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RESUMEN

En México !a mayoria de los estudios sobre €l manejo de la reproduccién en peces
estan orientados hacia aspectos de fecundidad. ferilidad, maduracién ovarica y seleccion de
hembras para lote de reproductores, entre otros; descuidando el papel que desempeiian l0s

machos en este proceso.

Este trabajo esta orientado a establecer la estandarizacion de la criopreservacion de
semen de Tilapia (Oreochromis spp), tomando como referencia estudios realizados en otros
grupos de pecés. Lo anterior permite tener la posibili&ad de formar un banco de gemmoplasma

que apoyara fuertemente et manejo de {a reproduccidn de esta especie en el ambito nacionai.

En [a estandarizacion de fa técnica de criopreservacion [os tratamientos que se
utilizaron  fueron: glicerol, glicerol+glucosa, DMSO, DMSO+glucosa, etilenglicol y
etilenglicol+glucosa, teniendo como resultados al etilenglicol y etillenglicoi+glucosa como los
crioprofectantes que arrojaron mejores beneficios en motilidad para el uso de esta técnica
presentando una motilidad de 50% y 53.6%, y en la prueba de viabilidad los mejores resuitados
se observaron en etilenglicol+glucosa con 89.8% y glicerol+glucosa con 90.7% y en la prueba
de morfologia se observd que en todos los tratamientos en que se adicioné glucosa se tiene el

_menor niimero de anommalidades espermaticas.



INTRODUCCION

Actualmente México esta pasando por una etapa de cambios y ajustes econdmicos,
politicos. sociales y de refaciones internacionales con et fin de superar el subdesrrollo dei pais.
Ademas, el continuo incremento de las poblaciones humanas es un problema que implica ia
necesidad urgente de optimizar fundamentaimente los recursos aplicados ai . area de
produccién, tales como los productos agropecuarios, estos recursos que actualmente, como
fuente de alimento estan flegando a sus limites, por (0 que se requiere una busqueda de otras

fuentes de alimento y un mejor aprovechamienio de {os recursos ya existentes.

La acuicullura entendida como e! cultivo de organismos acudticos en sistemas
controiados, representa una aitemativa productiva, con una amplia gama de especies para ser
cuitivadas que den respuesta a la demanda creciente de alimentos; ademds este cuitivo es
altamente redituable, ya que fa mayoria de estos organismos son eficientes transformadores’de
alimento en proteina corporal, una parte de la eficiencia se debe al hecho de que no necesitan
que desperdiciar energia para su propio soporte, ya que sus cuerpos son soportados por el
agua; ademas no gastan calorias para mantener una temperatura constante esto debido a su

condicion como poiquilotenmo.

En particular, desde su introduccidn en México en 1964, la Tiiapia ha representado una
fuente de alimentos y empleos constituyendo una actividad econémica imporntante en los
cuerpos de agua epicontinentales. Esto se refleja en las estadisticas pesqueras, al registrarse
una produccion aproximada de 70,392 toneladas en 1998, ocupando e! pnmer lugar en
pesquerias de aguas dulces (SEMARNAP, 1899).

La Tilapia posee importancia en la produccion de proteina de origen animai en {as agua
tropicales y subtropicales de todo el mundo, particularmente en los paises en desarmollo.




Los atributos que convierten a la Tilapia en uno de los organismos mas apropiados para la
~ piscicultura  son su rapido crecimiento. resistencia a enfermedades, elevada productividad,
tolerancia a desarroflarse en condiciones de aita deasidad. capacidad para sobrevivir a bajas
concentraciones de oxigeno y a diferente grado de salinidad, asi como la habilidad de nutrirse a
partir de una amplia gama de alimentos naturales y artificiales(especies microfagas). Ademas,
la calidad de la carne es excelente, puesto que la textura es firme, de color blanco y no posee
huesos intermusculares, lo cual hace que constituya un pescado altamente apetecible para el

coasumidor (Morales, 1988).

En las ultimas décadas se han incorporado diversas lineas genéticas en los centros
piscicolas de la Secretaria de Pesca. Alguns de ellas han demastrado ser eficientes desde el
purnto de vista productivo; sin embargo el manejo de estas no ha tenido una base cientifica
sostenible, por 1o cual, con el tiemps se han perdido sus caracteristicas fundamentales,

notandose una baja tasa de crecimiento y, por lo tanto en rendimiento acuicola.

Para mantener fa cafidad geneética de fas especies que se importan y ofrecer a los
productores lineas de alto valor, es necesario contar can un banco de genoma, que asegure
disponer de especies idéneas desde el punto de vista del productor. Para ello se requiere de
tecnologia especializada que permita conservar el material genético de organismas aitamente

productivos u organismaos en peligro de extincién (Amredondo. 1996).

Una de las tecnologias que pueden dar gran soporte a os bancos de germoptasma es
la criogenia, esta técnica obtiene y emplea la temperatura por debajo de 120°K (-153°C}), los
sistemas criogénicos empezaron a utilizarse en la industria en'ios afos 20 de este siglo
(Suarez, 1997).

La criopreservacion de espermatozoides es el almacenaje de semen a baja
temperaturas, el uso de esta técnica en el semen de peces es de mucha utifidad durante fa
practica del manejo de la reproduccién, como por ejemplo en las especies en que los ovarios y
testiculos maduran en diferente tiempo, siendo asi una excelente altemativa para optimizar ia
reproduccién artificial, mantenimiento de lineas y familias de etevado vator genético, facilidad de
los cambios de semen entre centros de reproduccion, incluso la constitucién de bancos de
germopiasma (Denvaux, 1985; Rodriguez, 1982" Rodriguez, 19923,

Este trabajo esta orientado a establecer la estandarnizacion de la
criopreservacion de semen de Tilapia, tomando como referencia estudios realizados en otros
grupos de peces. lo antenor pemmite tener la posibilidad de formar un banco de gemmoplasma
que apoyara el manejo de la reproduccion de esta especie en el ambito nacional.




ANTECEDENTES

La mojarra Tilapia hace referencia a un grupo de peces ciclidos de la tribu Tilapinni
originaria del Africa Oriental. Algunas de sus especies han sido cuitivadas en estangues desde
el afio 1,000 a. C. no obstante, es hasta el presente siglo cuando esta especie recibe la

atencion de ios acuicuftores a nivef mundial (Arredonda, 1996).

El cultivo de la Tilapia se inicio en México en 1964, con ia importacion de los primeros
ejemplares procedentes de la Universidad de Aubum, Alabama, EUA. Las cuales fueron
depositadas en la Estacion Piscicola de Temascai, Oaxaca, de donde fueron distnbuidas
ampliamente en una gran cantidad de cuerpos de agua naturales y artificiales en las zonas
tropical y templada del pais. Las especies introducidas en este ano fueron identificadas como:

Titapia rendalli, Orechromis mossambicus y O. aureus (Arredondo et al., 1994).

En 1978. se introdujo ia Tilapia del Nilo (O. nifoticus) en el mismo sitio procedente de
Panama. En 1981, O. mossambicus var. roja y ©. urolepis homorum provenientes de
Parlamento, Florida, EUA. En 1986 ia primera linea roja de O. nifoticus procedente de la
Universidad de Stiding, Escocia. En 1987 nuevamente se.introduce O. urolepis hornorum, y O.
mossambicus, asi como la Tilapia ziffii y a partir de este afio tanto ef gobiemo a través de la
entonces Secretaria de Pesca, gobiemos de los estados asi como algunos productores
privados introducen nuevas variedades como !a Tilapia hibrido rojo, procedente de Puerto Rico,
fa Tilapia blanca conocida como Rocky Montain, la O. aureus procedente de Cuba y ia O.
aureus azul, entre otras (Arredondo, 1996). En 1991 se importaron aigunos lotes de Tilapia
procedentes de Egipto, Panama y Costa Rica y fueron introducidos en los centros Acuicolas de
la Secretaria de Pesca. (Arredondo et al.. 1994) '

Si bien existe en nuestro pais todas las especies y vanedades de Tilapia antes
mencionadas, las mas utilizadas en {3 acuicultura son {as que tiene habitos alimenticios
microéfagos como es el caso de O. njloticus. O. aureus y O. mossmbicus y las especies del
género Tijapia que son preferentemente herbivoras, han  sido relegadas y no se producen ya
crias. (Arredondo, 1996).



Las Tilapias son peces teledsteos pertenecientes a !a familia Cichlidae, la cual se
carac:er}za porque sus miembros presentan una coloracion atractiva. Las cictidos son natives 4
de Africa, América Central y la parte tropical de América del sur. estos se diferencian de la gran
mayaria de peces dulceacuicolas por la presencia de un solo orificio nasat a cada fado de la
cabeza, el cuerpo es generalmente comprimido a menudo discoidal, raramente alargado; en
muchas especies la cabeza dei macho es invariablemente mayor que {a de la hembra; algunas
veces con la edad y el desarrolio se presenta en el macho tejidos grasos en ia regién anterior y

dorsal de 1a cabeza (dimorfismo sexual). (Morales, 1991).

Fisiologia de la Reproduccion.

Las especies de Oreochromis son heterosexuales, su fecundacion es externa y el
numero de huevecillos por hembra varia segun la especie y en su tamafo, generaimente para
su reproduccioén en cautiverio ef numero de hembras debe ser mayor que el de los machos en

una proporcién de 4:1 (Hepher, 1985),

El sistema endocrino juega un importante papel en fa maduracién de los peces. La
diferenciacion de las gonadas ocurre en etapas tempranas. entre los 16 y 20 dias (lomando
como referencia en primer dia en que dejo de ser alevin). Posteriormente, las gonadas
empiezan a definirse, las femeninas se desarroilan de 7 a 10 dias antes de {as masculinas

(Arredando et al., 1994).

Maduracién sexual

Los organismos alcanzan ia madurez sexual a partir de los 2 0 3 meses y a una fongitud
de 8 a3 16 om. Los factores que influyen en la maduracion sexual son el fotoperiodo; la
temperatura (la cual debe permanecer por arriba de los 24°C) y ia presencia def sexo opuesto
(Arredondo, 1996). Estos factores estan involucrados como estimulos en la sacuencia de los
aspectos endocrinos reproductivos, de tal manera que asegura fa aparicion de fas actividades
sexuales cuando las condiciones del medio son favorables para la sobrevivencia de las crias.
La frecuencia de desoves varia considerablemente dependiendo de los factores ambientales,
pudiendo ser desde 6§ hasta 16 veces al afo. (Amedondo et al.,, 1994). En México se ha

observado reproducciones hasta 10 veces aj afio. (Morales, 1891).



Ef apareamiegto de.las tilapias esta maotivado por‘|05 mismos factores externos que fa
madurez sexual, suscitandose un comportamiento caracteristico que involucra la construccion
del nido por ef macho el cual presenta temitorialidad, cortejo del macho hacia la hembra:
oviposicion y fecundacion de los huevos, asi como la incubacion bucal por parte de las

hembras. {(Arredondo et al., 1994), *

Praduccién de Gametos

La gametogénesis se presenta como respuesta de ia interelacion de factores extemos y
mecanismos endocrinos, reguiada por el sistema nervioso central. La percepcion de los
estimulos ambientales como son fotopeniodo, temperatura, salinidad, etc. esta controlada por el
sistema nervioso, incluyendo el paso desde los receptores sensonales: ojos, piel y glandula
pineal; hasta el hipotalamo, incluyendo a la produccién de hommonas hipotalamicas en los
extremos terminaies de 10s axones nerviosos que se encuentran en estrecho contacto con ia
hipdfisis formado la neurohipodfisis (Garcia, 1991). Los mensajeros quimicos producidos por el
hipotadlamo pasan a la hipofisis via axémica estimulando fa produccion de hommonas
gonadotropicas entre otras. La accién de las gonadotropinas en la goénada propicia la.
produccion de esteroides sexuales, que son los responsables directos de {a maduracin de fos

gametos (Garcia, 1991; Rodriguez, 1992%).

Se cree gue ta maduracion de las gonadas en el pez se efecta como resultado de un
aumento en la secrecion de gonadotropinas. El efecto de las gonadotropinas en ia regulacion de
la reproduccion es indirecta, y se efectua a través de esteroides sexuales, en el caso de los
machos por andrégenos como la testosterona (Rodriguez, 1992’ Rodriguez. 19922). La
duracion def proceso de espermatogénesis en teleosteos puede durar entré 4 y 23 dias,

dependiendo de las condiciones ambientales (Rodriguez, 19922).

Los peces producen un considerable namero de gametos. Ef macho produce vanos cientos
de millones de espermatozoides por afio por kilogramo de peso corporal, o mas de 100x10° 3
de testiculo por dia lo cual es diez veces superior a la produccién registrada para los |
mamiferos. La concentracién de espermatozoides por rﬁﬂilitro de semen es muy elevada en fa
Trucha y Pico entre 10 y 40x10° ; 14x107 en carpa y 30x10° en la Perca. Sin embargo, solo
una parte de estos espermatozoides pueden ser colectados en algunas especies durante et
periodo reproductivo por ejemplo en la Trucha solo un 20%, el resto queda en 105 testiculos
donde son gradualmente reabsorbidos (Biitard, 1988).



Ef nimero de huevecillos por hembra es generaimente alto, dependigndo 13 especie y el
lipo de reproduccion. La fecundidad relativa es el numero de huevos por unidad de peso
corporal, y esta es menor en especies tales como: Salmonidos ya que produce huevecillos muy
grandes, Poecilidos que son ovoviviparos y Tilapias que incuban los huevecillos (Biltard, 1988).

Morfologia de Gametos

La morfologia del espermatozoide, es muy vanada en los teledsteos. La caracteristica
principal es la ausencia de acrosoma (Biflard, 1988; Mattei, 1993), solo en algunos teledsteos
como Gambusia affinis Lepadogaster lepadogaster y Oncorhynchus mykiss se obsetvan
estructuras en el frente de sus células germinates. que son al parecer vestigios de vesiculas

acrosomales.(Mattei, 1993).

La cabeza de los espermatozoides es generalmente esférica como en el caso de
Ciprinidos y Tilapias, o figeramente eniongada como en la Trucha, presentando una
enlongacion mas evidente en el Guppi. El dvulo esta caracterizado por un nicleo muy grande

revestido por un corién el cual puede tener uno 6 vanos micropilos (Billard, 1988).

Fisiologia del espenmatozoide

Las dos caracteristicas fisiolégicas mas estudiadas entre las especies son: ia
inmovilidad de los espermatozoides en el tracto genital y el tiempo extremadamente corto de
nado una vez en que la motilidad es conseguida. Estas peculiaridades han sido estudiadas en
su mayor parte en Saimonidos, pero no son especificas para peces, {ambién han sido
encontradas en otros vertebrados inferiores como los anfibios y en invertebrados como el erizo
de mar. Hay muy poca informacién disponible en otras especies. La inmovilidad en Saimonidos
es debido a la presencia de K en el quqido seminal, también hay factores como fa elevacion de
la presion osmdtica o sucrosa que pueden inhibir la motilidad. Los factores causantes de
provocar {a inhibicién de la motilidad en otras especies aun no se han esclarecido. (Billard,
1988).

Se ha reportado que fa motilidad se puede incrementar por ef uso de fa sofucién
fertilizante de Woynarovich y Horvarth, debido a que sus componentes activan a las
mitocondrias det espermatozoide por el aumento del AMPc y por el decremento de K+
(Rodriguez, 1992": Rodriguez 1992%).



Las técnicas de recoleccién de semen varian de acuerdo a las especies: para ef caso
de los peces, se realiza por el método de canulacion o tomado directamente del ejemplar con
un tubo de ensaye (Rodriguez, 19929, o pueden ser colectado con una jeringa: Antes de la
recoleccion el pez es generatmente anestesiado (Billard, 1988; Rodriguez, 1992": Rodriguez,
19927,

Criopreservacidn de semen

Ef almacenamiento a largo plazo de gonadas, es enfocado a una gran varedad de
aplicaciones tales como {a conservacion de recursos genéticos ya sea productos de la
domesticacion o en forma natural, quizds en especies en peligro de extincion o como
herramienta en la produccion; de hecho uno de los primeros éxitos en congefacion fue la
utilizacién de espenmatozoides congetados de Arengue para fa produccién de crias en otofio
cuando en condiciones normales es en primavera, reportado por Blaxter en 1853, la
congelacion de esperma de Arenque fue realizada a —40°C en Didxido de Carbono sétido, y
después del almacenamiento se practico una exitosa inseminacion artificial (Purdon. 1990).

El aimacenaje de semen puede ser muy 0tit en la practica del manejo de la
reproduccién en peces. Saad y colaboradores en 1988, sugirieron que la criopreservacion de
semen es una buena alternativa para optimizar la reproduccion artificial (Garcia. 1991;
Rodriguez, 1992" Rodriguez. 1992%). Algunas aplicaciones sobre estas técnicas son también
reportadas por autores como: Stoss en 1983, quien centra sus estudios sobre la conservacion
de gametos de peces vy fisiologia del espemnatozoide y Billard en1984 sobre la conservacion de
gametos de peces para la inseminacidn artificial  (Billard, 1988; Garcia, 1991).

La mayaria de las publicaciones sobre el tema han sido enfocadas a especies de
importancia economica o a las gue presentan peligro de extincion. Sin embargo, las técnicas
frecuentemente empleadas pueden ser ajustadas para cualquier tipo de peces practicando
estudios preliminares sobre fisiologia y conservacién de gametos (Billard, 1988; Kurokura,
1884; Mace, 1994; Moore, 1387; Purdon, 1990).

Es escasa la bibliografia sobre criopreservacion de semen de Orechromis spp.. sin
embargo, existen estudios sobre 1a preservacidn de semen por periados cortos vy
criopreservacion realizados en  Arenque. Bacalao, Rébalo, Carpa, Trucha y Samoén det
Atlantico, (Billard, 1988: Cloud. 1990; Cloud, 1997; Figiel, 1997; Kamar, 1987; Kurokura, 1984;
Scheerer, 1989; Yoo, et al, 1987; Whitler, 1982).



Los espermatozoides pueden actualmente conservarse en nilrégeno liguido a
temperaturas tan baja's como -136°C y sobrevivir con fertilidad relativamente atta. después de
descongelados. Sin embargo, aproximadamente un 50% de espermatozoides de una poblacion
no selecta mueren o se inmovilizan durante la congelacion y descongetacion (Denvaux. 1985;
Salisbury, 1978). La lesion es causada por: 1) La formacion de cristales internos gque afectan a
{a estructura del espermatozoide, 2) fa concentracion de soluto que se produce conforme el
agua pura se elimina del medio de suspension dei interior y ! exterior de las células. y 3) por
las interacciones de ambos factores fisicos (Derivaux. 1985: Purdon, 1990: Salisbury, 1978).

Para aplicar ta técnica de criopreservacion de semen en cualquier especie Se requiere:
Un crioprotector, para evitar la criofractura, causada por la cnistalizacion; un liquido diluyente,
con sustancias que nutran a los espermatozoides por periodos prolongados y por ultimo un
antibidtico para evitar el desarrolio bacteriano (Billard, 1888; Dernvaux. 1985; Garcia, 1891,
Salisbury 1978).

En estudios realizados por diversos autores se recomienda una relacion de semen de
20%, crioprotectante 15% y solucion diluyente de '65% (Garcia, 1991: Kurokura; 1984,
Rodriguez, 1992%).

Hay un gran numero de agentes crioprotectantes. estos estan clasificados en dos
grupos: Crioprotectantes intracélulares permeables. en estos se encuentran el glicerol. dimetif
sulforxido (DMSO), etiteno, dietileno, trietiteno, metano!, dirmetil acetamida (DMA) entre otros; y
jos  crioprotectantes extracelualres no permeables como: sacarosa, lactosa y glucosa
(Salisbury, 1978); sin embargo los crioprotectantes utilizados éon mayor frecuencia en
criopreservacion de gametos de peces son DMSO y metano! (Figiel, 1997).

£l DMSO es ef crioprotectante que ha dado mejores resuitados para congefar esperma
de Salmén ya que otros crioprotectantes, presentan baja fertiidad después de la
descongelacion (Cloud, 1997).

Hervey B.J. y R.N. Kelley en 1988 reportaron un método practico para congelacion de
semen de Titapia, utilizando como crioprotectante intracelular metanol al 5% y leche
descremada en polvo al 15%, obteniendo como resultado después de ia descongelacion una
motilidad de 39%.

El punto crioscopico de! liquidc  seminal en !a mayoria de los peces es
aproximadamente de -85°C, pudiéndose utilizar, en lugar de nitrégeno liquido, hielo seco. cuya
temperatura es de ~79°C. (Martin, 1988).
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HIPOTESIS

Los agentes crioprotectantes, se usan para proteger la célula cuando es sometida a ha
bajas temperaturas. es decir evita o disminuye el dafio ceiular causado por la cristalizacion, de
tal manera que al aplicar la técnica de criopreservacion al semen de Tilapia (Oreochromis spp)

se previene o disminuye el dafio celular, sin afectar significativamente la calidagd espermatica.



OBJETIVOS

Objetivo general:

Estandarizar |a técnica de congelacion en semen de Tilapia.

Objetivos especificos:

1) Evaluar la calidad del semen de los machos reproductores de Tilapia antes y

después de ser sometidos ai congetamiento.

2) Congelar los espermatozoides utilizando como crioprotectantes intracelulares
(DMSO, glicerot y etilenglicol), y glucosa como crioprotectante extracelular.

3) Detemminar la curva Gptima de congelacion



MATERIAL Y METODO

Materiai bioiogico

E! matenal biolbgico se obtuvo de 30 machos reproductores proporcionados por ia
SEMARNAP y de un centro acuicola de la Universidad de Guadalajara localizado en los
Belenes, Zapopan, Jalisco; con edad entre 4 y 6 meses y un peso de 250 a 500 g; dichos
reproductores fueron mantenidos en peceras de 70 litros (un organismo por pecera) teniendo
bajo control los parametros de: Temperatura a 28°C mediante termostatos de 75 watt, oxigeno
disuelto 5 mg/it mediante aireadores de cabeza de poder. fotoperiodo a 12 horas tuz, asi mismo
se monitorearon y mantuvieron en condiciones dptimas para la especie estudiéda otros
parametros fisicoguimicos del agua (pH, amonio y nitritos), los organismos evaluados se

aclimataron durante una semana antes de la extraccion del semen.

Recoleccion de semen

Se sedaron los machos que se utilizargn como donadores de semen, con bicarbonato
de sodio a razén de 850 mg por iitro de agua. por tiempo de diez minutos, inmediatamente Se
seco el exceso de agua con una franefa himeda, sujetandose por la cabeza y la region caudal
se movié suavemente hacia los lados para la relajacién de la musculatura, se les dio masaje y .
posteriormente se presiono en los flancos desde atras de los opéraculos hacia el poro genital,
siguiendo ia region donde se localizan las gonadas y se colect6 el semen, se terminé cuando ei

flujo fue nulo a la presién.

El semen se colecto en una jeringa con aguja de punta roma, se manejo suavemente
tratando de evitar el daflo mecanico de los espermatozoides, después se coloco en un tubo

Ependorf previamente pesado.



Determinacion de la calidad del semen.

inmediatamente después de la extraccion de semen se evaluaron la motilidad,

viabilidad morfologia, densidad, y numero de espermatozoides por mifilitro.

Las pruebas de motilidad, viabilidad y morfologia fueron también realizadas después de

que el semen fue sometido a la congelacién.

1. Prueba de motilidad
La motilidad del espermatozoide esta dada por la morfologia y la viabilidad, de su vigor

dependerd en gran parte el éxito de ia fecundacion.

Se identificé basicamente un primer momento: En el gue el movimiento fue rapido y

vibrante llevandose un registro de! tiempo hasta que la vibracién general disminuyo.

Para medir el porcentaje de motilidad se uso un sistema de conteo modificado por
Kurura, 1984 y consistio en una escala de 6 puntos basada en el porcentaje de motilidad del

espermatozoide, como se especifica en la siguiente tabla:

Calificacion  Caracteristicas Porcentaje de motilidad ( % )
I e e s I
1 Débilmente activos 1-15
2 Oscilante 5-30
3 Movimiento 30-50
4 Activos 50-70
5 Excelente 70-100
Método

Para observar el movimiento se colocO una gota de semen en un portaobjetos
adicionando posteriormente una gota de solucion fertilizante (ver anexo I) se cubrio suavemente
con un cubre objetos y observé al microscopio en 40x cada 15 segundos, tomando el tiempo
hasta que la vibracién general declino.



2. Prueba de viabilidad .
La viabitidad determina el nimero de espermatozoides vivos -y muertos, Se aplico

mediante ia técnica de Bioom (ver anexo 1).
Método.

En un porta objetos se coloco una gota de semen y fue mezclada con una gota de
igual proporcién de la solucién de eosina-nigrosina, elaporandose un frotis lo mas delgado
posible. Los espermatozoides muertos se tifieron intensamente de rojo y rosa mientras que los
vivos permanecieron transparentes esto fue apreciable en el microscopio 6ptico con el objetivo
100x.

3. Prueba de morfologia
Al observar la morfologia las muestras generailmente presentan un elevado porcentaje
de formas anormales que tienden a ser de baja fertilidad. Para su evaluacion se utilizd la

técnica de Coffin, 1986 (ver anexo ).
Método.
La técnica de Coffin (1986), fue la utilizada para evaluar la morfologia y consistio en:

1. Se preparo un frotis delgado sobre un poria objetos elaborado con una pequefia gota para
evitar asi que quedara muy concentrado .

2. Fijacién por aire y calor.

3. Se adicioné cloramida al 1%, dejandola durante 3 minutos para extraer el moco.

4. Se enjuago con agua y a continuacion con aicohol al 95%.

5. Secando mediante papel secante.

6. Tincion de 2 - 5 min. con el colorante preparado con fucsina fendlica de Zienhi Nieisen, 2
partes; Solucion alcohdlica concentrada de eosina. una parte, y alcohol al 95%.

7. Se lavo con agua.

8. Tincidn para contrastar con azul de metileno de Loeffler por el 1apso de unos segundos.

9. Se elimind el exceso de colorante al lavarse con agua.

10. Observacion al microscopio optico en objetivo 40x.

Mediante esta técnica se observo ai microscopio 6ptico en objetivo 40x que las cabezas

de los espermatozoides se tifieron de purpura. 1as colas y las porciones intermedias, en rojo o

rosa.
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4. Prueba,de numero de espermatozoides
‘Esta prueba se realizd mediante el conteo del nimero de espermatozoides por mililitro,

se utilizé una solucién diluyente (ver anexo ).

Esta determinaciort se practicé mediante ia camara de Neubauer, empieando la técnica

de Coffin, (1986) modificada por Rodriguez (1992) .
Método

Se utilizé una pipeta de glébulos rojos con la cual se tomo de la muestra de semen
Hlevandola a la marca de 0.1, posteriormente se coloca en la solucién diluyente hasta llegar a la
marca de 101, se deja de succionar retirando el tubo de hule colocando el dedo indice y el
puigar en cada extremo de esta, se procedio a agitar vigorosamente la pipeta en un fapso de 15

segundos antes de proceder al lenado de la camara de Neubauer.

Llenado de /a cdmara de Neubauer .
Se desecharon las tres primeras gotas de fa pipeta de globulos rojos y se procedio a
llenar por capilaridad el area central finamente graduada de la camara, se deja reposar durante

5 minutos y se observa al microscopio.

En el microscopio se empleo el objetivo seco fuerte (40X), se contaron los
espermatozoides presentes en jos cuadros de las esquinas y el cuadro central {cinco en total),
excluyéndose los espermatozoides que estaban adhendos a las paredes de dichos cuadros.

Calculo del numero de espermatozoides

Con este método, si el numero de espermatozoides obtenido de los 5 cuadros es
similar, se procede a sacar el promedio y éste valor es multiplicado por 5x10 a la 6 para
obtener dadas fas diluciones, el nimero de espenmatozoides por mililitro.

5. Prueba de densidad
Esta prueba fue calculada utilizando la siguiente fémmula:

D=wW/V

En donde:



D = densidad
W = peso del semen {(g) y
V = Volumen del semen (mi}.

Método

Se tomd un volumen determinado, en un tubo Ependoif graduado y posteriormente se
pesé en una balanza analitica en la cual previamente se habia pesado ef tubo, y por diferencia

de pesos se obtuvo el peso dei semen.

Las pruebas que realizaron fueron necesarias para la seleccidn del semen
comprobando asi que este reune las mejores caracteristicas en cuanto a catidad y cantidad,
ademas de permitirnos caicular del volumen de ios diluyentes que se utilizaron posteriormente

. en ef proceso de criopreservacion.

Enfriamiento y congelacion

El proceso de enfriamiento ocurrié gradualmente (de 30°C a 5°C) permaneciendo en ef
refrigerador aproximadamente 45 minutos, durante este tiempo se realizé la evaluacién

cualitativa y cuantitativa del semen.

El semen antes de comenzar et enfriamiento fue previamente mezclado con un una
solucién de liquido diluyente (ver anexo I} y crioprotectante, presentando los siguientes

tratamientos:

Semen + liquido diluyente + DMSO

Semen + liquido diluyente + Glicerol

Semen + liquido diluyente + Etilen-giicol

Semen + fiquido diluyente + DMSO + Glucosa
Semen + fiquido diluyente + Glicerol + Glucosa.

B T o

Semen + {iquido diluyente + Etilen-glicol + Glucosa



Para las diluciones se realizd la relacion de semen de 20%. crioprotectante 15% y solucion
diluyente de 65%, ademas se adiciono estreptomicina (ver anexo 1) para evitar e! florecimiento
bacteriano. Posteriormente se envaso en paji'llas plasticas de 0.5 mi las cuales fueron
identificadas para llevar un registro y finaimente se procedié a congelar partiendo de una

temperatura de 5°C tiempo en que se compieto ef proceso de equilibrio.
En el proceso para congelar, se empleo la congelacion suave:

Partiendo de 5°C hasta llegar a ~30°C en un tiempo maximo de 8 minutos en vapor de
nitrégeno liquido, luego se sumergié directamente en nitrogeno liquido, la curva de descenso

fue de aproximadamente 5°C/min.

Las pajillas se descongeiaron en: )
- Baiio Maria a una temperatura de 32°C, de esta manera e! proceso de descongelacion duré
aproximadamente 30 segundos, al cabo de los cuales el semen alcanzo los 5°C. dando
como resuitado una descongelacién rapida. Posteriormente se realizaron las pruebas de

motilidad, viabilidad y morfologia.

Analisis Estadistico

Los resuitados obtenidos en el estudio consistieron en conteos antes y después de el
proceso de congelacion, la prueba estadistica que se utilizo fue el analisis de Varianza para
obtener la varabilidad entre tratamientos, y para nacer el analisis de signiﬁcancia de las
diferencias o de las comparaciones entre las medias de las muestras se aplico el método de
Contrastes Ortagonales (Reyes 1980, Little, 1976).



RESULTADOS

En el presente estudio se utilizé como material biolégico semen de Oreochromis spp. El
cual fue sometido a diferentes pruebas tanto cualitativas como cuantitativas antes de ser
criopreservado. De los seis diferentes tratamientos a evaluar se hicieron siete repeticiones de
cada uno, repartidas en once fechas de recoleccion, los datos obtenidos se muestran ef (a

Tabla 1.

En la Tabla N° 2 se muestra un resumen del total de semen fresco utilizado, el total de
diluyente y crioprotector. el volumen total de semen (20%) + diluyente (65%) + crioprotector

(15%), el nimero total de viales (42 viales) y namero de viales por ensayo (7 viales) .

En latabla 3 y Grafica 2, se describe la evaluacion de ia motilidad antes y después de
la congelacion, en este mismo orden (antes y después) son citados los porcentajes que
presentaron los diferentes tratamientos a lo largo de la evaluaciéh, donde se encontré que la
media para el DMSO fue de 94% y 36.1%, Asi mismo para el DMSO+glucosa fue de 95.9% y
38.6% ; Para el Etilenglicol fue de 92.4% y 50%, en Etilenglicol+glucosa fue de 97% y 53%; En
Gligerol fue de 94.1% y 15%, par Glicerol+glucosa fue de 85.4% y 19.3%.

En latabla 4 y Grafica 3, se describe la evaluacion de Ia viabilidad antes y después de
la congelacién, en este mismo orden (antes y después) son citados los porcentajes que
presentaron los diferentes tratamientos a lo largo de la evaluacion, donde se encontrd que la
media para el DMSO fue de 90.3% y 87.9%, Asi mismo para el DMSO+glucosa fue de 93.1% y
90.1% ; Para el Etilenglicol fue de 90.9% y 86.4%, en Etilenglicol+giucosa fue de 90.4% y
89.3%; En Glicerol fue de 82.6% y 80.7%, par Glicerol+glucosa fue de 92.9% y 90.7%.

En latabla 5 y Grafica 4, se describe la evaluacién de fa morfologia antes y después de
la congelacion, en este mismo orden (antes y después) son citados los porcentajes que
presentaron log diferentes tratamientos a fo largo de la evaluacién, donde se encontré que !a
media para el DMSO fue de 10.3% y 12%, Asi mismo para el DMSO+glucosa fue de 11% y
12.8% . Para el Etilenglicol fue de 8.4 % y 11.1, en Etilenglicol+glucosa fue de 10.3% y 11.8%;
En Glicerol fue de 84% y 14.5%, par Glicero+glucosa fue de 8.4% y 10.4%.
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Cabg mengionar gue los porcentajes antes citados hacen referencia a el porcentaje de

anormalidades presentes en {as muestras.

En fa grafica 1, se describe ia curva de descenso de la temperatura que se practico
para cada trtamiento, al descongelar. se evalud Ja motilidad (Figura 1), viabilidad (Figura 2) y

morfologia (Figura 3) cuyos resuitados aparecen en las tablas 3, 4 y 5 respectivamente.

El andlisis de varianza para la motilidad” precongelacion (Tabla 6.1) reflejo que no.
existen diferencias significativas entre los tratamientos, asi mismo en la Tabla 7.1 en la
motilidad postcongelacion si se encontraron diferencias significativas entre tratamientos
observandose a el etilengiicol y ef eitifenglicoi+ glucosa como el crioprotactante que amojo
mejores resultados (Tabla 7.2).

El analisis de varianza para la viabilidad precongelacién (Tabla 8.1) reflejo que no
existen diferencias significativas entre los tratamientos, asi mismo en la Tabla 9.1 en fa
viabilidad postcongelacion si se encontré diferencias significativas entre tratamientos
presentandose una respuesta positiva a la adicion de glucosa en los tratamientos (Tabla 9.2).

El analisis de varianza para la morfologia precongefacion (Tabla 10.1) refiejo que no
existen diferencias significativas entre los tratamientos, asi mismo en !la Tabla 11.1 en ta
morfologia postcongelacion si se encontraron diferencias significativas entre tratamientos
observandose una marcada mejoria a la adicion de glucosa acentuandose en el eltilenglicol+
glucosa (Tabla 11.2).



Tabla 1. Calidad del semen deQrechromis spp. previa a ia criopreservacion.

‘| Fechas de]Vol. | Densidad | Motilidad | Motilidad | Viabilidad ] Morfologia Ne J
coleccion [En |gr/mi optima en en % en % (% de células | esp/mi
mi seg. anormales) | x10°
01/Junio 06 {1.222 10.437 | 94 88 10 125
05/Ago. 0.45:1.103 0.473 197 i91 12 90
06/Ago. 04 :1.161 0.529 1100 196 10 83
02/0ct. 05 11456 0.418 91 99 12 199
08/Oct. 0.4 11.300 0.519 100 100 15 140
14/0c¢t. 0.3 [1.398 0.451 195 82 5 144
22/Oct. 0.3 11.486 0.301 175 80 15 220
27/0ct. 0.25 10.833 0.450 95 90 8 150
28/Oct. 0.9 [1.140 0.450 95 95 10 145 I
28/Oct. 0.3 [1.025 :10.538 100 90 7 670 |
29/0c¢t. 10.3 [1.045 10.500 1100 195 S 1530 |
Tabla 2. Caracteristicas del semen de Oreochromis sp
para antes de criopreservar.

Volumen de semen fresco 4.7 mi.
Volumen de diluyente 15.193 mi.

{ Volumen de crioprotector 3.488 ml.

| Volumen total de semen + diluyente-crioprotector 23.381 ml.
Numero de pajillas de 0.5 mi c/u 42
Numero de pajillas por tratamiento (6 tratamientos|7

i con 7 repeticiones c/u.



Tabla 3.Evaluacién de fa motilidad del semen de Tilapia , antes y después de la congelacién en nitrégeno liquido.

DMSO DMSO + GLUCOSA ETILEN GLICOL ETILEN GLICOL GLICEROL GLICEROL + GLUCOSA
+ GLU COSA

N % de % de % de % de % de % de % de % de % de % de % de %de |
de motilidad motilidad motilidad motilidad motlidad motiidad motilidad motlidad motilidad motiidad motiidad motilidad
repe | preconge postconge | preconge postconge preconge | postconge | preconge postconge preconge | posiconge | preconge |postcogela
ticio- lacién lactén lacién lacién lacién tacion tacion lacién tacion facion lacion cion

nes

1 94 35 94 35 97 55 94 45 94 20 94 20

2 100 35 97 40 95 45 100. 55 100 10 97 20

3 95 40 100 40 75 45 100 55 75 20 97 15

4 100 35 95 40 95 50 95 50 100 10 95 15

5 95 38 95 35 95 55 95 55 95 20 100 15

] 75 30 95 40 95 55 95 60 100 10 95 25

7 89 40 95 40 a5 45 100 55 95 15 90 25
Me- 94 36.1 959 386 92.4 50 97 53.6 941 15 95.4 19.3

dia
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Tabla 4. Evaluacion de la viabilidad del semen de Tilapia antes y después de la congelacién en nitrégeno liquido.

DMSO DMSO + GLUCOSA ETILEN GLICOL ETILEN GLICOL GLICEROL GLICEROL + GLUCOSA
+ GLU COSA o
N°® % de % de % de 9% de % de % de % de % de % de % de % de % de
de viabilidad viabilidad viabitidad viabitidad viabitidad viabilidad viabilidad viabilidad viabilidad viabliidad viabilidad viabdidad
repe | precongela | postcogela | precongela | postcongela | precongela | postcongel |pregongela | postcongleaci | precongela | postcongle precongle | postconge
ticio cién cion cién cion cién acién cién on cion acion acion lacion
nes
1 88 85 88 87 . 88 80 91 90 88 85 88 82 »
2 96 95 a1 90 96 90 82 80 96 70 91 90
3 96 95 98 95 98 90 80 80 80 69 91 90
4 100 87 95 92 82 80 95 95 90 82 95 94
5 82 80 95 90 90 ;89 95 85 90 .87 95 94
6 80 83 980 88 90 86 95 92 90 90 95 94
7 90 a0 95 89 a0 90 a5 83 95 82 95 91
Me- 90.3 87.9 931 90.1 90.9 86.4 90.4 89.3 82.6 807 92.9 80.7
dia




Tabla §. Evaluacion de la morfologia del semen de Tilapia, antes y después de la congelacion en nitrogeno liquido.

bDMSO DMSO + GLUCOSA ETILEN GLICOL ETILEN GLICOL GLICEROL GLICEROL + GLUCOSA
. + GLU COSA
Ne % de % de % de % de % de % de % de % de % de % de % de % de
de { morfologia | marfologia | marfologia | wmarfologia | mortologia | morfologia | morfologia morfologia morfologia | morfologia | morfologia | morfologia
repe | precongeia | postcogela | precongela | postcongela | precongela | postconge |precongela | postcongleaci | precongela | postconge | precongle | postconge
ticio cion cion cién cion cién lacién cion on cion lacion acion tacion.
nes :
1 10 15 10 10 10 10 12 17 10 15 10 12
2 10 10 12 12 10 10 5 5 10 15 12 12
3 10 10 15 15 15 18 15 17 15 22 12 14
4 15 20 10 15 5 8 10 10 7 15 10 e
5 5 6 10 - 6 12 10 - 7 10 5 7
6 15 15 10 13 6 10 10 - 5 10 5 7
7 7 8 10 12 7 10 10 10 5 - 5 -
Me- 10.3 12 11 12.8 8.4 11 10.3 118 8.4 14.5 8.4 104
dia

NOTA: El porcentaje de morfologia hace referencia a el porcentaje de anormalidades.
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Tabla 6. Transformacién: Arcosen Y1-% en motilidad precongelacion.

REPETICIONES 2 3 4 5 6 7i{TOTAL |PROMEDIO
TRATAMENTO
DMSO 0.247] 0.078] 0.226( 0.078] 0.226] 0.524 0.1 1.479, 0.211286]
IDMSO+GLUCOSA | 0.247| 0.174] 0.078] 0.226| 0.226| 0.226| 0.226{ 1.403 0.200429
HEI'ILENGLICOL 0.174] 0.226! 0.524] 0.226| 0.226| 0.226] 0.226{ 1.828 0.261143
ETILENGLICOL+ 0.247} 0.078} 0.078{ 0.226| 0.226| 0.226| 0.078; 1.159 0.165571
GLUCOSA
GLICEROL 0.247} 0.078] 0.524] 0.078| 0.226} 0.078| 0.226| 1.457! 0.208143
GLICEROL+ 0.247] 0.174} 0.174} 0.226] 0.078f 0.226} 0.322 1.447 0.206714}
GLUCOSA
[Suma 8.773
Ix’= 2.344
SCrotaies = 2.344 — 1.833 = 0.511
SCrratamientos = 1.865 - 1.833=0032
SCerror = 0.511 - 0.032 = 0.479
Tabla 6.1. Anadlisis de Varianza
Fuente de GL SC CM F Observado | F requerido
varciacién FC F 0.05 F0.01
Tratamientos | 5 0.032 0.006 0482 N.S. 1248 3.58
Error 36 0.479 0.013
Total 41 0.511 |

No hay diferencia significativa entre tratamientos.

23



Tabia 7. Transformacion: Arcoseno V1-% en motilidad postcongelacion.

REPETICIONES 1 2 3 4 5 6 7ITOTAL |PROMEDIO
TRATAMIENTO
DMSO 0.633| 0.633] 0.685 0.633| 0.664] 0.58| 0.685 4.513 0.644710)]
{DMSO+GLUCOSA | 0.633] 0.685] 0.685] 0.685] 0.633| 0.685{ 0.685] 4.691] 0.670143
|{§ﬂLENGL!COL 0.835] 0.735] 0.735] 0.785] 0.835] 0.835{ 0.735{ 5495 0.785000,
ETILENGLICOL+ 0.735| 0.835] 0.835 0.785| 0.835| 0.886| 0.835| 5.746 0.820857]
GLUCOSA
GLICEROL 0.464] 0.322] 0.464] 0.322| 0.464] 0.322| 0.398{ 2756 0.393714
GLICEROL+ 0.464| 0.464] 0.398] 0.398] 0.398] 0.524| 0.524 3.17 0.452857|
GLUCOSA
Suma 26.371
°=17.695
SCroTaes = 7.695- 16558 = 1.137
SCTRATAMIEN\'Osz 17.604 - 16.558 = 1.046
SCerror = 1.137 - 1.046 = 0.091
Tabla 7.1. Analisis de Varianza
Fuente de GL SC CM F Observado | F requerido
varciacion FC F0.05 FO.01
Tratarnientos | 5 1.046 0.209 69.667** 2.48 3.58
Error 36 0.091 0.003
Total 41 1.137

** _a diferencia significativa entre los tratamientos es muy marcada tanto a nivel de 0.05

como 0.01.

Tabla 7.2. Contrastes Ortagonales

DMSO | DMSQ | Etiten- | Etilen- Gliceroi | Glicerol
+ Glicol Glicol + +
glucosa Glucosa Gluycosa
Comparacien |4.513 |4691 |5495 [5746 |2.756 {3.170 |TCi° [Q° FC F0.05 |F0.01
Glucosa vs
No Glucosa -1 +1 -1 +1 1 +1 B i 5848+ an 738
Etilengticot
Vs(DMSO+ . . ) )
Gliceroh2) 1 1] 2 +2 1 1 @ [s4BR |naAwes jan  |738
DMSO Vs
Giicerol 1 |+ |0 0 A | - |8 im |mremes (AN |73
Interaccion
+1 -1 0 0 -1 +1 |4 8056 (AsS3INS. AN 133
Etitengticol
Vs
i icol
Buengtcd 1 0 | 0 | +1 | -1 0 0o 12 lass | g |an |73

* Hay respuesta a la adicion de glucosa a el nivel de 0.06
** Definitivamente el Etilenglicol es superior que el DMSO y el Glicerol a 0.05 y 0.01
* Evidentemente el DMSO es mucho mejor que el Glicerol a 0.05y 0.1
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Tabla 8. Transformacion: Arcoseng ¥1-% en viabilidad precongelacion.

TITOTAL

REPETICIONES 1 2 3 4 5 6 PROMEDIO
TRATAMIENTO - -
IDMSO 0.354] 0.201] 0.201] 0.078] 0.438] 0.464] 0.322} 2.058 0.294000)
IDMSO+GLUCOSA | 0.354] 0.305] 0.142] 0.226{ 0.226] 0.322] 0.226] 1.801 0.257286
IETILENGLICOL 0.354] 0.201] 0.142] 0.438] 0.322{ 0.322] 0.322] 2.101]  0.300143
ETILENGLICOL+ 0.305{ 0.438] 0.464; 0.226} 0.226{ 0.226] 0.226] 2.111 0.3015714
GLUCOSA
GLICEROL 0.354] 0.201] 0.464] 0.322| 0.322! 0.322| 0.226] 2.211 0.315857
GLICEROL+ 0.354] 0.305| 0.305| 0.226] 0.226| 0.226{ 0.226] 1.868 0.266857
GLUCOSA
Suma ] 12.15
=x*=3.871
SCrotaes =3.871-3515=0.356
SCrratamientos = 3.532 - 3.515 = 0.017
SCerror=0.356 ~Q.017 = 0.339
Tabla 8.1. Analisis de Varianza
Fuente de GL 18C CcM F Observado | F requerido
varciacién FC FO.05 F0.01
Tratamiento | § 0.017 0.003 .333 N.S. 2.48 3.58
S .

Error 36 0.338 0.009
Total 41 0.336 i

No hay diferencia significativa entre tratamientos a nivel de 0.05 y 0.07
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Tabla 9. Transformacion: Arcoseno 1-% en viabilidad postcongelacion.

REPETICIONES 1 2 3 4 5 8 7'TOTAL [PROMEDIO

TRATAMIENTO
IDMSO 0.398| 0.226] 0.226] 0.369] 0.464] 0.425| 0.322 243 0.347143
IDMSO+GLUCOSA | 0.3691 0.322] 0.226] 0.287] 0.322] 0.354] 0.338] 2218 0.316857]
ETILENGLICOL 0.464] 0.322{ 0.322| 0.464| 0.338] 0.383| 0.322} 2615 0.373571
ETILENGLICOL+ 0.322] 0.464{ 0.464{ 0.226] 0.226( 0.287| 0.268) 2.257 0.322429

GLUCOSA

GLICEROL 0.398! 0.58] 0.591] 0.438] 0.369| 0.322] 0.438{ 3.136 0.448000;
GLICEROL+ 0.458| 0.322| 0.322] 0.247] 0.247] 0.247} 0.305] 2.148 0.306857
GLUCOSA

Suma 14.304

£x’=5.567

SCroraes = 5.567 - 5.218 = 0.349
SCrratamientos = 5.315-5.2.18 = 0.097
SCerrer = 0.349 - 0.097 = 0.252

Tabla 9.1. Analisis de Varianza

Fuente de GL i SC CM F Observade | F requerido
varciacion i FC FO.05 FO0.0t
Tratamientos |5 10.097 0.019 2714~ 2.48 3.58
Error 36 10.252 0.007

[Total T41 10.349

*Si hay diferencias significativas entre tratamientos a nivel de 0.05

Tabla 9.2. Contrastes Ortogonales

' DMSC | DMSO | Etilen- | Etilen- Glicerol | Glicerol
+ | glicot Glicoi + +
glucosa | Giucosa Glucosa
| Comparacién | 2.43 2218 |2.615 {2.457 3136 }2.148 [~cif 1Q° FC FO.05 | F0.01
Glucosa vs
NoGlucosa | 4 +1 -1 +1 -1 +1_ 8 2748 |amp [an |73
Etilenglicol
Vs({OMSO+ . _ . _ .
Glicerah2) 1 1 +2 +2 1 1 7 am 128808 (AR 128
. DMSO Vs ‘
Giicerol +1 +1 0 0 -1 R 9455 (20N (AN (738
Interaccion
+1 -1 0 0 -1 +1 4 0582 1M4INE |4l 728
Etilenglicoi
Vs )
e | 0 o |+l 4 0 0 {2 lemm jamg jan |73

**Evidentemente si se presenta una respuesta positiva a la glucosa a nivel de 0.05 y 0.01



Tabia 10. Transformacion:

A sen Y1-%en Morfologia precongelacion.

7TTOTAL |PROMEDIO

REPETICIONES 1 2 3 4 5 6

TRATAMIENTO

IDMSO 0.322] 0.322] 0.322] 0.398] 0.226] 0.398] 0.268] 2256/ 0.322286
IDMSO+GLUCOSA | 0.222f 0.354] 0.388 0.322] 0.322 0.322] 0.322| 2.362[ 0.337429
|ETILENGLICOL 0.322] 0.322] 0.398] 0.226] 0.247] 0.247] 0.268 2.03]  0.290000
ETILENGLICOL+ 0.354] 0.226{ 0.398! 0.322{ 0.322]| 0.322! 0.322] 2.266; 0.323714
GLUCOSA

GLICEROL 0.322] 0.322]| 0.398| 0.368| 0.368] 0.226] 0.226 2231 0.31857
GLICEROL+ 0.322} 0.354{ 0.354] 0.322] 0.226} 0.226} G.226 2.03} 0.290000
GLUCOSA

Suma 13.174
IX’=4.263

SCrotaes = 4.263-4.132= 0.131

SCraatamienros=4.145-4.132 = 0.013

SCerror = 0.131-0.013=0.118

Tabla 10.1. Analisis de Varianza

Fuente de GL SC M F Observado | requerido

varciacion FC F0.05 F0.01
Tratamientos | 5 0.013 0.003 1.00 N.S. 2.48 3.58 |

Error 36 0.118 0.003

Total 41 10131

27



Tabla 11. Transformacién: A sen ¥1-% en morfologia’postcongelacién.

REPETICIONES 1 2 3 4 5 6 7]TOTAL |PROMEDIO
TRATAMIENTO
DMSO 0.398] 0.322] 0.322] 0.464] 0.247] 0.398] 0.287] 2.438] 0.34828§
|DMSO+GLUCQSA | 0.322] 0.354] 0.398] 0.398 0.365] 0.354] 2.185] 0.365833
JETILENGLICOL 0.322] 0.322[ 0.438] 0.287| 0.354] 0.322] 0.322] 2.367| 0.338143
ETILENGLICOL+ | 0.425/ 0.228] 0.425{ 0.322 0322 1.72[ 0.344000
GLUCOSA
GLICEROL 0.398] 0.398] 0.488] 0.398] 0.322] 0.322 2326 0.387667
GLICEROL+ 0.354] 0.354} 0.383 0.268] 0.268 1.627]  0.325400
GLUCOSA
Suma 12.673
£x°=4.586

SCrorales = 4.586 - 4.461 = 0.125
SCrratamientos = 4.475~-4.461=0.014
SCerror = 0.125 - 0.014 = 0.111

Tabla 11.1. Andlisis de varianza

|
‘% Fuente de GL SC CM F Observada | F requerida
[ varciacidn FC F0.05 F0.01
) Tratamientos | § 0.014 0.017 5.667 ** 253 370
Error 30 0.111 0.003
Total 35 0.125

3 **Si hay diferencia significativa entre los tratamientos a nivel de 0.0.5y 0.01

Tablia 11.2. Contrastes Ortogonales

OMSO [OMSO | Etlen- [ Efflen- | Glicerol | Giicerol
+ Glicol Glicot + +
glucosa Glucosa Glucesa
Comparacitn {2438 [2 195 [2367 [1.72 2326 |1627 [ICi¥ (Q FC F0.05 |FO0.01
Glucosa vs
NoGlucosa | .4 +1 | - +1 -1 +1 |8 UK (A AT |78
Etilenglicol E
VS(OMSOs |4 -1 +2 +2 -1 -1 e 288 |QE7NS (A7 |78
Gliceroiy2) i
DMSO Vs
Giceral +1 +1 0 0 -1 -1 |8 a8z jassrr (AD 788
Interaccién
+1 -1 Q 0 -1 +1 4 2208 23N8 (AT 758
Etilengticot
Vs
i licot
Egr'weg?t.:zosa 0 0 +1 -1 0 0o 2 LT R A7 |78

** Si se presenta respuesta positiva a la adicion de glucosa a nivel de 0.05y 0.01
*Evidentemente el DMSO es mejor que el Glicerol a un nivel de significancia de 0.05
**Definitivamente el Etilenglicol+glucosa presenta mejor respuesta que el Etilenglicol a nivel
de0.0.5y 0.01
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Grafica 1. La curva de congelacidn muestra la curva de descenso de {a temperatura a I3 que se
sometieron ias pajilias, dicha curva fue la 6ptima, ya que presento los mejores resultados para
el congelamiento de semen, esta se realizo cuidando los cambios térmicos inicidndose con ia
solidificacion, pasando a vapores de nitrogeno y posteriormente estas fueron sumergidas en
nitrégeno liquido (-196°C) et tiempo que permanecieron las pajillas fue durante dos semanas.
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Figura 1. Muestra la imagen de espermatozoides de Tilapia
(Oreochromis spp) sometidos a procesos criogénicos donde son
evaluados para su motilidad. Amplificacién 100X.
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Figura 2. Esta imagen muestra la viabilidad de ios espermatozoides
de Tilapia (Oreochromis spp) criopreservados. Las células vivas
permanecieron sin tefiir. Amplificacion 100X.
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Figura 3. Esta imagen muestra la morfologia de espermatozoides de
Tilapia (QOreochromis 5pp) sometidos a criopreservacion.

Ampilificacién 100X.
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Grafica 2. Comparacion de los resultados en la motilidad.
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Gréfica 3. Comparacion de los resultados en viabilidad.
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DISCUSION

En la Tabla No. 1 presenta un incremento significativo en el numero de
espermatozoides por mi. De las dos aitimas muestras, esta diferencia es debida probablemente,
a la utilizacion de un mayor numero de machos reproductores ademas de gue estos organismos
presentaron mayor talla yv peso, teniendo un promedio 30 cm de longitud total, y un peso de
470 gr. a comparacion de los ejemplares utilizados en las muestras anteriores, presentaron un
promedio de 26.46 cm de fongitud total y un peso de 314.06 gr. Cabe mencionar que ademas
de la técnica de conteo directo de céluias {técnica de Coffin) existen otras técnicas con mayor
grado de confiabilidad para el conteo espermatico tales como colorimetro fotoetéctrico y el

contador electrénico de Particulas citados por Bearden en 1982.

Cuando se practict la prueba de motilidad se observé una disminucién de movimiento
a mayor tiempo transcurrido desde la colecta, ademas en el método que se utilizé para extraer
el semen (aspiracion de esperma mediante jeringa y aguja de punta roma), se tuvo contacto
directo con oxigeno y este gas debilita a los espermatozoides para reanimaros, se utilizé la
solucion fertilizante de Woynarovch y Harvarth, debido a que sus componentes activan a las
mitocondrias del espermatozoide por el disparo intracelular de AMPc y por el decremento de K*
y se observd la activacion inmediata de los espermatozcides, lo cual reafima lo dicho por
Rodriguez, 1992.

De acuerdo a Rodriguez, 1992', la motilidad en solucién ferilizante de 240-360
segundos y densidades cercanas a 1 son los dos factores principales a tomar en cuenta en la
criopreservacion; Kurokura, 1984 recomienda utilizar semen que presente alta matilidad, para
pruebas de criopreservacion y afirma que por esto presenta mayor poder fecundante; las
muestras de semen de los reproductores presento ésta caracteristica y se puede observar que
la motilidad mayor corresponde a organismas cuya densidad de semen tiene valores cercanos a
1, como se observa en la Tabla No. 1.
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Se ha utiizado el porcentaje de espermatozoides vivos en una muestra como
verificacion de la rﬁotilidad, al aplicar ia prueba de viabilidad se debe tener cuidado en el tiempo
que transcurra desde el momento en que se obtiene el semen, asi como el tiempo de secado de
las laminillas ya que si se permiten que estas sequen lentamente, algunos espermatozoides
muesen y son tefiidos antes de que se termine el proceso de secado, ocasionado con dichos
factores una indicacion falsa del porcentaje de espermatozoides vivos. El porcentaje de células
vivas siempre sera mayor que el porcentaje de motilidad (Bearden, 1982); tomando en cuenta lo
anterior y comparandolo con los resuitados observados en ia Tabla No. 1, donde se observa
una diferencia de 7 de 11 en que la viabilidad es menor que la motilidad fo cual indica el hecho
de que la motilidad fue tomada inmediatamenie  después de la extraccion del semen y
tomando en cuenta que todas fas pruebas fueron realizadas por una sola persor;a, el tiempo

transcurrido entre una prueba y otra es ej que induce este rango de error.

Generalmente en {as muestras de semen se pueden tener desde 5% espermatozoides
anormales hasta llegar a casi 100% en caso extremo, sin embargo la fertilidad se ve afectada
cuando el nimero de espermatozoides anormales es mayor al 20 0 25% de acuerdo a Bearden,
1982., en relacidn a lo dicho anteriormente en la tabla No. 1 se observo un porcentaje
aceptable de anomnalidades obteniendo un promedio de 10% en total, presentandose como
anormalidad mas frecuente la presencia de gotas citoplasmatica en cabeza y cuerpo del
espermatozoide, fo cual puede eslar asaciado con espermatozoides inmaduros, ya que las
gotas citopiasmaticas se forman en el cueflo de fos espermatozoides durante f{a
espermiogénesis (Bearden, 1982); con menor frecuencia se observaron espermatozoides con
desprendimiento de flagelos, al parecer ocasionados por dafio mecanico el cual pudo ser
ocasionado al manipuiar el semen (Salisbury, 1978). '

En la Tabla No. 2 se presenta por un resumen de las caracteristica totales del semen
antes de criopreservarto, la cantidad de diluyente y crioprotector fueron determinadas en
relacion a la cantidad total de semen recolectada, tomando en cuenta los porcentajes
recomendados por Kurokura et al 1984, ( Stoss, 1983 y Billard 1980 citados en Garcia 1991 y
Rodriguez, 1992); la relacién entre semen, diluyente y crioprotector fue de 20%, 65% y 15%
respectivamente. En dicha Tabla también se cita el namero total de viales con .5 mi c/u
utilizados este a su vez dependi6 del olumen total de semen, diluyente y crioprotector, los viales
consisten en pipetas plasticas de .5 mi con 113 mm de largo y un diametro de 2.8 mm, la cual
es recomendada por Bearden, 1982, quienes mencionan que la mayor parte de estudios indica
que la pipeta tiene !a ventaja de incrementar la supervivencia de los espermatozoides, en
comparacion con otros tipos de viales, otra ventaja es el menor espacio que ocupa ai
almacenarse en una unidad de campo o congelfacion {temno de NL) confinnado por Safisbury en
1978 De las 42 pajillas 7 correspondieron a cada tratamiento (6 tratamento).

37



Despuég de mezclar y seflar fas pajillas se 'introdujeron estas en un refrigerador a 5°C
temperatura recomendada por diversos autores Bearden, 1982. Deruvaux, 1985 vy Salisbury,
1978: para que se lieve a cabo el proceso de equilibrio el semen permanecio en el refn'geraQOr
45 minutos, tiempo suficiente para que los espermatozoides establezcan contacto con el
cribrotector y este comience a actuar, cada tratamiento corresponde a una combinacion

diferente de criprotectantes.

Las Tablas No. 3, 4 y 5 hacen referencia a cada uno de los tratamientos y los
resuftados en motilidad, viabilidad y morfologia respectivamente en {a pre y postcongelacion,
Las pruebas de motilidad y viabilidad después de la congelacién fueron las determinantes en ia
calidad de semen postcongelacién. Aun cuando ia fertitizacion es el Ultimo criterio para
determinar la calidad del esperma criopreservado de acuerdo con Yoo, 1987 y Whitler, 1982,
es también una prueba poco practicada debido a la escasa disponibilidad de Gvulos, ya que

esta es restringida por {a temporada reproductiva de la especie.

En este trabajo se tomo fas pruebas de motilidad y viabilidad como parametros
determinantes para el evaluar el éxito de la criopreservacion(Ver grafica 2 y gréfica 3). Los
resuitados mas bajos corresponden a el glicerol con 15% y 80.7% respectivamente, lo anterior
probablemente se debe a la densidad del glicerol, ya que las muestras obtenidas presentaron la
apariencia de viscosidad, de acuerdo a Yoo, 1987, En estudios realizados en Saimon relativo a
el dafio ocasionado por la pérdida de proteinas reportando que el mayor porcentaje de dafio se
presento en las muestras donde se utilizo el crioprotectante glicerol, en comparacion con el

DMSQ, el cual presento menor dafio celular.

El glicerot+giucosa mostré mejoria, pero aun asi presenté resuitados muy bajos en
motitidad (19.3%), Cabe mencionar que en los e€nsayos en que se adiciono glucosa se registro
un incremento de la motifidad. esto debido al papel que desempeiia ia glucosa como
estabilizador de fa presion osmdética y como fuente de energia como seitala Rodriguez, 1992,
La viabilidad en este caso fue de 90.7%

Para ef ensayo con DMSO se presenté una motilidad postcongelacion de 36.14% y de
38.6% al adicionar glucosa, la viabilidad fue de 87.9% y 88.6% respectivamente; estos
resultados asi como también los obtenidos en {a motilidad son comparables a ios obtenidos por
Harvy y Kelly, 1988. al criopreservar semen de Tilapia (Oreochromis mosambicus) utilizando
metanol al 5% como crioprotectante intracelular y leche descremada al 15% como
crioprotectante extracefular, obteniendo una motitidad de 39.2% de un numero total de
muestras de 60.
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Los mejores resultados para la motilidad después de {a congelacion se obtuvieron at
utilizar el crioprotectante etilenglicol presentando 50%. y 53.6% al adicionar glucosa, Ia

viabilidad fue de 86.4% y 89.

Al comparar los resuitados de los 6 tratamientos respecto al descenso de la viabilidad
postcongelacion se observé cambios minimos), fo cual indica que mientras que en la motilidad
se presenta un cambio muy drastico al comparar los diferentes ensayos, la viabilidad presenta
un rango minimo de cambio. fendmeno que se confima al observar la gréfica 3,
correspondiente a la prueba de maorfologia. en refacion a lo antes mencionado se observa que e

proceso de criopreservacion afecta en mayor praporcion la motilidad de el espermatozoide.

Al evaluar los diferentes tratamientos por medio del método estadistico de analisis de
vananza (ANOVA) se encontrd que tanto en las pruebas de motilidad viabilidad y morfologia
precongelacion no se presentaran diferencias significativas entre los tratamientos, mientras que
en estas mismas pruebas en la pastcongelacion si presentaron diferencias significativas por lo

que se aplico la prueba de contrastes ortagonaies para especificar dichas diferencias.

En las Tablas 7.1 y 7.2 corespondiente a fa motilidad postcongelacion, se observo una
diferencia muy marcada entre tratamientos, pudiendo precisar que el mejor crioprotactante es el
Etilenglicol luego el DMSO y el pear el Glicerof, también se puede apreciar una ligera diferencia
al adicionar Glucosa, sin embargo solo es apreciado al 95% de confiabilidad.

En las Tablas 9.1 y 9.2 correspondientes a la viabilidad postcongeiacion se observd un
diferencia signiﬁcativ/a al 95% de confiabilidad, sin embargo al 99% no hay diferencias
" ‘significativas, debido é esto al aplicar 10s contrastes ortagonales solo se aprecia una diferencia
significativa en relacion a fa adicion de glucosa a los tratamientos esto tanta al 95% y 99% de
confiabilidad.

En las Tablas 11.1 y 11.2 comespondientes a la morfolagia postcongelacion se observd
una diferencia significativa entre tratamientos. apreciandose que el crioprotectante que
presento menores anormalidades es el DMSO a una confiabilidad del 95% sin embargo al 99%
no has diferencias significativas, también se observé una marcada diferencia en la adicion de
glucosa en los tratamientos hasta el 99% de confiabilidad asi como una diferencia marcada

entre etilenglicol y etitenglicol + glucosa.



CONCLUSICONES

La utilizaciéon de ia técnica de criopreservacion es una alternativa viable para optimizar el
manejo de la reproduccién de especies de importancia comercial como Orechromis spp.
La prueba viabilidad para espermatozoides criopreservados, no 'presema cambios

significativos durante los seis tratamientos.

Ei mayor porcentaje de motilidad en semen criopreservado es observado con etilienglicol +

glucosa.

En los tratamientos en donde se adiciond el crioprotectante extracelular glucosa, se obtuvo
un incremento en motilidad, viabilidad y morfologia. a comparacion en los que solo se uso el

crioprotectante intracelular.

La curva de optima de congelacidn se obtuvo mediante una congelacion suave a un -
descenso de temperatura de aproximadamente 5°C. '



GLOSARIO N

Acrosoma.- Estructura en forma de casquete que cubre la cabeza del espermatozoide.
Alevin.- Estadio inmediato a la eclosion, en este estadio el pez aun conserva su saco vitelino.
Andrégenos.- (Gr. andros hombre y gennan producir). Cualquier sustancia gue posee
actividades masculinizantes, como testonsterona o cualquier otra de ias hommonas sexuates
masculinas.

Axon.- (Gr. axon eje), Fibra nerviesa que conduce impulsos en direccién opuesta al cuerpo de
la célula. ’

Canulacion.- Accién de canular. Entubar.

Corion.- Membrana extraembrionana en reptiles, aves y mamiferos que forma la cubieria
externa airededor def embrion y en los mamiferos contribuye a ia formacion de ia placenta.
Criofractura.- Fractura provocada por frio.

Crioscoépico.- Punto de congelacion.

Crioprotector.- Sustancia que proporciona proteccion contra la congelacion y descongelacion.
Cristafizacion.- Accion de cristales.

Desove.- Puesta de huevos de ciertos peces y anfibios.

Enfriamiento.- Es el proceso de cambio de estado de un objeto o sustancia producto de ia
extracion det calor o disminucion de Ja temperatura.

Epicontinental.- Relativo a lo que se encuentra dentro de! continente.

Espermatogénesis.- Proceso mediante el cual se lleva a cabo 1a produccion de
espermatozoides.

Esteroides.- Compuestos que contiene un sistema ciclico de pentanohidrofenantena. Existen
en la mayoria de las plantas y animales. En los animales son esenciaies para el funcionamiento
del arganismo. Este grupo comprende las hormonas sexuales, dcidos biliares, etc.
Fotoperiodo.- Cambios que ocurren entre la duracion del dia y ia noche (luz y obscuridad).
Fecundidad refativa.- Es el numero de huevos por unidad de pesc corporal.

Gametogénesis.- Produccion de células gemminativas especializadas, también lamadas
gametos. .

Germoplasma.- Relativo a las células germinales como: espermatozoides, 6vulos, embriones
esporas, tejidos germinales, etc.

Heterosexual.- individuo atraido por individuos de} sexo opuesto.

Hipdfisis.- (Gr. hypophysis crecimiento por debajo). Pequefia glandula situada por debajo del
encefalo y produce numerosas hosmonas.

Hipotalamo.- (Gr. hypo debajo y thalamos camara interior). Region del cerebro anterior. suelo
def tercer ventriculo, que contiene varios centros para controfar actividades viscerales, equilibrio
del agua, temperatura, suefio efc.

Maduracion sexual.- Es la capacidad de reproducirse.

Micropilo.- Pequefio poro u orificio presente en los évufos de fos peces y lugar por donde
penetra el espermatozoide.

Permeable.- (Lat. permeabilis penetrable). Que se deja atravesar por cuerpos fluidos y
radiaciones. .

Pineal.- Glandula pequefia ovalada que se encuentra delante de! cerebro.

Teleosteo.- (Gr. fele extremo y osfeon hueso). Miembro de los grupos mas avanzados de
peces actnopterigios; incluye casi todas la especies conocidas.
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ANEXO {.

PREPARACION DE LAS SOLUCIONES.

Solucion fertilizante

- Urea 3g
- Cloruro de Sodio (NaCl) 4g
- Agua destilada 1000 mi

Técnica de Bloom tomada de Lynch et al (1972) modificada por Rodriguez, 1992";
Solucion de eosina - nigrosina

- Citrato de sodio 145¢
- Eosina azulosa 0.835g
- Nigrosina 50¢
- Agua destilada 50 mi

Esta solucion se prepara mezclando el citrato de sodio en el agua destitada, a fa que se agrega
la eosina azulosa y la nigrosina disolviéndala bien, se pone durante 20 minutos en bafio Maria y
se pasa por un filtro Watman del No. 1.

Solucidn alcohdlica concentrada de eosina
{Lynch et al ., 1972) en Rodriguez, 1992"

- Eosina 19
- Agua destilada 20 mi
- Alcohiol absoluto 80 mi

La eosina se disuelve en ei agua destilada. posteriormente se ie agrega el alcohol.

Solucidn diluyente para conteo de esperatozoides
{Coffin, 1988)

Bicarbonato de sodio 5.0 g
Formoi 1¢

Agua destilada 100 ¢’



Solucién diluyente para criopreservacion

NaCl  440*
KaCl  62*
caCl, 22*
MgClh, 8
NaHCO, 20

*Miligramos del compuesto en 100 mt. De sotucién buffer pH 7. (Kurokura, 1984).
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ANEXO i

PREPARACION DE COLORANTES

Fucsina fendlica DE Ziehl Nietsen (Linch et al 1972) en Rodrigquez, 1992"

-Fucsina basica pulverizada $5.0g

- Fenol 25g
- Alcohol de 95 grados 50 mi
- Agua destilada 100 mi

Se disuelve la fucsina en fenol con un poco de agua en bano de agua hirviendo: se afade el
alcohol y se mezcla, se agrega el resto de agua y se filtra antes de usar.
Azul de metileno de Loeffler (Lynch et al.,1982) en Rodriguez, 1992"

- Solucion saturada de azui de metileno en alcohol 30 mi
- Solucion de hidroxido de potasio 100 mi
{1 por 10 000) en agua
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