad de los crioprotectores en el esperma de
lenguado de California

Se emplean diferentes soluciones quimicas con el fin de proteger a las células del dafo
producido por la formacién de cristales de hielo durante los procesos de congelacién y
descongelacion. La eficiencia de estas soluciones crioprotectoras depende de la
permeabilidad de la membrana plasmatica y de [a loxicidad que los componentes de la
solucién producen al penetrar a la célula tratada (Tian ef al., 2008). Regularmente se
avalla la citoxicidad de los crioprotectores de la siguiente manera: se suspende el
esperma an la solucion fisicldégica y posteriormente se agrega el crioprotector en
diferentes concentraciones, a continuacion, esta mezcla se incuba a temperatura
ambiente en diferentes periodos (liempo de equilibrio) y finalmente se registra la
motilidad (Joo y Dupré, 2002). Sin embargo, en el lenguado de California no fue posible
aplicar este procedimiento, ya que al agregarle el crioproteclor al esperma, se aclivo,
porgue la solucion que contenla la menor concentracion (5%), tenla una presién
osmdtica lo suficientemente alta para activar los espermatozoides. Este efecto se
conoce como activacion por el crioprotector (Morisawa y Susuki, 1980). Por lo tanto, se

tuvo que cambiar la metodologia para evaluar la citotoxicidad de los crioprotectares.

La activacién por los crioproteciores también se observé en lenguade P. maxima
{Dreanno et al., 1998; Chen st al,, 2004), en el robalo rayado (He y Woods [ll, 2004) v
en el lenguado manchado Verasper variegatus (Tian et al., 2008). En estas especies,
tal como en el lenguado de California, la activacidén de los espermatozoides por los
crioprotactores pudo ser el resultado del incremenio en la presidén osmética.Sin
embargo, el esperma del lenguado de Brasil, Paralichthys orbinyanus, no fue activado
como se reportd en les demas organismos (Lanes et al,, 2008). Por lo es posible que
haya otros faclores que hacen que el esperma permanezca inmévil, como la
composicion iénica, CO;, temperatura, salinidad, pH v factores dependientes de AMPc
y Cap” (Bilfard et al., 1992; Tabares y Tarazona, 2005).
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En los peces de agua dulce, no se ha observado |a activacion par crioprotector, debido
a que el esperma permanece inmévil en un medio hiperténico (> 300 mOsm/kg), como
en el Bacalac Maccullochella peelii peelii (Daly et al, 2008), el bagre Ictalurus
puctutatus (Tiersch et al., 1984) y en el pez zebra, Danio rerio (Jing et al., 2009).

En los peces marinos es posibie inhibir [a motilidad producida por el crioprotector. En la
anguila europea Anguila anguila Pefiaranda et a/. (2009), observaron la activacion det
esperma por el crioprotector, pero al adicionar altas concentraciones de NaHCO; a la
solucién fisioldgica, se puedo supnmir la motilidad, ya que en un medioc acuoso el
NaHCO. se disocia en varios productos (COz H,COs, HCO4 vy 0032'), cuya
concentracion es afectada por el pH. Si el medio es acido, el HCO; puede ser
convertido CO; libre que a su vez podria inhibir ia motilidad (Bencic ef al., 2001). De
acuerdo a lo anterior, se sugiere que en el fuluro se estudie el efecto de diferentes
soluciones fisiclogicas crioprotectoras para evitar gue el esperma se active por la alta

presion osmaotica.

En el caso del esperma del lenguado de California, 1a motilidad inicial decrece a los 40
segundos. En el esperma del pez trompetero Latris lineafa, a los 60 segundos la
motilidad decrecio en un 50% (Ritar y Campet, 2000). Una vez activade el esparma del
pez zebra con agua desionizada se observd que ta motilidad decrecid en un 50% a los
2 min (Jing et al, 2009). Estas diferencias en la duracién de la motilidad Billard y
Cosson (1888) las atribuyen al escaso niumero de mitocondrias (1 a 5) gue presenta el
espermatozoide, o que reduce rapldamente los niveles de ATP intracelular. Por otra
parte, Ginzburg (1972) sefiala que el periodo de motilidad también puede ser afectado
por otras variables, particularmente por la concentracidén de espermatczoides en
suspension; a una mayor concentracion se observa un menor tiempo de motilidad, esto

debido a cambios en la presién parcial de oxigeno, COz y del pH en el medio.

16



En el esperma de lenguado de California no se enconiraron diferencias significativas
(P > 0.05) entre la motilidad inicial de} esperma expuesto a DMSO o G en las diferentes
concentraciones utilizadas 5, 10 y 15%, lo que puede significar que la célula tolera
eslas sustancias. Sin embargo, si hubo diferencias significativas (P > 0.001) entre el
tiempo en que la motilidad decreci¢ en un 50% con ei 15% Glicerol y DMSO. Al realizar
ta prueba de citotoxicidad en esperma de pargo del Golfe Lutjianus campechanus, se
observd gue cuando aumentaba la concentracion y el tiempo de exposicién a los
crioprotectores, la motilidad descendia en comparacién con el control {Stoss y Holtz,
1983). En el esperma del salmén y de la trucha arcoiris, Ott y Horton, (1871} el tiempo
de equilibrio de los crioprotectores puede reducir la tasa de fertilizacion y en caso de ta
trucha arcolris, también decrecit |a fertilidad del esperma mantenido por 1 min en 5 y
7.5% de DMSO. Por el contrario, Stein y Bayle (1378) encontraron que el esperma de
la trucha arcoiris debe ser mantenida en el crioprotector por 15 min antes de la
congelacién, para obtener una fertilizacion exitosa. La discrepancia en los resultados
obtenidos enlre las diferentes especies se puede deber a |a interaccién entre el tiempo
de equilibrio del esperma y particularmente a los métodos de criopreservacién
empleados {Stoss y Holtz, 1983}

8.4. Criopreservacidn del esperma de lenguado de California

En general existen dos meétodos para la congelacion del esperma en peces, el
congelamianto rapido con vapor de nitrégeno liguido {método de congelacién manual) y
la congelacién lenta empleando una camara de congelacién programabie (Ji et al.,
2004). La camara de congelacién programable puede ser mas precisa y confiable pero
8s econdmicamente mas costosa por |o que no todos los laboratorios pueden contar
con esla tecnologia. El empleo de una camara manual puede ser una excelente
alternativa, va que el métocdo manual es muy conveniente por ser aconémico {Salinas-
Flores et al., 2005; Tian et al., 2008). Oira ventaja es que se puede emplear en campo
0 in situ y también se pueden criopreservar grandes cantidades de esperma (Ji ef al,,

2004). En este trabajo se utilizé una camara manual para congelar el esperma del
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lenguado de California, con ta mefodologia de tres pasos que es ampliamente
empleada para la congetacién del esperma en peces y con la que se han obieniendo
resultados exitosos (Chen et al,, 2004; Ji et al., 2004; Lanes et al, 2008; Tian ef af,
2008).

La calidad det esperma se puede definir como la capacidad de! esperma de ésta para
fertilizar exitosamente al évulo. La calidad det esperma er los peces cultivados puede
afectarse por diferentes factores, durante la colecta y el almacenamiento det asperma o
durante el proceso de fertilizacién. La calidad del esperma también puede afectar la
produccion de larvas o juveniles saludables (Rurangwa el af., 2004).

La motilidad puede ser otra medida para validar la calidad espermatica, por ejemplo, en
la trucha arcoiris (Lahnsteiner et &/, 1996), en carpa {(Magyary et af, 1996) vy el
lenguado del Atlantico {Tvedt et af., 2001), hay una correlacidn enfre la motilidad del
esperma y la capacidad de fertilizacién cuando se comparan el esperma frescos con el
descongelado. Con el 10% de DMSO se obtuvieron mejores porcentaje de motilidad en
la trucha arcoins Oncorhynchus mykiss (Stoss y Holtz, 1983}, dorada Spaurus aurala
(Chambeyron y Zohar, 1990Q), corvina roja Sciariops ocelfatus (Wayman et al., 1998),
puede ser confiable como es el caso del lenguado Psefta maxima (Dreanno et al.,
1998), del lenguade amarillo Pleurcnectes ferrugineus (Richardson et al., 1999), perca
de mar (Ji ef al.,, 2004). En el pez mandibula Varicorhinus macrolepis se obluvieron las
mejores tasas de fertilizacion y eclosidn {Ji et al., 2008), mientras que con 10% metanol
fue el mejor crioprotector para el bacalao Maccullochella peelii peelii con una integridad
de la membrana de 638 + 20% (Daly ef al, 2008). Para el lenguado
Pseudopleuronectes americanos los mejores resultados fueron obtenidos con 13.3%
DMSC y 13.3% Glicol Propileno (Rideout ef al, 2003). Para el lenguado del Japén
Paralichthys olivaceus (Zhang ef af., 2003) la solucidn con 10% de Glicerol fue el mejor
crioprotector, también para el lenguado de California el mejor resultado se obtuvo con

10% de G ya que al confrastar estos resultados con los obtenidos en esperma fresco,
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no se encontraron diferencias significativas (P > 0.05) en la motilidad y la integridad de
{a membrana. Todo lo anterior confirma qgue los cnoprotectores son especie
especlficos. Por otro lado, estos resultados corroboran que la congelacion por el
meétodo manual es viable y adecuado para la criopreservacion del esperma de

lenguado,

Para el lenguado de Brasil (Lanes of al, 2008) se ha encontrado que hay una
correlacion entre la integridad de |la membrana y la motilidad. Otros autores
encontraron una correlacién positiva entre la motilidad y la capacidad de fertilizacion,
en la trucha arcoiris (Lahnsteiner ef al., 1998}, en ia carpa (Magyary st al., 1996), en ef
pez gato africanc {Rurangwa e! af., 2001} y en el lenguado de Atlantico {Tvedt ef al.,
2001}, En contraste, después de la descongelacidn del esperma del silure, Siurus
glanis, no enceonlrd correlacion entre la tasa de eclosion y la motilidad del esperma
(Linhart et al., 2005). Aungue no se realizo fertilizacion con el esperma del lenguado de
California, es posible que se obtengan altas tasas de fecundacidn debido al allo
porcentaje de melilidad e integridad de la membrana del esperma despuées de la

descongelacion.

Esto indica que los protocolos de cnopreservacion son especificos de aspecie y se
deben disefar protocolos adecuados para cada una. Otro factor que afecta la viabilidad
del esperma es la tasa de descongelacién. Si la tasa de descongelacion es demasiado
baja se pueden dafiar los organelos y las membranas de la célula (Medeiros ef al.,
2002; Kopeika ef al., 2007). Para descongelar el esperma de lenguado de California la
exposicién a 35°C por 3 s resultd adecuada y se observd que si la exposicidn a la
temperatura es mas prolongada la motilidad obtenida era nula. Otros autores emplean
tasas de descongelacion diferentes, 30°C por 7 s en el languado amarillo, Pleuronectes
ferrugineus (Richardscn et af, 1999), 37°C por 30 s en el lenguado de Brasil
Paralichthys orbignuanus (Lanes et al, 2008}, 20°C por 15 s para la anguila europea
Anguila anguila (Pefiaranda et af, 20009), y 50°C por 300 s en el pez gato Mystus
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nemurus (Muchlisin et a/., 2004). Lo anterior demuestra que la tasa de descongelacion
es especie-especifica. Y ademas, et tipo de contenedor en que se congela el esperma
juega también un papel importante en la congelacidn ya que se debe de ajustar la tasa
de descongelacién dependiendo del volumen de cada contenedor, por ejemplo, si es
mucho volumen del esperma o esta muy grueso ei contenedor tardara mas tiempo la

descongelacion.

Cuando se aplican los protocolos preliminares de Zhang st al. (2003) y Lanes ef al.
{2008) para criopreservar el esperma del fenguado de California, se deben seguir los
siguientes pascs, que son vitales para la criopreservacion exitosa de su semen: 1.
Evitar la contaminacién del esperma; 2. Elegir adecuadamente la solucién fisiolagica
300 mOsm/kg de la solucién de Richardson; 3. La temperatura de congelaciéon debe de
realizarse a 6§ ¢m de la superficie de N;L y se mantiene por 10 minutos
(aproximadamente -180°C), a continuacidn se coloca a 1 cm sobre 1a superficie de NzL
por 5 minutos y finalmente e sumen las muestras en NiL; 4. La descongelacién se
debe realizar a.37°C por 3 segundos. Si se cuidan los pasos criticos en la optimizacién
del protocolo de criopreservacion del esperma de de lenguado de California, se pueden
obtener elevados porcentajes de matilidad e integridad de la membrana. Lo anterior
comprueba la necesidad de realizar protocolos especificos para cada especie y tejido
ya que requieren condiciones adecuadas, antes, durante y después de la

criopreservacion (Medeiros et al., 2002; Kopeika ef al., 2007).
Recomendaciones para trabajos posteriores:

s Es conveniente buscar otra solucion fisioldgica u otro cricprotector que no active

el esperma del lenguado de California
» Se recomienda realizar fertilizacién artificial con el esperma descongelado y con

ovocitos recien exiraidos del lenguado de Califernia para evaluar el éxitc este

protocolo.
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9. CONCLUSIONES:

» La solucidn de Richardson desaclivo el esperma del lenguado de California a
300 mOsm/kg.

* Se puede almacenar el esperma de lenguado de California en la solucion
fisicldgica de Richardson a 300 mOsm/kg hasta por dos dias con buen

porcentaje de motilidad y viabilidad.

« La congelacion manual por la técnica de tres pasos propuesta por Chen ef al.

(2004) es confiable para el lenguado de Caiifornia.

» La congelacidon del esperma por la {écnica manual e€s econdmica en

comparacion ¢on la camara programable.

¢ La solucidn de Glicerol al 10% fue el mejor cnoprotector para el lenguado de

California.
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11. APENDICES

APENDICE A

A lo largo del escrito se encuentran términos que a continuacion definiré:

Espermatozoides: Es una célula haploide que constituye el gameto masculino antes de

la fertilizacién en la reproduccion sexual.

Esperma: Son espermatozoides suspendidos en el liquido seminal.

Motitidad: Porcentaje de espermatozoides que se desplazan activamente en direccién

de avance.

Viabilidad o Inlegndad de la membrana espermatica: Evaiuacién de calidad
espermatica que involucra la condicién de la membrana citoplasmatica. Los
espermatozoides viables son aquellos cuya membrana citoplasmatica se
encuentra intacta, por otro lado, los espermatozoides no viables tienen las

membranas dafiadas.

n
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APENDICE B. Procedimiento Estandar Operacional (PEO}

PEO-1. Obtencion de la muestra espermatica del lenguado de California

Descnpcion

La obtencidn de la muestra para crganismos se realiza de la siguiente manera: para
evitar la contaminacion con orina y heces se seca con papel abscrbente y algoddn la
region abdominal y el poro genital de los organismos. Postericrmente se realiza la
extraccién del esperma mediante presion abdominal en seco, e inmediatamente el
esperma es aspirado con una jeringa de 3 ml y se almacena a 4°C, para ser utilizado
inmediatamenta.

PEO-2. Seleccion de la mejor solucion desactivadora de la motilidad del esperma

del lenguado de Callfornia

Descnpcién

Las soluciones fisioldgicas son especifica de especie y deben de presentar
composicién idnica y presion osmotica similar a la del plasma seminal y sanguineo de
la especie elegida (Morisawa y Suzuki, 1980}. Ei esperma de !os peces una vez que es
removido de los testiculos puede ser diluido en soluciones fisiologicas, que puede
prolongar la viabilidad de las células espermaticas y suprimir la motilidad del esperma
manteniendo un ei metabolismo bajo y previene la muerte de la cétula espermatica por
desecacion e hipoxia (Riley et al., 2004).

Soluciones

Selucion de Richardson (Richardson et ai.. 1999); pH 7.7.

' factor de T

Peso Gramos molaridad Van't Haff Osmolalldad ‘

Reactlvo | molecular  Afiadidos mMol I (mOsmollkg) J
NaCi 58.44 28.02 479.5 2 359

Na2ZHPO4.H,0* | 141.96 1.93 1413.5 2 28 ‘

KCI 74.55 2.87 38.5 2 77 ‘
1064

Calculada ‘

sl



-t

B

Solucidén de Zhang (Zhang ef al., 2003); pH 8.2.

| factor de
Peso Gramos Molaridad Van't Haff Osmolalidad
L Reactlvo molecular Afadldes mMol | (mOsmolikg)
| NaC! 58.44 24.72 423.00 2 846.00 |
KCI 74.55 0.67 8.99 2 17.97
CaCiz.2H20 | 203.3 1.36 9.25 3 18.50
MgCl2.6H20 | 84.01 4.66 55.47 2 110.94
MgS04.7H20 | 2465 6.29 25.52 2 51.03
NaHCO3 84.01 0.18 2.14 2 4.29
1048.73
Calculada
Protocolo

Preparar las soluciones a diez osmolaridades (100, 200, 300, 400, 500, 600,
700, 800, 900 y 1000 mOsmol/kg).

Colocar el esperma de lenguado en las soluciones fisiologicas Richardson o

Zhang a una concentracién 1:2 (esperma:soiucion de fisiclégica).

E inmediatamente registrar la motilidad de la siguiente manera 2 pl de esperma

fresco y mezclar con 4 ul de una de las soluciones desactivadoras,

Inmediatamente se cbserva en el microscopio si hay ¢ no movilidad del mismo vy

se registra el porcentaje de motilidad del esperma.

Posteriormente agregar 8 pl de agua de mar filtrada para reactivar el esperma y

observar el porcentaje de motilidad del esperma.
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PEQ-3. Almacenamiento dei esperma del lenguado de California a corto plazo

Descripcion

El semen de peces se puede almacenar por periodos ¢ortos de tiempo en soluciones
fisiologicas (preservacidn a corto plazo). El almacenamiento a corto plazo permite que
el semen de un organismo pueda ser utitizado para fecundar diferentes hembras en
diferentes dias, disminuyendo los probiemas de asincronia del descve.

Soluciones

Solucion de Richardson preparada a 300 mQOsm/kg

Protocolo

1. Suspender el esperma en la solucién desactivadeora de la maotilidad (1:2).
2. Inmediatamente despuéds se almacenar a 4°C dentro de tubos de 1.5 ml.

3. Evaluar la motilidad diariamente con 0.5 pl de esperma y 10 pl de agua de mar.

4. Evaluar la viabilidad del esperma (integridad de la membrana del esperma).
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PEQ-4. Evaluacion de la citotoxicidad de los crioprotectores en el esperma de

lenguado de California

Descripcion

Los crioprotectores mas camunes son aquellos gue presentan la capacidad de penetrar
la membrana celular. Las células expuestas a dichas soluciones reducen su tamano ya
que pierden agua hasta llegar a un equilibrio con el medio. Dicha deshidratacion se
debe a la hiperosmolaridad del medio extracelular. La pérdida de agua se ve
compensada por la entrada de crioprotector y se detiene al alcanzarse un balance
osmotico entre al interior y el extarior de la célula,

Solyciones

Crioprotectores: Glicerol y DMSO en diferentes concentraciones (0, 5, 10 y 15%)

[Concentraclén del Solucién Crioprotector Esperma Volumen
Croprotector (%) desactivadora  (ul) final (pl)
0 500 0 500 1000
5 450 50 500 1000
10 400 1060 500 1000
15 350 150 500 1000
Protocalo

1. Suspender el esperma del lenguado en la solucidén desactivadora 300 mOsmkg

Richardson, de acuerdo a la tabla anterior.

2. Refrigerar a 4°C.
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3. Suspender en el crioprotector {previamente a 4 °C) a la concentracion deseada y

se homogeniza la muestra.

4. Colocar una allcuota de 10 il en un porta objetos y se observa en el microscopio

la motilidad del esperma.

5. Observar y registrar e! iempo en que la metilidad espermalica desciende en un
50%.

6. Repite el procedimiento para cada concentracion y crioprotector.

Nota: El esperma suspendido an la solucién desactivadora se activa al agregarle el crioprotector (DMSO
y G) por lo qua es altamente recomendable observar la motilidad del esperma Inmediatamente despuds

de la adicion dal crioprotector.
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PEOQ-5. Criopreservaclon del esperma de lenguado de California
Protocelo
1. Previamente se etiqueta y preparan los popotes franceses de 0.25 mi.
2. Enlas jeringas de 3 ml ¢esprovistas de aguja se introduce el popote francés.

3. A continuacion, el esperma se suspende en la solucion fisiolégica de
Richardson, preparada a 300 mQOsm/kg.

4. Se agrega el crioprotector a 4 °C, (10% G y DMSO).
5. Se mezcla la muestra rapida y brevemente por ~ 3s.

6. En un periodo no mayor a 10 segundos de procede a lienar los popotes
franceses, aspirando el liquido con las jeringa preparada en el paso 2 y los
popotes son sellados con arcilla.

7. Inmediatamente después se colocan los popotes en la cdmara de congelacion
manual {camara de poliestireno o unicel) de 29.5 x 20 x 19 cm.

8. Sin tiempo de equilibrio, las muestras se colocaron scbre la malla de plastico y
fueron enfriadas con el vapor de N,L a 6 cm de la superficie de NsL por 10
minutos (aproximadamente -180°C).

9. Posteriormente la malla se coloca a 1 ¢m sobre la superficie de NsL por 5
minutos.

10. Finalmente se sumergen en NalL.

11. Después de 5 minutos, los popotes fueron colocados en contenedores plasticos
e insertados en canas,

12. Finalmente se depositan en el tangue de almacenamienio (-196°C) (Taylor-
Wharton, HC-35) por ~1 semana.

13. Los popotes se descongelaron sumergiéndolos en un bafo de agua a 37°C por
3 segundos a continuacion se limpia el popote 2 veces con papel secante.

Nota: Se evalua la motilidad y la integridad de la membrana antes y después de la
descongelacion.
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Evaluacién de la
calidad del esperma

Porcentaje de motilidad e
Integridad de la
membrana espermaltica

Descongelacion en bafo
de agua a 37 °C por 3

Colecta del esperma del
lenguado de California

El esperma se suspende en la soludién
fisiolégica 300 mOsmvkg v se agrega el
crioprotector (10% G & 10% DMS30)

La congetacion se realiza por 10 min a 6
Y cm sobre N,L y desciends 5 min a 1 cm
de la superficie dei NL y posteriorments
se  coloca en el tanque de
almacenamiento.

E! almacenamiento del esperma se realiza
en sl tanque de almacenamiento con NL,
por~1semana a-196°C

Figura 13. Proceso de cangelacion de! esperma del lenguado de California
Paralichthys californicus. Nitrobgeno liquido (N,L).



PEO-6. Descongelacion del esperma de ienguado de California

Después que se realizd la congelacién de tres pasos propuesto por Chen ef al,, 2004,
La motilidad del esperma vario después de la descongelacion en un bafic de agua a
37°C.

Esperma [ I
diluldos sin | El tlempo de Porcentaje de | Tlempo (segundos) an
motilldad que fa motilidad decreclé
tiempo de | desgongelacién
Inlglal en un 50%
equilibrio
i 1
10% DMSO 30 segundos 0% 0 i
i
10% DMSQ 9 segundos 1 5% 10
10% DMSO 6 segundos 10% 10
]‘ 10% DMSO 3 segundos 20-40% 20-30
10% Glicerol 3 segundos T0-75% 30
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PEO-7. Evaluacidn de la viabilidad espermaética del lenguado de California con
colorantes fluorescentes

Descripgion

Se han usado las tinciones fluorescenies para medir la viabilidad del esperma desde
hace =»58 anos en estudio de reproduccién de humanos y animales domésticos,
fertilizacion e inseminacién artificial (Swanson y Bearden, 1951). La viabilidad as un
metodo que se elije para evaluar la calidad del esperma, la tincion LIVE/DEAD®
(Molecular Probes, Eugene, OR) tifie el ADN, se marcan con colorante SYBR 14%
debido a que este colorante, al estar disuelto en DMSQ, pusde penetrar {a membrana
intacta y unirse a los acidos nucleicos y hacer que la célula adquiera fluorescencia
verde. Los espermnatozoides muertos los tifie el colorante yoduro de propidio (YP) ya
que al estar disuelto en agua, puede penetrar a las membranas dafiadas, unirse a los
acidos nucleicos y hacer que la célula adquiera una fluorescencla roja (Flajshans st al.,
2004).

Soluciones

1. SYBR 14%: preparar una solucion 1:50 de SYBR 14® con AMF {para preparar
500 pi, mezclar 10 pL de colorante con 490 pl de AMF).

2. Yoduro de propidio (YP): este colorante se agrega directamente como viene

preparado en el kit.
Protocolo

1. Agregar 2.5 plL de colorante SYBR 14% a 10 pl del esperma y 490 ul de la

concentracion desactivadora a 300 mOsm/kg {concentracidn final de 10 nM).
2. Incubar durante 10 minutos en oscuridad
3. Agregar 2.5 pL de la lincidn de YP (concentracion final de 12 uM).

4. Incubar durante 10 minutos en oscuridad.



. Colocar una alicuota de 10 ul en un portaobjeto y cubierta con un cubreobjetos.

. Realizar las observaciones a 1000X, con ayuda de un microscopio de
epifluorescencia {Nikon eclipse 80-i) equipado con una lampara de mercurio de
alta presion (modelo LH-M100C-1) y un filtro de excitacion de 450-490 nm.

. Contar 100 céluias por organismo, a continuacién se toméd el porcentaje de
células tefiidas en rojo y en verdse,
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APENDICE C

Matrices de Analisis Estadistico

Cuadro 2. Para el almacenamiento a corto plazo, se realizd un andlisis de varianza de lres vias; en donde las variables
independientes fueron el lugar de procedencia, e! esperma concentrado o diluido (dilucicnes) y el tiempo de
almacenamiento, mientras que la variable dependiente fue la motilidad. (SC, suma de cuadrados, Gl Grados de libertad,
CM, Cuadrado medio; F, distibucién F; P, probabilidad. Los datos porcentuales obtenidos para todos los experimento
fueron transformados al arcoseno de la raiz cuadrada de la proporcion, para ajustarlos a la distribucidén normal (Zar,
1996).

“Efecto’ - | sC [@ Tem  [F
Interseccién i - ~ | 185287 5 1 | 155267 5 | FI3ETE |
Lugar de procedancia == = 47929 . 47429 105372 | 0.000000
Esperma concentrade o diluide D= Tioe — |4 | 108 | &2ap | 0.Ez5870 |
| Tlempo de almacenamiento 45997 2 . 27999 Téb.ss'a 0.000000
Lugar de procedencia “Esperma concentrade o diluldo = = = N EEEE V200 | 0447 | D.50B434 n
Lugar de procedencts *tlempo de Almacenamiento — — ———= — 284.4 2 1422 3126 | 0051123
Esparma concentrade o dilulido™Tiempo de almacenamiento R T2 T2 562 1.235 0298116
Lugar de procedencta "Esperma concenirado o diluido * Tlempo de aimacenamiento 73.2 2 36.6 0.805 | 6451982 ‘l
Error 27291 60 45.5 - - o
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Cuadro 3. Prueba a posteriorr de Tukey HSD para identificar diferencias significativas especificas entre el lugar de
procedencia, la concentracion del esperma, el tiempo de almacenamiento sobre la motilidad del esperma del lenguado de
Califomia. Los dates porcentuales obtenidos para todos los expernimento fueron transformados al arcoseno de {a raiz
cuadrada de la proporcion, para ajustarlos a la distribucion normal (Zar, 1996). AL, Aclimatados en el Laboratorio; MN,
Medio Natural; C, Concentrados; D, Diluidos.
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- i S _ - — -

:‘,";_’:,m:' :::-t[;:mdo n I:::::nnmlello ey T 2 ) 4 [ [ L 1 P » 10 n 12

Al < Dia 0 0023 Q000 0999 0474 {1.000 0.000 000 0.000 1 000 080 0.000

Al < Dia2 5023 00X 0.205 0.999 0511 0.086 ano? 0.000 0.352 0071 0N

Al < Diad 0.004 0018 HRVIE 0] 0001 0.937 0.837 1.000 0.680 .981 09299 0.350

AL D Dia 0 0.9%9 0.205 0.000 0.689 0.000 Q000 0.000 {1,000 H.000 0.000 0.004)

— & = I [ I— —
B

AL N Dia 2 0174 Q.99 1001 (689 alls 0.203 2.000 0.u00 0.061 0.007 [EREAD]

Al D Diad {1,000 0511 0.937 0.000 0115 1.000 0818 0057 1.000 0997 0008

MM C a0 000U 0.686 0 837 0 Lol 0.203 1.000 117 ouil 0.999 09481 [T

— ——— _ — ke _ i _

MN C Dia 2 0.000 0097 1.000 0 () 1.0 0.818 n.661 0.851 0.912 LO 959 0.342

MN ¢ Din 4 0.000 0 0D0 0.650 J 0.000 0.000 n037 0.017 {.851 071 0.353 0.999

MN D Din 0 0.000 0 142 0982 (L] 0063 1 900 0499 092 0.071 Uy 001y

_ - I + — %

MN [} Dia 2 0.0040 0071 0.999 0 001 0.0 0.997 0981 0999 0353 0999 0131 —1
S Ll _T_ _— | - - S FPL [ i e
’ MN D Dha4d 0 000 .00 0.350 0.000 0000 {008 000} 0.542 0.999 GOIn 0.131 J J
i L — — —_— — - § EE— e Al



Cuadro 4. Para el almacenamiento a corlo plazo, se realizd un analisis de varianza de tres vias; en donde las variables
independientes fueron el lugar de procedencia, el esperma concentrado o diluido (diluciones) y el tiempo de
almacenamiento, mientras que la variable dependiente fue la integridad de ia membrana. (SC, suma de cuadrados, Gl
Grados de libertad; CM, Cuadrado medio; F, distribucién F; P, probabiidad. Los datos porcentuales obtenidos para todos

los expenimento fuercn {ransformados al arcoseno de la raiz cuadrada de la proporcion, para ajustarlos a la distribucion
normal (Zar, 1996).

Efecta |'sc ar oM TF P
— I - -

Interseccion SASHUG D 1 235899 2 7312767 U QOO
| | | |
| Lugar de procedencia 3854 } l 185 4 13374 DR TA
|

} S - l

Esperma coacentrado o diluide all 4 | | oyl 4 | i i
| Tiempa de amacenamienty T e N ‘ 9 TR | s
\ [

Lugar de procedencia *Feperma concentrado o diiuldo 6.4 1 6.4 0.204 0.653227
| lLugar de procedencia *fiempe de Almactnamiento T 2 287 12 356 VLR
| |

Esperma concen(rado o diluldo* Tiempo de almacenamiento 6y | 2 341 1.085 0.34475

Lugar de¢ procedencia *Esperma concentrada o dlluide * Tiempa de almacenamiealo i.8 2 0.9 0.028 0.972196

Error 1R84 60 4 ] T
L — e — - ==
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Cuadro 5. Prueba a posteriori de Tukey HSD para identificar diferencias significativas especificas entre el lugar de
procedencia, la concentracién del esperma, &l tiempo de almacenamiento sobre la integridad de la membrana del
esperma del lenguado de California. Los datos porcentuales obtenidos para todos los experimento fueron transformados
al arcoseno de la raiz cuadrada de la proporcion, para ajustarlos a la distribuciéon normal (Zar, 1996). AL, Aclimatados en

el Laboratono; MN, Medic Natural; C, Concentrados; D, Diluidos.

o I Usperma

Logar Tia gy de
- arla :I:I;T:rdn Almacenambealo 1 1 3 4 5 L] 7 A 9 1] 11 1l
1 AL C Dia 0 0.554 Q.000 0819 0000 0000 0008 (U IET 0003 0.000 0.000 0.00u
2 AL [y Dia 2 554 G0R2 | 0.959 0223 0004 0.797 0.751 1.614 0.143 0.002 0.064
3 AL C Dia 4 G (04 0082 ‘ P27 199y 0944 (963 Uv7s 9994 1.000 0.980 1.000
4 AL N Ma ¢ 0819 0999 noz7 > BR7 0 000 0525 0.472 033 0.051 0000 .02
5 AL ] Dia 2 (R85 1] 0223 0.999 08 1754 09598 0.999 0999 1.000 0.857 0999
H— LI - i -+ l
6 AL o] Diad 0.040 00l 0.946 0.000 0734 0192 0225 0333 0865 1000 0946
T MN < Dia 0000 0.797 9963 0.525 01998 6192 1.000 1.000 0.99) 0.280 0.94E
3 MN < Dia 2 a.0ns 0731 Q975 0.472 | 0999 na2s 1 000 1.00d 0.995 0322 0959
L — ! i E AN T -
9 MN C a4 0Kl 0614 0994 0.339 0999 n333 1.000 1.000 0999 0.452 098
0 MN D Dia 0 [ Ui] 0143 1.000 v Aasy 1000 0865 o9 0995 09949 0.935 |.000
11 MN 2} Dis 2 AV 13,002 0.9830 0 0Yo B.R57 1.000 0280 0,322 0.452 By15 0.989
12 MN n 1ia 4 | ooy (LS [REE Ha2a 0999 | 096h 04941 0.959 0 9ns 1.0100 4959
- L —— A - . S— —_
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Cuadro 6. Para el evaluar la citoxidad de los crioprotectores, se realizd un analisis de varianza de dos vias; en donde las
variables independientes fueron los crioproteclores y las concenfracicnes, mientras que la variable dependiente fue la
motilidad. (SC, suma de cuadrados, Gl Grados de libertad; CM, Cuadrado medio; F, distribucién F; P, probabilidad. Los
datos porcentuales obtenidos para todos los experimento fueron transformados al arcoseno de la raiz cuadrada de la
proporcion, para ajuslarios a la distribucién normal (Zar, 1996).

L F P
Efecto s5C G! ™

tatercepclén

ERERE |

3o

RS KL

14083
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531353

Crioproteciores EORY O | 100 () 07101 0 406092

Concentraclin 0.72 V2 486 Q0345 0.966110
|

Crioproteciores * concentracidn 12617 2 164.58 1 1686 03243539




Cuadro 7. Se realizd |la prueba a posteriori de Tukey HSD para identificar diferencias significativas especificas entre los
crioprotectoras y las concentraciones sobre la motilidad del esperma del lenguado de California. Los datos porcentuales
obtenidos para lodos los expenimenio fueron transformados al arcoseno de la raiz cuadrada de la proporcién, para

ajustarlos a la distribucion normal (Zar, 1996).

Crioprotector

S u-- L L.af ...r_,
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Concentraclén L 1 2z 3 T T4 ——_>? T_“-
DMSO 5 T — 0999102 | 0.9¥9660 0.955021 0922969 0.999656
OMSO 10 1.999102 0.923969 DRISSKS | 0762063 | 0999879
TDMSe s - [ 0.989660 0915569 T T T woesesre To9osie | 0978671
G 5 0.955021 0.82558% T 0999874 0.999996 0922969
G h BRE 932960 | 7Az0e3 DoDn102 099996 T T | asteroy
ty = 7JT— U 999996 U.89957¢ 0976671 0923969 0879700 | i
R _ _ o L - _ — = i =



Cuadro 8. Para el evaluaria citoxidad de los cnoprotectores, se realizo un analisis de varianza de dos vias; en donde las
variables independientes fueron los crioprotectores y las concentracionss, mientras que la vanable dependiente fue el
tiempo en que decreci6 la molilidad del lenguado de California en un 50%. (SC, suma de cuadrados, Gl Grados de
libertad, CM, Cuadrado medio; F, distribucién F; P, probabilidad. Los datos porcentuales obtenidos para lodos los
experimento fueron transformados al arcoseno de la raiz cuadrada de la proporcion, para ajustaros a la distribucion
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normal (Zar, 1996).

S = s e - =
Efecto SC Gl CM r P
Intercepaidn PRV RARL} S5%1m 446 1440 [RECCEIET]
Crioproteciores 3378 i 3175 19256 34369
Concentracidn THZE A 2 946U 73 16 5361 LA
Criopryiectores * cancentraclén 196 72 2 a8 36 16930 Q201079
Error 174200 30 58.10
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Cuadro 9. Se realizé la prueba & posteriori de Tukey HSD para identificar diferencias significativas especificas entre los
crioprotectores y el tiempo en que decrecid la motilidad del esperma del lenguado de California en un 50%.Los datos
porcentuales obtenidos para todos los experimenio fueron transformados al arcoseno de la raiz cuadrada de la

proporcion, para ajustarlos a la distribucion normal (Zar, 1996).

o8

C;oprnlec:r N Caoncentraclén B _l 2 3 4 - 5 I 6
1 DMS0O '_S BRI _0‘9‘}‘4539 I};()Oirﬂ) 0.76RRRE 0470146 | Q00583
—2_ _-l:;;SU 10 7 hi();‘NM 9 0,0HI‘?IT 0.966 19 0.789301 { 0o2lial
- 3 1 DM—SO i 15 0 00054 _(l‘ﬂm']—l_l _0;4531 0047213 l 0.930805
4 o 4] o 5 N 1 0. 768REG “0,0(76190 0014587 I _0.996137 ‘ 0.125203
5 ) g__(_i S 10 o 0470146 (3 789301 0047213 0.9961137 0.30422)
] - 7(1;_——-ﬁ 1 15 '_(}'" o _0 [FERED 0930805 -D 125202 —#;;;gl__ L




Cuadro 10. Se realiz6 un analisis de varianza de dos vias; en donde las variabies independientes fueran el lugar de
procedancia y los crioprotectores. Mientras gue la variable dependiente es la motilidad. SC, suma de cuadrados, Gi
Grados de libertad; CM, Cuadrado medio; F, distribucion F; P, probabilidad. Los datos porcentuales obtenidos para todos
los experimento fueron transformados al arcoseno de la raiz cuadrada de |la proporcidn, para ajustarlos a la distribucion

normal {Zar, 1996).

1 Gl M
Intercepcidn 0160 | 1 0l Y
[ !
Lugar de procedencia 161.1% il 161 15
1
Crieproteciores 15 | 2 19T 9
Lugar d¢ procedencla ® crioproteciores 38626 ') 12313
|
Error 3810.60 42 138358
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Cuadro 11. Se realizb la prueba a posteriori de Tukey HSD para identificar diferencias significativas especificas entre el
lugar de procedencia y los crioprotectores scbre la motilidad del esperma del lenguado de California. Los datos
porcentuales obtenidos para todos los experimento fueron transformados al arcoseno de la raiz cuadrada de la
proporcidn, para ajustarlos a la distribucidon normal {Zar, 1996). AL, Aclimatados en el Laboratorio; MN, Medio Natural.

Lugar d¢ procedencia Crioprofectores 1 2 3 4 5 6
hl AL Control N 0.00142 0.982896 0 9966881 02225815 0851329 -
_1_ o VAL - DMSCG 0301182 I 0.014742 0.000608 0.434382 0.050196
3 AL i G . il 0.U828%6 0.014762 0 851530 0.606563 0996666 _
_4 ) _MN Conirol 0.996681 i 0.000608 | N.8515130 0 45007 1575578
_'i MN _".D_MSO_ N ﬁl;.?jZSS-l_S 0.434382 0.606563 085007 _l') 8:2667 -
76 B —MN e} - i 0.85)329 1 D.Sorlr;) | 0 996656 _0.5'3‘5578 0 872667 | N
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Cuadro 12, Se realizd un analisis de varianza de dos vias; en donde las variables independientes fueron el lugar de
procedencia y los crioproteclores. Mientras que la variable dependiente es inlegridad de la membrana del lenguado de
California. SC, suma de cuadrados, Gl Grados de libertad; CM, Cuadrado medio; F, distribucidon F; P, probabilidad. Los
datos porcentuales obtenidos para todos los experimento fueron transformados al arcoseno de la raiz cuadrada de la
proporcion, para ajustarlos a la distribucion normal (Zar, 1996).

Efcetn sC Gl M
Intercepclén 113302 0 d | 15302 3
Lugar de procedencla 2522 1 2322
Crioproteciores 26 g 145
Lugar de procedencia * crivproteclores 1747 B7.4
Error 34855 42 Kl
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Cuadro 13. Se realizd la prueba a posteriori de Tukey HSD para identificar diferencias significativas especificas entre el
lugar de procedencia y los crioprotectores sobre la integridad de la membrana del lenguado de California. Los datos
porcentuales obtenidos para todos los experimento fueron transformados al arcoseno de la raiz cuadrada de la
proporcion, para ajustarlos a la distribucién normal (Zar, 1996). AL, Aclimatados en el Laboratorio; MN, Medio Natural.

72

Lugar d¢ procedencla Crloprotectores 1 2 3 4 5 6
1 AL Cantrol O 0i=ia4} 0226509 0993423 0.1249% 0.363768
2 AL DMS0 0.000443 0152140 0000155 0.268194 0083048
- — ] - -

3 AL G 0.226509 0.i52140 0.072020 0.999659 0999733
4 MN Conlimol 1993423 [OHES 0072020 003710 0.13386)
5 MN DMSO 0.124999 0268194 0999659 034716 0991391
6 MN G G.363768 0083048 0.999753 0.133R6) G.991391




