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EL PODER DEL PENSAWMIENTO

S| PIENSAS QUE ESTAS VENCIDO, VENCIDO ESTAS;
S| PIENSAS QUE NO TE ATREVES, NO LO HARAS;
SIPIENSAS QUE TE GUSTARIA GANAR, -
PERO QUE NO PUEDES, NO LO LOGRARAS;

St PIENSAS QUE PERDERAS, YA HAS PERDIDO;
PORQUE EN EL MUNDO ENCONTRARAS
QUE EL EXITO COMIENZA
CON LA VOLUNTAD DEL HOMBRE.

TODO ESTA EN EL ESTADO MENTAL,
PORQUE MUCHAS CARRERAS SE HAN PERDIDO
ANTES DE HABERSE CORRIDO;

Y MUCHOQOS S HAN FRACASADO
ANTES DE HABER SU TRABAJO EMPEZADO

PIENSA EN GRANDE Y TUS HECHOS CRECERAN;
PIENSA PEQUEND Y QUEDARAS ATRAS;
PIENSA QUE PUEDES Y PODRAS;

TODO ESTA EN EL ESTADO MENTAL.

S1 PIENSAS QUE ESTAS AVENTAJADO, LO ESTAS;
TIENES QUE PENSAR BIEN PARA ELEVARTE;
TIENES QUE ESTAR SEGUROQ DE Tl MISMO
ANTES DE INTENTAR GANAR LN PREMIO;

LA BATALLA DE LA VIDA NO SIEMPRE LA GANA
EL HOMBRE MAS FUERTE O EL MAS LIGERO;

PORQUE TARDE O TEMPRANO, EL HOMBRE QUE GANA...

ES AQUEL QUE CREE PODER HAGERLO.

{DR. CHRISTIAN BARNARD)
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RESUMEN

Con la finalidad de optimizar las técnicas de reproduccion en cautiverio de anchoveta
peruana FE. ringens; se elabor6 una metodologia de criopreservaciéon de
espermatozoides. La investigacion fue desarrollada en tres etapas, la primera consiétic’)
en evaluar la toxicidad producida por cada crioprotector mediante la evaluacién
porcentual de motilidad espermatica posf—incubacién en cada uno de ¢llos. Los
crioprotectores utilizados fueron dimetil sulféxido (ME,S0), etanol (ET), propilénglicol
(PG) y glicerol (GL) a 3 concentraciones diferentes (0,5 M, 1,0 M y 1,5 M);
encontrandose diferencias significativas entre el porcentaje de motilidad espermética de
los incubados en ME,;SO (90,0 + 4,9 %) con el de los otros crioprotectores (p<0,05; t-
student con correcciébn de Bonfferroni). La segunda etapa consistio en evaluar 5
diferentes tasas de congelamiento (-10, -20, -30, -40 y -50 °C/min), utilizando sélo
ME,SO a 3 concentraciones (0,5; 1,0 y 1,5 M). El mayor porcentaje de motilidad post-
descongelamiento obtenido (61,3 £ 7,6 %) fue al congelar los espermatozoides en 1,5 M
ME,SO a -20 °C/min. Finalmente, en una tercera etapa del estudio se evalud el efecto de
un crioaditivo no permeable (vitelo de huevo de gallina, VHG), con la finalidad de
determinar si es posible maximizar los porcentajes de motilidad espermética post-
descongelamiento. Se utilizé ME,SO (1,5 M) + VHG a 10 % v/v pero no se encontré
diferencias significativas en los porcentajes. de motilidad post-descongelamiento

comparado con el tratamiento sin VHG.

Palabras clave: Criopreservacion, Engraulis ringens, espermatozoides, ME,SO, tasa de

congelamiento



ABSTRACT

In order to optimize the techniques of reproduction of Peruvian anchovy (Engraulis
Fingens) in captivity, a methodology of cryopreservation of spermatozoids was
performed. The investigation was developed in three stages, the first consisted of
evaluating the toxicity produced by each cryoprotective by means of the percentage
evaluation of spermatic motility post-hatching in each of them. The cryopfotectants
uéed were dimetil Sulfoxid (ME,SO), ethanol (ET), propilenglycol (PG) y glycerol
(GL), at 3 different concentrations (0,5 M, 1,0 M y 1,5 M); Significant differences were
found between percentage of spermatic motility of tllle incubated in ME,SO (90,0 + 4,9
%) versus the other cryoprotectants (p<0,05, t-student with Bonfferroni’s correction).
The second stage consisted Qf evaluating 5 different rates of freezing (- 10, -20, -30, -40
and -50 °C/min), using only 3 concentrations (0,5; 1,0 y. 1,5 M). The highest percentage
of motility post-thawing obtained (61,3 + 7,6 %) was when freezing the spermatozoa at
1,5 M ME,SO and -20 °C/min. Finally, in the third step the effect of a nonpermeable
cryoaditive was evaluated (yolk of hen egg, VHG), in order to determine if is possible
to.maxir'nize the percentage of spermatic motility post—thawi_ng. Addi.tior;_ally, ME,SO
(1,5 M) + VHG a 10 % v/v was used but there were no significant differences in the

percentage of motility post-thawing compared with the treatment without VHG.

Key words: Cryopreservation, Engfaulis ringens, spermatozoa, ME,;SO, freezing rate.
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CAPITULO I: EL PROBLEMA

1. FORMULACION Y BEFINICION DEL PROBLEMA

Lé reproduccién de organismos marinos ocurre bajo ciertas condiciones ambientales,
que cuando son alteradas, se modifican inmediatamente los patrones de fecundidad,
porcentajes de fecundaci6n, porcentaje de eclosion de huevos, porcentajes de
mortalidades de huevos y larvas, etc. La importancia del conocimiento de aquellos
procesos en especies de importancia pesquera como la anchoveta peruana Engraulis
ringens, radica en las consecuencias sobre sus reclutamientos y posterior biomasa de los
stocks.

Sin embargo, el conocimiento de los procesos reproductivos de esta especie, requiere
también metodologias de investigacién con las cuales se tenga un control y monitoreo
constante de los ejemplares e\}aluados; para lo cual, experimentos en cautiverio juegan
un rol importante.

Con la finalidad de obtener huevos y larvas de E;?g?'aulis ringens, para realizar
experimentos de sobrevivencia, crecimiento y definiciéon de rangos de tolerancia de
factores ambientales en ellos, se vio la necesidad de reproducir a esta especie en
cautiverio. Se han utilizado técnicas de induccién hormonal al desove, lograndose
obtener bajos porcentajes de huevos fecundados debido a la presencia de asincronia
entre 1a expulsién de gametos de hembras y machos. Por tal motivo se planted la
posibilidad de criopreservar espermatozoides para contar con ellos en el momento

adecuado para la fecundacién de ovocitos.
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2. JUSTIFICACION

Debido a que atn no es posible la reproduccion espontanea de la anchoveta peruana
(Engraulis ringens) en cautiverio, es necesario realizar la induccién del desqve
mediante inyeccién de hormonas exdgenas (Cisneros et al., 2006). Sin embargo, estas
técnicas tienen el problema de asincronia entre el desove de hembras‘y la expulsion de
semen de los machos; por lo que se.vio la necesidad de desarrollar técnicas de
criopreservacion de espermatozoides en esta especie.

Para adoptar las técnicas de criopreservaciéon a una especie, es necesario evaluar y
optimizar cada uno de los procesos del congelamiento de células vivas, desde la
incubacién er.lilos crioprotectores, hasta el congelamiento y descongelamiento de los

espermatozoides.

3. IMPORTANCIA

La criopreservacién de espermatozoides de anchoveta peruana permitira tener una
herramienta alternativa para afrontar la asincronia ocurrida durante el desove de E.
ringens en cautiverio, de tal manera que se logre obtener mayores porcentajes de
fecundacion y en comsecuencia mayor cantidad de huevos y larvas. Ademas, la
criopreservacion de espermatozoides de E. ringens permitira almacenar, de manera

adecuada y durante largos periodos, material necesario para investigaciones en genética.
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4. HIPOTESIS

El semen de Engraulis ringens incubado en solucion crioprotectora y congelados a una
tasa constante, permitir4 obtener al menos 50 % de espermatozoides méviles post-

descongelamiento.



CAPITULO H: OBJETIVOS

1. OBJETIVO GENERAL

» Criopreservar espermatozoides de anchoveta peruana Engraulis ringens a bajas

temperaturas;
2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Eva_lqar el efecfo de diferentes crioprotectores a distintas concentraciones sobre
la motilidad de espermatozoides de E. ringens.

© Jdentificar la tasa de congelamiento con la cual se. obtenga los mayores
porcentajes de motilidad post descongelamiento en espermatozoides de E.
ringens.

* Evaluar ei efecto de vitelo de huevo de ave, comg crioprotector no permeable,

sobre la motilidad espermatica en E. ringens.
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CAPITULO II: MARCC TEORICO

i. ANTECEDENTES

Las técnicas de criopreservacién en especies hidrobiologicas se han desarrollado
principalmente con fines productivos, eﬁcontrélldosc informacién bibliografica des-de
microalgas (Cafiavate y Lubian, 1995; Mortain-Bertrand et al., 1995; Tzovenis et al.,
2004; Rhodes et al., 2006), rotiferos (Koehler, 1967; Toledo y Kuiokura; 1990; Oliveb
y Wang, 1997), moluscos como Mesodesma donacium (Joo y Dupré, 2002), Argopecten
purpuratus (Dupré y Espinoza, 2004), Crassostrea gigas (leropoli ef al., 2004),
Pinctada margaritifera (Acosta-Salmoén et al., 2007), Pinctada fucata martensii
(Kawamoto et al., 2007} hasta peces.
Existen muchos reportes sobre criopreservacion de espermatozoides en peces de agua
ciulce, principalmente en ciprinidos (Lubzens et al., 1997, Linhart ef al., 2000; Akcay et
al., 2002; Horvath et al., 2003, Wameéke y Pluta, 2003); salménidos (Stoss y Holtz,
1983; Lahnsteiner et al., 1997, Babiak ef al., 1998; Glogowski et al., 2000; Cabrita et
al., 2001; Salte et al., 2004) y caracidos (Fresneda et al., 2004; Navarro et al., 2004;
Martino, 2005; Cruz et al., 2006; Maria ef al., 2006). |
La bibliografia también es amplia respecto a peces marinos de importancia acuicola
‘como Scophthalmus maximus (Dreanno et al., 1997), Pleuronectes ferrugineus
(Richardson et al, 1999), Pseudopleuronectes americanus (Rideout et al, 2003),
Paralichthys olivaceus (Zhang et al, 2003), Latris lineada (Ritar, 1999), Thunnus
orientalis (Hwang et c'zl.., 2005), Thamnaconus septentrionales (Kang et al., 2004),
Macrozoarces americanus (Yao et al., 2000). Sin embargo no se han reportado trabajos
en especies no utilizados en acuicultura, tales como los engraulidos, cuya importancia es
pesquera y su reproduccién en cautiverio tendria fines experimentales.

La criopreservacion de espermatozoides de anchoveta peruana permitird facilitar su
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reproduccién en cautiverio para obtener huevos y larvas con la finalidad de realizar
pruebas experimentales con ellas.

Actualmente, estdn estandarizadas las técnicas de captura y acondicionamiento al
cautiverio de ejemplares adultos de anchoveta peruana (Espinoza et al., 2008), sm
embargo el desove espontaneo en tanques de cria no es posible. Por tal motivo, se
utiliza la induccidn hormonal mediante la inyeccién de hormonas exégenas (Cisneros et
al., 2006), lo cual ha permitido obtener expulsién tanto de ovocitos como se semen,
pero de manera asincrénica. En consecuencia se planteé la criopreservacion de
espermatozoides como alternativa para solucionar dicho problema.

Sin embargo, la aplicacidn de tecnicas de criopreservacion de espermatozoides de una
especie a otra requiere de ciertas modificaciones de acuerdo a las caracteristicas
fisioldgicas de cada especie. Para ello, los estudios requieren ser realizédos en 3 etapas
como lo menciona Medina et al. (2005): eval_uaci(')n de sustancias crioprotectoras,
estandarizacion de protocolos de congelacién y extrapolacic’)n de resultados a otras
especies segun sus similitudes.

En tal sentido, se plante6 la investigacion del d'es‘arrollo de una técnica de
criopreservacion de espermatozoides de E. ringens en tres etapas, primero, evaluar el
efecto de diferentes crioprotectores a distintas concentraciones sobr¢ la motilidad de
espermatozoides de anchoveta peruana; segundo, identificar la tasa de congelamiento
con la cual se obtenga los mayores porcentajes de motilidad espermatica post
descongelamiento, y tercero, evaluar el uso de crioaditivos no permeables para

maximizar la motilidad espermaética post-descongelamiento.
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2. BASES TEORICAS

La criopreservacion es el prolcedir.niento por el cual las células son congeladas a bajas
temperaturas con el objetivo de mantener su viabilidad y funcionalidad sin alteraciones
por tiempos prolongados. Esta técnica utiliza fenomenos regidos por leyes naturales,
cuyo dominio pertenece al campo de la criobiologia, ciencia que estudia el
comportamiento de organismos biologicos sometidos a temperaturas por debajo de 0
°C.

Segiin Storey y Storey (1991), la sobrevivencia de estos organismos se basa en dos
estrategias: la primera consiste en evitar la exposicién a temperaturas por debajo del
punto de congelacién de los fluidos corporales. Estos animales simplemente eligen
lugares de hibernacion bastante calidos, ya sea bajo el agua o a cierta profundidad bajo
tierra; como diversos tipos de ranas Rana sylvatica, Hyla crucifer, Hyla versicolor,
Pseudacris triseriata los cuales excavan el suelo para permanecer por debajo del
horizonte de la helada.

La segunda estrategia a la congelacion consiste en utilizar adaptaciones especificas que
estabilicen el estado liquido a temperaturas inferiores a cero, ya que todas las soluciones
acuosas, entre ellas los fluidos corporales tienen un punto de congelacion de equili‘t;rio
que corresponde a la temperatura a la que un cristal de hielo colocado en una solucion
empieza a crecer. Pero todas las soluciones acuosas pueden también ser sobre-enfriadas,
es decir, pueden enfriarse muy por debajo del punto de congelacién de equilibrio sin
que por ello el agua se cristalice. Sin embargo, la presencia ciertos compuestos que
provocan el crecimiento del hielo denominados nucleadores evitan la extension de este
sobreenfriamiento, por ello para estabilizar el estado liquido, los animales tienen que
eliminar estos nucleadores o evitar que estos desencadenen la cristalizacion general. Los

peces marinos polares emplean una estrategia de este tipo, evitando la congelacién con
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proteinas anticongelantes en sus fluidos éorporales. Muchos artrépodos, entre los que se
encuentran Ias _argﬁas y 4caros han desarrollado sus propias proteinas anticongelantes
tan potentes que pueden impedir la formacién de hielo a temperaturas de hasta - 15 °C.
Otros insectos requieren una mayor proteccion invernal por lo que han desarrollado un
anticongelante adicional a base de azlicares o alcoholes de bajo peso molecular; como
son el glicerol y el etilenglicol; esto sucede con la oruga de Epiblema scudderiana, la
cual presenta hasta 40 % de glicerol del total de sus fluidos corporales (Storey y Storey,
1991).

" Por lo tanto, para resistir el proceso de congelacidn, estos organismos deben emplear
adaptaciones bioquimicas especificas, una de ellas es el control de la formac;ién de
hielo, donde el crecimiento de los cristales de hielo debe iniciarse en los fluidos
extracelulares de tal manera que el ritmo de congelacion se mantenga lento y el tamafio
de los cristales.sea pequefio.

Otra condicion, implica la proteccion de la estructura y de las funciones celulares. La
membrana celular .semipermeable, que separa los compartimentos extracelular e
intracelular, permite el libre intercambio del agua y de aig{lnos solutos, pero restringe el -
movimiento de otros compuestos; de modo que cuando se forma hielo fuera de las
células, esto cambia de inmediato el equilibrio de agua y de solutos en el interior de
aquellas. A medida que el hielo extracelular se va formando, excluye de sus estructuras

" solutos tales como sales, aziicares y proteinas. Asi, el fluido extracelular restante se hace

cada vez mas concentrado. Este proceso supone un estrés osmotico para la célula,

porque la concentracién total de solutos a ambos lados de la membrana celular debe

equilibrarse siempre. En respuesta a dicha tension del interior de las células fluye agua y

los solutos penetran en su interior. Seglin Storey y Storey (1991), esta salida de agua

celular provocada por la formacién de hielo extracelular reduce rapidamente el volumen
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celular, si el cual se reduce por debajo de un minimo critico, entonces la bicapa de
fosfolipidos de la membrana se comprime tanto que su estructura se rompe.
Para contrarrestar dichas tensiones sobre la estructura celular, se emplean compuestos

quimicos denominados crioprotectores.

2.1. Crioprotectores
Las sustancias denominadas crioprotectores, impiden por interaccién molecular con el
agua, la accién destructiva del congelamiento sobre las células; es décir, las protegen de
la formacion de cristales de hielo con un grado bajo de toxicidad. Una de las hipétesis
en las cuales se basa el efecto de los crioprotectores es que sus caracteristicas fisico-
quimicas le .confieren afinidad por el agua intracelular y de esa forma atrapar la
molécula de agua en su interior, lo que impide que el agua forme cristales geométricos
ordenados. En consecuencia, la solidificacion del medio se establece con una
distribucion molecular desordenada del agua y la sustancia toﬁa el cardcter de sustancia
vktrea protectora (Hubalek, 2003).
Los crioprotectores se clasifican isegt'm la permeabilidad del compuesto crioprotector a
través de la membrana celular; pudiendo ser crioprotectores permeables o
crioprotectores no permeables.
En el primer grupo, se encuentran las sustancias que poseen bajos pesos moleculares y-
que, por lo tanto, penetran al citoplasma celular. Estas protegen a las células de posibles
_daﬁos causados cuando la tasa de congelacion es lenta, siendo los maés utilizados el
glicerol, el ME,SO, metanol, etanol, etilenglicol y propilenglicol.
El ME;SO y el metanol han sido los méas utilizados en criopreservacion de
espermatozoides de peces marinos, obteniéndose mejores resultados con el ME,;SO
(Suquet et al., 2000).

La acciéon crioprotectora del ME,SO se atribuye principalmente a prevenir la
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acumulacién excesiva de electrolitos y otras sustancias durante el proceso de
congelamiento, y también reducir la formacion de cristales de hielo que rompen la
estructura de la membrana. Su bajo peso molecular permite la répida entrada a través de
la membrana celular (Garcia, 1984; Suquet et al., 2000), modula la estabilidad de ia
bicapa de los fosfolipidos, asi como también afecta los procesos de ;s,olvatacién de agua.
Sin embargo, se ha sugeridb interacciones electrostaticas de ME,SO con fosfolipidos de
la membrana, lo cual parece ser critico para la crioproteccion de la misma (Porcu, 2001;
Suquét et al., 2000).

'El propilenglicol, ha sido utilizado principalmente para congelacién de blastocistos y
embriones en estado de pre-implantacion en humanos y otras especies (Porcu, 2001).
Utilizando el glicerol se ha logrado obtener buenos resultados en la proteccién de
células espermaticas de dorada Sparus aurata (Gwo, 1994) pero su protecqién fue |
minima al utilizarla en el turbot (Scophthalmus maximus) (Dreanno et al., 1997, Suquet
et al., 2000).

Los crioiarotectores no permeables, son sustancias de alto peso molecular efectivas a
altas tasas de congelacion, son utilizados para remo{/e‘r mediante 6smosis el agua
intracelular reemplazandola por los crioprotectores permeables durante el enfriamiento
y adicionalmente para prevenir el choque osmético por medio del control de la
rehidratacién intracelular durante la descongelacién (Medina et al., 2005)., son
importantes por ejercer su acciéon crioprotectéra promoviendo la rdpida deshidrataciéon
celular. Los utilizadds en especies marinas son sacarosa (Gwo, 1991; 1998, Dreanno,
1997) y glucosa (Gwo et al., 2005).

Otro tipo de crioprotectores no penetrantes son las lipoproteinas presentes en la yema de
huevos de aves, las cuales se utilizan para prevenir dafios en la membrana plasmatica

(Scott y Baynes, 1980 citado en Suquet et al., 2000). Cabrita et al. (1998), sugirieron
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que estos aditivos incrementan la resistencia de la membrana celular ante el estrés
osmdtico producido durante el congelamiento-descongelamiento de espermatozoides de

trucha arco iris.

2.2. Tasa de congelamiento

Durante el proceso de enfriamiento y congelacion, las células estdn sujetas a cambios
fisicos y quimicos de su medio. Uno de estos cambios sucede intracelularmente cuando
el agua en fase liquida pasa a sélida en forma de- cristales (Medina et al., 2005). Por
debajo de —5 °C la célula ain permanece sin congelar debido al sobreenfriamiento y
depresion del punto de congelamiento ocasionado por la gran cantidad de solutos
presentes. Entre -5 y —15 °C se forma hielo extracelular, pero el contenido celular
permanece sin congelar 'y sobreenfriado, probablemente debido a que la membrana
plasmatica bloquea la formacién de cristales de hielo dentro de la célula. Como
consecuencia de la formacién de hielo extracelular, el potencial quimico extracelular se
hace mayor y el agua intracelular fluye hacia el exterior donde se congela (Mazur,

1977).

La posibilidad en que se formen cristales de hielo grandes o pequefios depende de la
velocidad con que el agua fluya a través de la membrana celular, cumpliendo la tasa de
congelamiento un rol iniportante en ello (Mazur, 1984). Sin embargo, los procesos de
6smosis ocasionados por los cambios de potencial quimico generados por la fofmacién
de hielo dependen, en primera instancia, de la permeabilidad de la membrana, asi como
del efecto que pueda tener cada crioprotector, los cuales son especie-especifico
(Glowoski et al., 1999). Por lo tanto, la tasa de congelamiento éptirﬁé para un
determinado tipo de célula varia de acuerdo a la permeabilidad que tenga la membrana

celular al agua y al crioprotector utilizado.
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Segin Mazﬁr et al. (1972), si la tasa de congelamiento es inferior al ¢ptimo, la célula
sufrird dafios por efectos osméticos, ya que se formaran cristales de hielo de gran
tamafio; debido a que hay tiempo suficiente para que mayor cantidad de moléculas de
agua se agreguen a los cristales de hielo en formacién. Luego aumenta la concentracién
de solutos en el agua extraceiular que permanece sin congelar y, como respuesta de la
célula, se produce un flujo de agua hacia fuera de ella para igualar concentraciones entre
el medio intra y extra celular. Por lo tanto, la célula se deshidrata en exceso, lo cual
genera un arrugamiento de la membrana plasmatica que sobrepasa su limite de
flexibilidad y termina por romperse. Por otro lado, las tasas de congelamiento .
superiores al Optimo, conllevan al congelamiento intracelular inmediato. Este hecho se
produce debido a que el tiempo es insuficiente para que la célula pueda perder el agua
| que le permita un equilibrio entre el potencial quimico de los medios intra y
extracelular. La congelacion rapida permite que se formen Iﬁayor cantidad de centros de
nucleacién, formédndose soélo cristales de hievlo muy pequefios, tanto intra como
extracelulares.

Posiblemente las moléculas del crioprotector se estarian adsorbiendo a la perifefia de los
cristales de hielo, urﬁéndose a ellos quiza mediante puentes de hidrogeno e impidiendo
que mas moléculas de agua se unan a este pequefio ntcleo de hielo (Zachariassen y
Kristiansen, 2000). Esta forma de evitar el crecimiento de los cristales de hielo, seria
muy similar a la que proponen Storey y Storey (1991) para las proteinas anticoﬁgelantes
en especies ectotérmicas que soportan temperaturas inferiores al punto de
congelamiento de sus fluidos orgénicos.

Por otro lado, la tasa de congelacion es una de los factores mas criticos en el proceso de

criopreservacién de semen, esta es la variable menos estandarizada en los estudios de
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criopreservacién seminal en peces (Rana, 1995), ya que con algunas especies un
congelamiento lento es mas eficaz que un congelamiento rapido.

Este proceso se puede clasificar de acuerdo a la velocidad de congelamiento y
descongelamiento en protoéolos de congelacion rapida y descongelaciéon lenta o
congelacion lenta y descongelacién rapida; en las cuales la adicién del crioprotector
suele hacerse por pasos y el descenso de la temperatura se realiza lentamente en un
congelador programable.

La congelacién ultra-rapida o vitrificacién no requiere la utilizacién de un congelador
- programable; se basa en la congelaci()n rapida en una mezcla de altas concentraciones
de crioprotectores, que a bajas temperaturas aumentan su viscosidad formando un sélido
amorfo, sin formacién de hielo (Avila-Portillo et al., 2006); este tipo de pruebas fue
descrita para la congelacion de embriones por Trouson en 1986 e implica la répida
deshidratacién celular, utilizando altas concentraciones de crioprotector, usuaimente
ME,SO y sacarosa, seguida de inmersion directa en nitrogeno liquido.

La congelacién espermatica se puede realizar utilizando los vapores de nitrégeno para
luego sumergir totalmente la muestra en el nitrégené iiquido; es probablemente la
técnica més utilizada en peces (Suquet et al., 2000) y la cual se utiliz6 en el presente
trabajo. Muchos trabajos han utilizado este método el cual consiste en suspender las
muestras de espermatozoides sobre vapores de nitrogeno por un periodo adicional antes
de sumergirlas definitivamente dentro del nitrégeno liquido. Los principales problemas
incluyen tasas de enfriamiento no uniformes entre alicuotas y diﬁcultades en mantener

reproducibles las condiciones de congelacion. (Avila-Portillo et al., 2006).

2.3. Descongelacién de muestra criopreservada

El crecimiento de los cristales de hielo no termina con el congelamiento. Cuando

empieza el descongelamiento puede ocurrir la récristalizacién, es decir, seguir

23



agregandose mas moléculas de agua a los microcristales ya formados; lo cual ocurre
s6lo dentro de cierto rango de temperatura, que es entre —15 y —60 °C (Mazur, 1984).
La descongelacion muestra ser uno de los parametros més sensibles durante la
. criopreservacién de espermatozoides. Los rangos de temperaturas de descongelacion de
células son diferentes dentro y entre especies. Es probable que las temperaturas Optimas
puedan estar relacionadas directamen’;e con las temperaturas del agua en la cual los
peces desovan; es decir, temperaturas de descongelacion mds bajas para peces de agua
fria y més altas para peces de agua calida, lo que podria estar influenciado por las
caracteristicas de distribucion de los fosfolipidos en la membrana espermética (Medina
et al., 2005).
La descongelacion se hace rapidamente a temperatura ambiente o en un bafio de agua a
30°C para evitar la recristalizacion de las células. Las temperaturas utilizadas para la
descongelacién de espermatozoides de especies marinas se encuentra entre 10 y 40 °C

(Suquet et al., 2000); mientras que para especies de agua dulce, generalmente entre 30

y 80 °C (Rana, 1995)
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3. DEFINICION DE TERMINQOS BASICOS

Criopreservacién: Procedimiento utilizado para preservar y almacenar células vivas
por congelacion.

Crioprotectores: Compuestos que impiden el dafio celular durante los procesos
sucesivos de congelacién y descongelacidn; son agentes muy solubles en agua y poco
. toéxicos.

Espermatozoide: Célula reproductiva moévil y haploide de animales del género
masculino y de algunas plantas y protistas.

Goénada: Es la glandula productora de gametos; puede ser ovario en hembras o testiculo
en machos.

Hipéfisis (pihﬁtaria): Es una glandula situada en la base del cerebro, que produce y
libera diferentes hormonas incluidas FSH, LH y prolactina.

Hipotilamo: Es una region del encéfalo situada en la base del cerebro, unida por un
tallo nervioso a la hipéfisis y en la ciue residen centros importantes para la vida
vegetativa. Segrega diferentes hoﬁnonas, eﬁtre ellas las liberadoras de gonadotrofinas.
Estas hormonas estimulan la produccién de gonadotropinas por la hipéfisis.

Hormona: Sustancia secretada por glandulas endocrinas especificas del cuerpo, que
pasan directamente a la corriente sanguinea. Las hormonas tienen un efecto reguiador 0
estimulante en uno o varios 6rganos y pueden activar varios procesos bioquimicos.
Hormonas gonadotrificas (Gr): Sustancias secretadas por la hipéfisis, cuyo principal
6rgano blanco son las goénadas. Son la hormona luteinizante y hormona foliculo

estimulante. La misma terminologia es dada en peces debido a su estructura y funcién

homélogas a las de humano.
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Hormona Liberadora de gonadotrofinas (GrnRH): Una sustancia secretada cada
aproximadamente noventa minutos por el hipotilamo. Esta estimula la liberacién de LH
"y FSH por la hipéfisis; los que a su vez estimulan la maduracion de las gonadas.
'GrRHa: Analogo de hormona liberadora de gonadotrofina.

Membrana plasmética: Membrana superficial semipermeable que envuelve al
conténido de las células y que deben cruzar todos los materiales que entran o salen de
[as células.

Metabolispe: El conjunto de reacciones quimicas que se producen en las células vivas.
Suma de los procesos fisicos y quimicos por el que se producen y conservan los
sistemnas vivos. Transformaciones por las que quedan disponibles la energia y materia

para su empleo por el organismo.

Motilidad espeérmatica: La capacidad de nadar que presentan los espermatozoides. *

26



CAPITULO IV: MATERIALES Y METODOS

El trabajo se realiz en el Laboratorio de Biologia Experimental del Instituto del Mar
del Pert, localizado en la provincia constitucional del Callao, durante el periodo Enero

del 2007 - Febrero del 2008.

1. MATERIAL BIOLOGICO

Taxononva de Anchoveta Peruana ( Engraulis ringens)

Reino: Animalia
Phylum: Chordata
Clase: Actinopterygii
Orden: Clupeiformes
Familia: Engraulidae
Género: Engraﬁlis |
Especie: ‘ringens

Nombre Comiin:  Anchoveta peruana, peladilla (juveniles)

Nombre Inglés: Peruvian anchovy

Simil de Importancia Internacional: Engraulis japonicus (Japon), Engraulis mordax
(E.E.U.U.), Engraulis encrasicolus (Europa).

Morfologia: El dorso de este pez presenta una pigmentacién de tono verde claro
brillante que se hace mdas oscuro y azulino en los individuos adultos, mientras que la
zona lateral y ventral son de color plateado brillante. Las_ aletas pectorales, dorsales y
ventrales son de tonos claros y la caudal oscura, casi negra. No muestran diformismo

sexual externo.

27



Reproduccién: La anchoveta tiene sexos separados, alcanza su madurez sexual a los 12
cm y fecundacion externa. El desove de la anchoveta abarca casi todo el afio, con dos
periodos de mayor intensidad, el principal en invierno (Agosto_—Septiembre) y otro en el
verano (Febrero-Marzo).

Distribucién geografica: Desde Punta Aguja (Pert) hasta Talcahuano (Chile).
Localizacién de la Pesqueria en el Pera: Todo el litoral peruano, distribuido en dos

grandes zonas de pesca, Norte-Centro (de Tumbes a Pisco) y Sur (de Pisco a Tacna).

Medidas de ordenacidn: Vedas, talla minima de captura, tamafio de malla, cuota de

captura.

2. OBTENCION Y ACONDICIONAMIENTO DE LOS PECES

Se trabajé en total con 126 ejemplares adultos de anchoveta peruana (Engraulis
ringens) con tallas entre 14,5 — 16,5 cm de lonéitud (Tablal); los cuales fueron -
capturados en la Bahié del Callao por medio de un sistema de red izada y luces de
atraccion adaptado al Buqué de Investigacién Cientifica SNP-2 perteneciente al

IMARPE segiin metodologia descrita por Espinoza et al. (2008) (Foto la,. 1b).

Los rastreos acusticos se iniciaron desde el atardecer, una vez ubicados los cardiimenes
de ancho.veta se procedi6 a fondear el barco y lanzar la red. Inmediatamente después, se
~ coloco el transductor del ecosonda portétil en el centro del 4rea de pesca de la red y se
encendieron las luces para conseguir la agregacion de peces. Posteriormente, se levantd
la red y los peces fueron colectados con ;edes de mano (Foto 1c) y colocados en tanques
de fibra de vidrio de 300 L de capacidad, los cuales se mantuvieron con aeracién y
circulacién del agua permanentes meciiante una bomba de vacio MINIPORT y una

bomba de agua'sumergida RULER 1500 respectivamente (Foto 1d y le).
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A continuacién, los peces fueron trasladados al muelle del IMARPE vy transferidos a
tanques de 10 m> de capacidad en el LBE para su acondicionamiento al cautiverio (Foto
1), segiin metodologia descrita por Espinoza ef al.. (2008). Dichos tanques formaron
parte de un sistema de recirculacion de agua; donde la temperatura se mantuvo
constante (16,5 + 0.2 °C) utilizando una bomba de calor de 3 HP. Ademés, se aplicé un
fotoperiodo de 10 horas luz (08:00 horas — 18:00 horas) y 14 horas oscuridad.

La alirrientacién de los peces fue ad libitum en tres raciones diarias (9:00; 13:00 y 17:00
h), utilizando un suplemento alimenticio en polvo, LARVAL AP100 ®, el cual fue _
reemplazado gradualmente por alimento extruido crecimiento KR2 Nicovita ®. A los 30
dias posterior a la captura, los peces fueron desparasitados mediante bafios de
~formaldehido (250 mg L") durante 60 minutos y posteriormente transferidos a tanques

de 2 m? hasta alcanzar su maduracién gonadal.

3. INDUCCION DE LA ESPERMIACION Y COLECCION DEL SEMEN

Los peces fueron anestesiados mediante bafios en solucion de tricaina (MS-222) a una
concentraciéon de 80 mgL"' durante 3 minutos (Foto 2a), una vez adormecidos los
individuos, se procedid aAdete.rminar el peso de cada uno para calcular el volumen de
hormona (acetato de buserelina) a inyectar (Foto 2b). Este se administré a los peces
mediante una inyeccién intraperitoneal, en dosis de 0,01 pg g de pez (Foto 2c), las

cuales se aplicaron utilizando agujas hipodérmicas calibre 29.

Luego de la inyeccion los peces fueron colocados en un tanque de 300 L con aeracién

permanente y a la misma temperatura que en el periodo de acondicionamiento.

A las 12 horas post-inyeccidn se realizo una ligera presién abdominal en sentido craneo

caudal a cada pez, con la finalidad de obtener la muestra de semen. Mediante el uso de
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una micropipeta automadtica, se extrajo 10 pL de semen teniendo cuidado de no
contaminarlo con agua, orina o heces, ya que de lo contrario la motilidad espermatica

hubiese sido afectada (Dreanno ef al., 1998; Poupard et al., 1998) (Foto 2d).

4. EVALUACION DE LA CONCENTRACION Y MOTILIDAD
ESPERMATICA DEL SEMEN FRESCO
Una vez obtenida la muestra de semen (10 pL), se procedié a colocarla en una cé.mara
de cultivo celular conteniendo 90 uL de solucién salina (al 0,9 %), para mantener en
inactividad a los espermatozoides. Posferiormente, se extrajo 5 pL de' la muestra
mezclada en solucién salina para ser nuevamente diluida en 195 pL de solucién salina
donde permanecié durante. 10 minutos (tiempo de incubacién). Transcurrido este
tiempo, se extrajo 5 uL de la segunda dilucidén para colocarla.en 95 uL de agua de mar y
activar los espermatozoides para analizar la motilidad y concentracion espermatica bajo

microscopia Optica en una camara de Neubauer.

5. DETERMINACION DE LA MOTILIDAD ESPERMATICA POST-

INCUBACION EN DIFERENTES CRICPROTECTORES

La finalidad fue descartar los crioprotectores en el cual los porcentajes de motilidad
espermatica sean bajos con respecto a los obtenidos con semen fresco. Para ello, se
evaluo la motilidad esperméticé post-incubacién en 4 diferentes agentes crioprotectores
(ME,SO, propilenglicol, glicerol, etanol). a tres concentraciones diferentes (0,5 M; 1,0
M y 1,5 M). Cada muestra de semen tuvo su muestra control.

Los peces fueron anestesiados en bafios de MS-222, para posteriormente inyectar la
dosis de acetato de buserelina y extraer la muestra de semen siguiendo los pasos

indicados en el punto anterior.

30



Luego de obtenida la ‘muestra de semen, ésta se diluy6 en solucién salina y luego una
alicuota de la mezcla se incubd en cada crioprotector y concentracion de los mismos. El
tiexﬁpo de incubacidn en los diferentes crioprotectores fue de 10 minutos, luego del cual
la muestra obtenida fue diluida en agua de mar para activar a los espermatozoides y
analizar su motilidad a los 0, 5 y 10 min. El porcentaje de espermatozoides moviles se

evalud bajo microscopia 6ptica con un aumento de 400x.

6. DETERMINACION DE TASAS OPTIMAS DE CONGELAMIENTG EN

ME,SOC

Luego de obtener una muestra de semen de 10 pL, ésta se diluyé en 90 pL solucién
salina y de ésta mezcla se tomo una alicuota de 5 pl para colocarla en un tubo de
microcentrifuga de 1,5 mL de éapacidad, el cual contenia 195 pL de la solucién
crioprotectora (solucién salina + ME,;SO) en 3 diferentes concentraciones. El tiempo de .
incubécién fue de 10 minutos. |
Posteriormente se procedié a congelar las muestras a 5 tasas diferentes de
congelamiento (-10, -20, -30, -40 6 -50 °C-min™); utilizando para ello un equipo de
congelamiento mecanico segin modeio descrito por Dupré y Espinoza (2004) (Foto 3a).
Este equipo consta de un termo de nitrégeno h'quidb de boca ancha de 2 L de capacidad,
una polea graduada que permite regular el movimiento de una placa portamuestras (Foto
3b). La polea se marco con divisiones de 1 mm para poder determinar las velocidades
de descenso (div-min™), las cuales se transformaron a tasa de congelamiento (°C-min™).
Antes de cada congelamiento, el termo fue llenado con 500.mL de nitrégeno liquido y
mantenido cerrado durante 15 min para que la temperatura se estabilice. En la placa
.port.amuestras del congelador sé colocaron tubos de microcéntrifuga con_teniendo las-
muestras de semen en solucién crioprotectora, ésta placa se mantuvo sobre la superficie

del termo de nitrégeno liquido, durante 5 min antes de iniciar el congelamiento, donde
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"la temperatura fue 5 °C (Foto 3c). Luego, las muestras fueron introducidas en el termo a
una velocidad constante hasta llegar a 1 cm por encima del nivel del nitrégeno liquido
donde permanecieron otros 5 min. Transcurrido este tiempo, las muestras fueron
sumergidas completamente en el nitrégeno liquido para luego ser transferidas y

almacenadas en un tanque de nitrégeno liquido de 35 L de capacidad (Foto 3d).

Después de 7 dias, las muestras fueron extraidas del nitrégeno liquido y fueron
desqongeladas, sumergiendo los tubos de microcentrifuga en un recipiente conteniendo
agua de mar a 40 °C durante 30 s y luego en otro recipiente con agua de mar a 16 °C
hasta descongelarse completamente.

Una vez descongelada la muéstra, se extrajo 5 pL de cada tubo de ﬁlicrocentrl’fuga y se
colocd en una camara de cultivo celular conteniendo 95 pL. de agua de mar para su
dilucién y activacién espermética (Foto 3e). Se calculdé el porcentaje de

espermatozoides moéviles a los 0, 5 y 10 min post descongelacion (Foto 3f).

7. EFECTO DEL VITELO DE HUEVO DE -GALLINA (VHG) COMO

CRIADITIVO NO PERMEABLE

Para ello se prepard una solucién crioprotectora con 1,5 M de ME,SO (SC 1) y otra con
1,5 M de ME,SO + 10 % (v/v) VHG (SC 2).

La mezcla de VHG + ME,SO ¢n solucién fue centrifugada a 1000 rpm durante 10 min y
se descart6 el precipitado para almacenar el sobrenadante a 5 °C hasta su posterior uso.
El procedimiento del manejo de los peces fue similar al seguido en las pruebas
anteriores. Luego de obtener una muestra (lOAuL),' ésta se coloco en 90 pL de solucion
salina y de ésta mezcla se tomd una subfnuestra de 5 pl para colocarla en un tubo de

microcentrifuga de 1,5 mL de capacidad conteniendo 195 pl. de la SC 1 6 SC 2, segin
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sea el caso. Luego, se procedié a congelar las muestras a 5 tasas diferentes de
congelamiehto (-10, -20, -30, -40 6 -50 °C-min'1) y descongelandolas segiun la
metodologia descrita én el punto anterior, para finalmente analizar el porcentaje de

espermatozoides méviles a los 0; 5 y 10 min post descdngelamiento.

33



8. DISENO EXPERIMENTAL

8.1. Motilidad espermética post-incubacién en soluciones cricprotectoras

Cl C2 C3 C4
CCl|CC2jcc3|c|ccr|cezfces|jcjeccrycezfececsfcjecr|ce|ces ¢
tl
t2
t3
pez1x9 pez2x9 pez3x9 pez4x9
=36 peces.
8.2. Motilidad espermatica post congelamiento-descongelamiento en ME,SO
T1 T2 ‘ T3 T4 TS
CCl|CC2ziCC3iC|CCl|cCccz|cc3|Cc|cCcr|cez2|cc3|ciecr|ecezjecesjecyceerfceez|cees
t1
t2
t3
pez5x9 pez6x9 pez7x9 pez8x9 pez9x9
' =45 peces
8.3. Motilidad espermaitica post congelamiento-descongelamiento en ME,SO
(1,5 M) y ME,SO (1,5 M) + VHG
T1 T2 T3 T4 TS5
ME,SO ME,SO : ME,SO ME,SO ME,SO
ME,SO + c ME,SO + c ME,SO N C ME,SO : C ME,SO o C
VHG VHG VHG VHG VHG
tl
2
t3
pez 10x9 pez11x9 pez 12x9 pez13x9 pez 14x9
=45 peces
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9. ANALISIS ESTABISTICO

Se evalué la normalidad de los datos utilizando el Test de Lilliefors y la homogeneidad
de varianzas con el Test de Cochrane. En todos los test estadisticos se considerd un
nivel de significancia de 0,05 y para ello se utilizo el programa SYSTAT 8.0 para
- Windows.

Para detenninar diferencias signiﬁcativas de los porcentajes de motilidad espermatica
post incubacién en diferentes crioprotectores se utilizé t-student con correccién de
Bonferroni.

En la prueba de evaluacion de motilidad espermatica post tratamiento a diferentes tasas

de congelamiento utilizando ME,;SO como crioprotector a diferentes concentraciones se

utiliz6 ANDEVA y el test de Tukey para las comparaciones entre tasas deﬂ'

congelamiento dentro de la misma concentracion de crioprotector, mientras que t-
student con' correccion de Bonferroni para las comparaciones entre pruebas de
diferentes concentraciones para cada tasa de congelamiento.

* Finalmente, para analizar la motilidad espenﬁéitica post congelamiento-
descongelamiento de las pruebas con crioaditivo, se utiliz6 ANDEVA vy el test de Tukey
para las comparaciones de diferentes tasas de congelamiento dentro del mismo
crioprotector, y t-student para las comparaciones entre crioprotectores de la misma tasa

de congelamiento.
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CAPITULO V: RESULTADOCS

- 1. Motilidad espermatica post-incubacién en soluciones crioprotectoras

AO0SM
A los 0 minutos, los valores de motilidad espermatica variaron entre 60 y 90 %,
observandose diferencias significativas s6lo entre los resultados en ME,SO y GL (90,0
+ 49 % y 66,2 + 3,8 % respectivamente) (p<0,05, t-student con correccién de
Bonfferroni). A los 5 minutos, los mayores porcentajes de motilidad se obtuvieron en
PG y ME;SO (94,8 + 3,4 % y 73,4 = 10,0 % fespectivamente) sin encontrarsé
diferencias significativas entre ambos valores (p>0,05; t-student con correccion de
Bonfferroni). A los 10 minutos, los valores obtenidos con PG (96,4 + 15,8 %) fueron
mayores que con el resto de crioprotectores, excepto a los obtenidos con ME,SO (54,1

13,8 %) (p<0,05; t-student con correccion de Bonfferroni) (Figura 1).

ALOM
El porcentaje de motilidad espermaética a los 0 minutos post incubacién en ME,SO (84,0
+ 4,7 %) fue significativamente diferente a los obtenidos‘ con los otros crioprotectores
(p<0,05; t-student con correccién de Bonfferroni}. Alos 5 yAIO minutos post incubacion
en ME;SO, los valores de motilidad espermatica se mantuvieron por encima del 50 %
mientras que con los demds crioprotectores se obtuvieron valores menores al 40 %

(Figura 1).

ALSM
Los valores de motilidad espermatica a los 0 y 5 minutos post incubacion en ME,SO
(70,3 = 4,3 % y 42,9 + 6,1 % respectivamente) fueron significativamente diferentes a |
los obtenidos con los otros crioprotectores (p<0,05; t-student con correcciéon de

Bonfferroni). Los valores de motilidad espermaética a los 10 minutos post incubacion en
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los 4 crioprotectores fueron ‘menores al 20 %, no encontrandose diferencias

significativas entre ellos (p>0,05; t-student con correccion de Bonfferroni) (Figura 1).

2. Motilidad espermdtica post congelamiento-descongelamiento en ME,SO
A los 0 minutos

El mayor porcentaje de motilidad espermatica obtenido fue 61,3 £ 7,6 % utilizando
como medio de incubacién 1,5 M de ME,SO a la tasa de. congelémiento de 20 °C/min,
este valor no fue significativamente diferente al porcentaje de espermatozoides mdviles
incubados en 1,0 M de ME,SO a la misma tasa de congelamiento (46,5 + 8,1 %)
(p>0,05; t-student con correccién de Bonfferroni) (Figura 2).

Empleando las tasas de congelamiento de 30 y 40 °C/min y utiljzando 1,5 M de ME,S0
se alcanzaron porcentajes de motilidad espermatica de 51,7 = 9,7 % y 53,8 £ 4,9 %
respectivamente, | estos valores fueron éigniﬁcativamente diferente al incubar
espennatozoides a 1,0 M de ME,SO aplicando las mismas tasas de congelamiento (22,9
+ 5,8 % y 28,01 £ 36 % respectivamente) (p<0,05; t-student. con correccion de

Bonfferroni) (Figura 2).

Al utilizar 0,5 M de ME,SO los porcentajes de motilidad no lograron sobrepasar el 15%
con ninguna de las tasas de congelamicnto,
Utilizando la tasa de congelamiento de 50 °C/min a las tres concentraciones diferentes

de ME,;SO se obtuvieron porcentajes de espermatozoides mdviles menores al 23%

(Figura 2).

A los 5 minutos

El mayor porcentaje de motilidad ¢spermatica observado fue 41,7 = 7,3 % utilizando 1,5

M de ME;SO a la tasa dc congelamiento de 20 °C/min, este valor no fue

significativamente diferente l porcentaje de espermatozoides moéviles incubados en 1,0
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M de MEZSO a la misma tasa de congelamiento (31,1 + 9,3 %) (p>0,05, t-student con
correccion de Bonfferroni) (Figura 2).

~ Empleando las tasas de congelamiento de 30 y 40 °C/min y utilizando ME,;SO a 1,5 M
se obtuvieron porcentajes de motilidad espermatica de 35,5 = 8,3 % y 34,8 + 7,5 %
respectivamente, estos valores fueron significativamente diferente al incubar
espermatozoides sobre ME,;SO a 1,0 M.donde los valores fueron menores al 20 %
(p<0,05, t-student con correccion de Bonfferroni) (Figura 2).

Al utilizar ME,SO al 0,5 M en las diferentes tasas de congelamiento los porcentajes de
motilidad no lograron sobrepasar el 5 %.

Utilizando la tasa de congelanﬁento de 50 °C/min a las tres concentraciones difer(;ntes
de ME,SO se obtuvieron porcentajes de espermatozoides méviles menores al 10 %

(Figura 2).

- A los 10 minutos
En este caso los valores porcentuales de motilidad espermatica no superaron el 25 % a
excepcidn de los espermatozoides mévilés incubados en ME,SO empleando las tasas de
congelamiento c}e 30 y 40 °C/min (24,2 + 7,1 % y 25,3 £ 10,0 % respectivamente)

(Figura 2).

3. Motilidad espermatica peost congelamiento-descongelamiento em ME,SO

(1,5 M) y ME,SO (1,5 M) + VHG

A los 0 minutos
Los porcentajes de motilidad espermatica incubados en ME,SO fueron mayores con las
tasas de congelamiento de 20, 30 y 40 °C/min (61,3 + 7,6 %; 51,7 £ 9,7 % y 53,8 £ 4,9
% respectivamente) los cuales fueron significativamente diferentes a los obtenidos con

10 y 50 °C/min (14,8 + 6,7 % y 22,3 = 7,9 % respectivamente) (ANDEVA, Test de
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Tukey, p<0,05). Por otro lado, al adicionar VHG a la solucién crioprotectora (ME,SO +
VHG) los porcentajes de motilidad espermética fueron mayores con la tasa de 40
°C/min (63,5 + 4,9 %), valor significativamente diferente a los obtenidos con las tasas
de congelamiento de 10, 20 y 50 °C/min con los cuales se obtuvieron valores menores
al 15 %. (ANDEVA, Test de Tukey, p<0,05) (Figura 3).

Al comparar los porcentajes de motilidad de espermatozoides incubados en ME,SO y
los incubados en ME,SO + VHG se observaron diferencias significativas solo con la
tasa de congelamiento a 20 °C/min, estos valores fueron 61,3 + 6,6 % y 32,9 + 7,6 %

respectivamente (p<0,05; t-student) (Figura 3).

A los 5 minutos

Al igual que en el caso anterior, los porcentajes de motilidad espermatica incubados en
ME,;SO fueron mayores con las tasas de congelamiento de 20, 30 y 40 °C/min (42,4 +
73 %; 354 = 83 % y 34,8 £ 7,5 % respectivamente) los cuales fueron
significativamente diferentes a los obtenidos con 10 y 50 °C/min (4,2 + 2,9 %y 10,4 £
5,8 % respectivamente) (ANDEVA, Test de Tukey, p<0,05). Por otro lado, al adicionar
VHG a la solucién crioprotectora (ME;SO + VHG) los porcentajes de motilidad
espermdtica fueron mayores con la tasa de 40 °C/min (47,6 £ 7,8 %), valor
significativamente diferente a los obtenidos con las tasas de congelamiento de 10; 20;
30 y 50 °C/min (2,0 + 1,9 %; 11,2 £ 3,5 %; 32,6 £ 4,7 % y 2,0 + 1,5 % respectivamente)
(ANDEVA, test de Tukey, p<0,05) (Figura 3).

Al comparar los porcentajes de motilidad de espermatozoides incubados en ME,SO y
los incubados en ME,SO + VHG soio se obtuvo diferencias significativas en la tasa de
congélamiento a 20 °C/min, estos valores fueron 424 + 73 % y 112 + 3,5 %

respectivamente (p<0,05, t-student) (Figura 3).
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A los 10 minutos
En este caso los valores porcentuales de motilidad espermética no superaron el 25 % a
excepcion de los espermatozoides méviles incubados en ME,SO + VHG empleando la

tasa de congelamiento de 40 °C/min donde el promedio fue 33,6 + 7,5 %
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CAPITULO VI: DISCUSION

El ME,SO demostré ser mas eficiente durante las pruebas de toxicidad y congelamiento
de espermatozoides de Engraulis ringens, respecto al ET, GL y PG; ya que utilizando
este crioprotector en sus diversas concentraciones se logrd obtener hasta 90 % de
motilidad espermatica. Por otro lado al utilizar ET, GL o PG como agentes
crioprotectores se logré conseguir porcentajes de motilidad espermética hasta 80 %,
pero a concentraciones mas altas los porcentajes de espermatozides motiles disminuian
hasta su totalidad, este resultado no aseguraba una proteccion durante el congelamiento.
Esto se deberia a que el ME,;SO es una molécula de mayor tamafio que el ET, GL y PG,
la cual podrian estar atravesando las membranas con menor velocidad que los otros,
permitiendo tasas de deshidratacion mas lenta que con los otros crioprotectores. Ello
evita que origina el rompimiento de las membranas por arrugamiento de ella
(Meryman, 1971).

Por tal motivo, se utilizdo el ME,SO como agente crioprotector para las pruebas de_ ‘
congelamiento de espermatozoides de E. ringens,- mostrando ser un eficiente
crioprotector tal como sucede en otras especies marinas, Enineohelus malabaricus
(Gwo J., 1993), Macrozoarces americanus (Yao et al., 2000), Scophthalmus maximus
(Chen et al., 2004) y Paralichthys olivaceus (Zhang et al., 2003).

Durante las pruebas de congelamiento, se determindé que el mayor porcentaje de
motilidad espermatica (61,3 & 7,6 %) obtenido en E. ringens fue al utilizar el ME,SO a
1,5 M. Estos resultados son similares a los obtenidos en otras especies marinas como
Scophthalmus maximus donde se utilizé 15 % de concentracion de ME,SO (Dreanno et
al., 1997; Chen et al., 2004) (63,3 £4,6 %y 71,7 £ 2,9 % respectivamente) o a los
obtenidos en Epinephelus malabaricus donde se obtuvieron porcentajes de motilidad

espermatica entre 50 y 70 % al incrementar la concentracion de 10 a 20 % (Gwo, 1993).

41



En Thunnus orientalis, utilizando concentraciones entre 10 y 20 % de ME,SO se
obtuvieron resultados de 68,3 + 7,5 % y 93,3 + 8,2 % de motilidad espermética
respectivamente (Gwo et al., 2005). Esto sugiere que a mayores concentraciones de
ME,SO habria mayor accién crioprotectora contra la foﬁnacién de hielo durante el
congelamiento.

Se puede inferir entonces, que la incubacién de espermatozoides de E. ringens en
ME,SO a 1,5 M no tiene un efecto toxico, sino mas bien un incremento de la proteccion
de las células durante el congelamiento-descongelamiento de espermatozoides de
anchoveta peruana. .

Con la ﬁnalidad d¢ optimizar los resultados obtenidos con ME,SO sélo, se evalué el
efecto de un crioaditivo no permeable. Esto podria suceder ya que dichos
crioprotectores no permeables o extracelulares cumplen diferentes funciones de
proteccién complementarias al de los crioprotectores permeables o intrac_elulafes
durante el proceso de criopreservacion, tales como disminucién del punto de fusién
(Ranfl, 1995), servir como buffers osmoéticos (Mc Williams ef al., 1995) durante el
congelamiento y descongelamiento, o posiblemente f(;rialecer la membrana celular.
Muchos autores han reportado mejores resultados de motilidad espermética post
descongelacién al utilizar ambos tipos de crioprotectores, respecto al uso de
crioprotectores permeables solos. Se han utilizado crioprotectores no permeables como
éacarosa (Babiak et al., 1998), VHG (Dreanno ef al. 1997, Glowoski et al, 1999; Dupré
y Espinoza, 2004), leche descremada liofilizada (Leung, 1987; Sztein et al., 2001);
glucosa + NaCl (Gwo et al., 2005). En especies de agua dulce los érioprotectores no
permeables como proteinas (BSA) o lipoproteinas (VHG) son mayormente usados para

prevenir dafios sobre la membrana celular (Scott y Baynes, 1980).
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Sin embargo, en otras especies marinas como Clupea pallasi, la adicién’de 10 % de
VHG no permitié un incremento de la sobrevivencia de los espermatozoides luego del
descongelamiento de las mismas (Pillai et al., 1994 citado en Suquet et al.,, 2000).
' (Dreanno et al. 1997) utilizaron VHG al 10%, BSA al 10 % y una combinacién de
ambos (5 % + 5 %) como crioprotectores no permeables no encontrando diferencias en
la motilidad espermatica para la criopreservacion del turbot post congelamiento-
descongelamiento.

Durante las pruebas de congelamiento, se determind que los mayores porcentajes
obtenidos de motilidad espermaética fue al utilizar‘ ME,SO a 1,5 M utilizando para ello
tasas de congelamiento de -20, -30 y -40°C/min, la adicién de VHG no demostré un
incremento significativo de motilidad de espermatozoides de Engraulis ringens.

Estas tasas de congelamiento se encuentran dentro del rango con la cual se han
trabajado en otras especies marinas, como la utilizada en atin aleta azul donde lé mejor
tasa de congelamiento también fue 40 °C/min (Doi et al., 1982). En Hippoglossus
hippoglossus la mejor tasa de congelamiento fue 10 y 40 °C/min (Bolla et al., 1987), en
Enineohelus malabaricus entre 20 y 154 °C/min (Gwo, 1993), Richardson et al. (1999)
encontrd la tasa dptima de congelamiento de 19,5 °C/min sobre espermatozoides de
Pleuronectes ferrugineus, mientras que en Thamnaconus septentrionales la tasa de
congelamiento 6ptima se encontré entre 40 y 100 °C/min (Kang et al., 2004).

Se debe de tener en cuenta que la motilidad espermatica no siempre tiene correlacion .
con los porcentajes de fecundacién, como lo mencionan Richardson et al. (1999),
quienes no encontraron diferencias significativas entre los porcentajes de fecundacién
con espermatozoides frescos y con espermatozoides criopreservados (61,5 £ 3,4 % y
56,1 + 3,6% respectivamente) en el Pleuronectes ferrugineus. Ritar (1999) encontré que

la motilidad de los espermatozoides criopreservados fue significativamente menor que
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la de los espermatozoides fresco (80,0 % y 43,3 % respectivamente), pero en pruebas
-realizadas en el Latris lineada no reportaron diferencias significativas entre los
porcentajes de fecundacion al utilizar espermatozoides frescos o espermatozoides
criopreservados (82,7 % y 71,2 % respectivamente).

Por tal motivo es necesario continuar con las investigaciones y realizar pruebas de
fecundacién para verificar la viabilidad de los espermatozoides criopreservados de

Engraulis ringens.
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CAPITULO VI

1. CONCLUSIONES

Los mayores porcentajes de motilidad espermatica de Engraulis ringens se obtuvieron
utilizando ME,SO a 1,5 M y congelados a tasas entre -20 y -40 °C/min, con o sin la
utilizacién de VHG.

El rango de motilidad maxima espermatica se puede considerar dentro del rango de 0 y

5 minutos post descongelamiento.

2. RECOMENDACIONES

Analizar la motilidad de espermatozoides de E. ringens en diferentes tiempos} de
incubacién en ME,;SO para determinar si es posible mejorar el intercambio agua-
crioprotector y por consiguiente mejorar la crioproteccion.

Determinar porcentajes de fecundacién de ovocitos de Engraulis ringens utilizando
é‘spermatozoides criopreservados e identificar alguna correlaciéon entre porcentajes
motilidad espermatica de E. ringens con los porcentéjes de fecundacion.

Cultivo de las larvas obtenidas de fecundacion de ovocit;)s frescos y espermatozoides
criopreservados, para la determinacion de algln tipo de malforrr;aciones y/o
mortalidades durante el desarrollo larvario el cual indicaria un posiblé dafio a nivel

genético del espermatozoide.
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Tabla 1. Nimero de peces utilizados en las diferentes pruebas experimentales

MUESTRA N° LONGITUDES
Determinacion de la motilidad espermética post-incubacién en
. . 36 14,5-16,5
diferentes crioprotectores ’ ’
Determinacion de tasas 6ptimas de congelamiento en ME2SO. 45 14,5-16,5
Determinacién motilidad espermatica post cong. — descong en 45 14,5-16,5

ME250 y ME250 + VHG
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Figura 1. Determinacién de la motilidad de espermatozoides de E. ringens post incubacién (0, 5 y 10
minutos) en diferentes crioprotectores y a diferentes concentraciones de los mismos. (Valores con las

mismas letras indican grupos estadisticamente iguales entre tratamientos al mismo tiempo).
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Figura 2 Determinacién de la motilidad de espermatozoides de E. ringens post tratamiento a diferentes
tasas de congelamiento utilizando tnicamente ME,SO como agente crioprotector. Valores con las mismas
letras indican grupos estadisticamente iguales entre tratamientos con la misma concentracién de

crioprotector, mientras que asteriscos indican diferencias entre tratamientos de diferentes concentraciones

en la misma tasa de congelamiento. - .
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Figura 3. Motilidad espermética post congelamiento-descongelamiento en ME,SO y en ME,SO + VHG.

Valores con las mismas letras indican grupos estadisticamente iguales entre tratamientos de congelacién

con Ja misma solucién crioprotectora. Asterisco indican diferencias significativas entre tratamientos con

diferentes crioprotectores para cada tasa de congelamiento.
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Foto 1. Captura de anchoveta viva. a} Buque de Investigacién Cientifica SNP 2; b) Sisterna de atraccién
con luces y red izada; ¢) Colecta de anchoveta con use de redes de mano; d) Distribucién de peces en

tanques de 300 L; ) Anchovetas recién capturadas; f) Acondicionamiento de peces en tanques de 10 m'.
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Foto 2. Induccién a la espermiacion de E. ringens. a) Adormecimiento de peces en solucion de tricaina; b)
Determinacion de peso de pez; c) Inyeccion de acetato de buserelina, segin peso; d) Extraccion de

muestra de semen 12 h post-inyeccion.
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Foto 3. Congelamiento de espermatozoides. a) Equipo de congelamiento; b) Polea graduada de equipo de
congelamiento; ¢) Muestras descendiendo a termo de nitrégeno; d) Almacenamiento de muestras en
tanque de nitroégeno de 35 L; e) Extraccién de muestras post descongelacion; f) Espermatozoides de E.

ringens post descongelamiento.
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