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Abstract ¡n the presenl study ivaí applied ihe
chopreservation technique to selected rainbow trout

sperm at the Centro Truticola El Zarco, Estado de

México, México, a rainbow troutfarin. Afier one

year ofobservation and data colletion ofthe Ufe

cycle, we selected adultfemóles and males with the

best characteristics ofsexual maturalion: average

femóle and male body length (54 cm and 50 cm,

respectively), average weight (1.5 kg) and health

siate (with no indication ofdiseases). We undertook

artificial spawning and selection ofviable sperm

diiring the peak month ofsperm production

fJanuary). The selected spermfrom 6 males was

extended with the Erdahl and Graham diltient

/I980) at the ratio of 1:3 (semen. extender) and

odded to the extender dimetyl sulfoxide (DMSO) in

a concentrotion of 7% as cryoprotector with an
equilibrium time ofthe mixture of20 min Afier this
ireatment, semen was introduced into large straws

in a voliime of0.5 ml/straw andstored in liquid
Nitrogen at-196 degree C in a cryogenic tank

during 7 days. We defroze the trout semen at 5

degrees C adding NaHCOj as thawingsolution to

actívate the sperm. Dijferent concentrations of
defrozen semen were added at a constant number of
Dva (200 ova) and incubated during 28 days to

oblain eye-eggs. Theferlilization capacíty ofthe
ihawed sperm andfresh sperm (from a control
group) were comparedyielding a semenferlilization
siiccess of47.7% and 75%, respectively. Our results
were compared with previous studiesin which
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similar or lower fertilization rales were obtained

with the same trout species in other countries.
From this work we conclude that cryopreserved
sperm could be very useful in aquaculture

production in México, with aplications in
commercial hatcheries, broodstock management and
international exchange ofsperm banks, selective

breeding sperm research programs and gene

conservationfrom wild or native populations.

Introducción

La acuacultura es una buena opción en la producción

de alimento, un ejemplo de ello es el gran auge que

ha tenido el cultivo de trucha areoiris en todo el

mundo debido a su alto valor nutritivo, poca grasa,
buen sabor, dominio de su producción y rentabilidad

de su cultivo-

Los países más avanzados en el área de acuacultu

ra han desarrollado diversas técnicas para mejorar

su producción, como la criopreservación, que consis

te en detener prácticamente toda actividad metabóli-

ca, incluyendo la división celular, a bajas temperatu

ras. Este procedimiento permite preservar gametos
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bajo condiciones coniroladas que no Inhiban su
viabilidad y sus propiedades de fcrlilización.

La crioprcservación ha tenido grandes avances

dentro de !a inseminación artificial que se aplica

desde 1940 en ganado porcino, bovino, caprino y
equino, entre otros, y apartir de los cincuentas en

peces: pero es hasta la década de los setentas cuando

esta técnica se empieza a aplicar en peces de impor

tancia económica como los salmónidos, para incre

mentar y mejorar la prodticción animal.

E! Estado de Mé.xieo es uno de los más importan

tes productores de trucha arcoiris en el pais. y de los

centros initicolas de la entidad. El Zarco, centro tni-

tícola dependiente de la Secretaria del Medio Am
biente. Recursos Naturales y Pesca, es el más sobre
saliente. pues abastecer huevo oculado y pies de cría

a los piscicultores del estado, asi como a los del

centro y norte del país.

La trucha arcoiris se reproduce únicamente en los

meses más fríos del año: presenta una asincronia de

manera natural en su maduración sc.sual. pues las

hembras alcanzan esta madurez antes que los ma

chos. Este dcsfazamicnto es maj'or aún en aquellos

años en que las temperaturas medias aumentan du

rante el invierno, lo cual puede suceder por varia
ciones climáticas naturales o por la urbanización de

zonas adyacentes a las granjas de producción de pe

ces. Un mayor desfazamíento en maduración sc.vual

de machos y hembras ocasiona disminución en su

prodticción anual, por lo que la erioprcscr\ación po

dría ser una alternativa para amortiguar dicha per
dida.

En el presente estudio se aplicó la técnica de crio-

preservación en esperma de tnicha arcoiris del Cen

tro Tniticola El Zarco. Este centro está localizado en

el municipio de Hui.xquilucan. Estado de Mé.\ieo. a

19° 17' latitud Norte y 99° 21' longitud Oeste, con

altitud de 3.400 m.s.n.m, clima C(w2) (w) ci (tem

plado subhúmedo) según Kópcn modificado para
México (García. 1988). El estudio tuvo el objetivo de
analizar la capacidad de fertilización del esperma

crioprescrvado y compararlo con la fertilización que
se obtiene regularmente con esperma fresco.

I. Metodología

1. Selección de adultos de tnicha arcoiris

Después de un año de observaciones y registro de

datos del ciclo de vida de la trucha arcoiris

(Rodríguez. 1987), fueron seleccionados machos y
hembras con las mejores caractcrisiieas de madurcz

se.xual. tamaño, peso y estado general de salud. Se

seleccionaron 6 machos de trucha arcoiris con un
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promediode longitud de 49.8 cm. 13.3 cm de ancho

y circunferencia de 30.5 cm con un peso promedio
de 1.5 kg. Las hembras seleccionadas tuvieron una

talla promedio de 56.6 cm de longitud. 14.6 cm de
ancho. 32 cm de circunferencia y un peso promedio
de 1.5 kg. Los peces seleccionados estaban libres de

enfermedades y tenían una edad promedio entre los

dos y tres años.

2. Desove y crioprcscrvución del esperma

Se utilizó la técnica de desove manual en los machos

durante el mes de mayor viabilidad espcrmática

(enero). El esperma seleccionado mediante la prueba

de viabilidad (iccnica descrita posleriormcnic) fue
mezclado con el diluyeme de ErdahI y Graham
(1980). que cs una solución fisiológica con sales >

algunos nutrientes en un rango de 1:3 (se-

nicn;diliiycnlc). Se le adicionó paulatinamente di-

metilsulfóxido-diiuycnie (DMSO) al 7% como crio-

protector al diluyenie-scmcn. dando un tiempo de

equilibrio total de 20 min Después de este tratamien

to la mezcla scmcn-diluycnle-crioprotector fue al

macenada manualmente en pajillas tipo francés de

0.5 mi/pajilla y selladas en su e.xtremo con alcohol

polivinilico: estas pajillas se colocaron horizontal-

mente en rejillas nrctálicas sobre vapores de nitróge

no líquido durante 12 min. posteriormente se su

mergieron en nitrógeno liquido (-I96°C) en un tan

que criogénico 18XT Taylor-Wharion durante siete

dias.

3. Pruebas de viabilidad

Se realizaron las pruebas de motilidad y mortalidad

al esperma crioprescrvado como indicadores de

viablílídad del semen.

Para analizar la motilidad del esperma (fresco >

crioprcscvado) se mezclaron muestras de esperma
con NaHCOs y se colocaron en portaobjetos, enton

ces se caracterizó a los espermatozoides en moM-

miento y se clasificó su motilidad de acuerdo con la

escala para peces propuesta por Hara. er al. (1982).
El porcentaje de mortalidad del esperma fresco >

crioprescrvado se determinó tiñiendo con cosina-

nigrosína mediante frotis de esperma. identificando
a los espermatozoides muertos por sus cabe/.as teñi
das (Sorcnscn. 1982), Este porcentaje de mortalidad
del semen descongelado se comparó con el porcenta
je de mortalidad del semen fresco.

El número de espermatozoides fue cuaniificado en

cámaras de Nciibauer prev iamente diluidos en una
relación 1:4()() (O, I M NaHCOj) de acuerdo con So-

renscn (1982),
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4. Descongelación y fertilización con esperma

crioprcsenado

Después de las pruebas de viabilidad y para descon

gelar a los espermatozoides, las pajillas que conte

nían el semen congelado se sunicrgicron en agua a

por un periodo de 90 segundos, inmediatamente

después se cortaron los c.Mrcmos de las pajillas

(éstas \anaban de 8 a 12) liberando el semen y de

positándolo por gravedad en coneentracioncs varia

bles sobre óvulos recién colectados (200) contenidos

en charolas. Los ó\"ulos y los espermatozoides se

mezclaron a continuación con NaHCOy a una con

centración de 119 in mol para activar a los cspcrina-

lozoidcs. de acuerdo con Stoss y Hollz (1981a)- Los

ImcNOS fertilizados se colocaron en incubadoras ver

ticales a una temperatura de 11°C eon stiministro de

agua de flujo continuo. Veinticuatro horas después

de la fertilización se revisaron ios huevos y se elimi

naron a ios muertos para evitar la contaminación de

los fertilizados; a los 28 dias de incubación se

cuantificó el número de huevos fértiles oculados

(embrión con desarrollo de ojos). Los huevos ocula

dos se separaron en bastidores limpios para su eclo

sión.

5. Análisis comparativo entre la capacidad de

fertiii/ación de semen fresco vs crioprcsenado

El porcentaje de fertilización obtenido con esperma

Ircsco sobre un mímero constante de óvulos se com

paró con el porcentaje de fertilización obtenido con

esperma criopreservado sobre el mismo número de

oMilos. Se utilizaron diferentes concentraciones

de espermatozoides para determinar el número óp

timo de los mismos capaces de fertilizar un número

constante de óvulos y asi caracteri/itr la capacidad

de fertilización del esperma criopreservado.

(t. Análisis estadístico de la viabilidad del

esperma

Se calcularon media, desviación estándar y error es

tándar de los resultados obtenidos: volumen y con

centración cspcrmática. molilidady mortalidad tanto

del esperma fresco como del criopreservado. así co

mo el porcentaje de viabilidad del esperma descon

gelado y del fresco determinado en número de hue

vos fértiles oculados después de 28 dias de incuba

ción. El ANADEVA fue aplicado a los resultados de

viabilidad espermáticn entre los individuos del lote

c-xpcrimcntal y del testigo. Se realizó el estadíslieo

Duncan a las pruebas de viabilidad entre el grupo

experimental y el testigo asi como el estadístico

Dunnct. ambos al 95% de confianza. La pruebas es

tadísticas se calcularon mediante el paquete TM

Graphics y Stal Vicw SE. Abacus Co. Inc. 1988, pa

ra computadoras Macintosh.

II. Resultados

1. Producción de esperma

A partir de los datos obtenidos en el seguimiento de

producción de esperma. se determinó que el tiempo

de producción de esperma de trucha arcoiris en el

Estado de México es de seis meses. Esta producción

de esperma es máxima durante cuatro meses que cu

bren el periodo noviembre-febrero. Se calculó que el

volumen promedio de esperma producido en estos

cuatro meses fue de 11.65 ml/individuo. con una

densidad promedio de 5.7 \ 10^ espermatozoides por
mililitro; ci pH del semen osciló entre 6.0 y 7.0 du

rante los cuatro meses principales de producción.
Cabe mencionar que este seguimiento de la produc

ción anual de esperma de trucha arcoiris es el primer

reporte que existe al respecto en el país. En el cua

dro 1 se muestran los resultados de produccióit de

esperma obtenidos de noviembre de 1995 a febrero

Datos Indicadores de Control de Calidad de la Producción de Esperma

(Hov-Dic, 1993:EHE-FEa. 1994) de Trucha Arcoiris {ONcoHHrHOHua mvhiss)

Criterios de evaluación Noviembre Diciembre Enero Febrero X

Volumen oe esperma (mililitros) 10.25 13.6S 10.50 11.91 11.65

MOTILIOAO OE esperma FRESCO 94.23% 92.3% 91.96% 95.06% 93.38%

(mililitros) S 5 5 5 5

Concentración de espermatozoides por 3.S4 6.48 6.99 6.64 5.71

MILILITRO (X10F)

Mortalidad de esperma fresco 6.24% 7.44% 8.59% 9.54% 7.96%

MoTILIOAO oe ESPERMA DESCONGELADO 13.00%

Escala 3

Mortalidad de esperma descongelado 42.10%
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de 1994. La prueba de Duncan (95%) aplicada al
análisis de la variabilidad en producción y viabilidad
cspcrinática en los cuatro meses analizados nos indi

có que el volumen de esperma no varió signincali-
vamenie durante los cuatro meses de producción (R=
9.5. P> 0.05), La misma prueba mostró diferencias

significativas en cuanto a viabilidad espcnnática
indicándonos que durante enero se obtuvo la mayor
producción de esperma viable (R= 3.67, P< 0.05) de

6.99 N10' cspcrmatozoides/ml, Estos resultados po
drían estar relacionados con la temperatura, por que
conforme esta variable fue descendiendo de noviem

bre a enero también se fue incrementando la pro
ducción de esperma. obteniéndose un máximo en

enero y a partir de febrero descendió esta producción
(cuadro I). Estos registros coinciden con el trabajo
de Rodríguez (1987). quien observó a nivel histoló
gico el incremento de espcrmátidas durante un tiem

po correlacionado con la temperatura.

CUAORO_2

AnAuisis de Varianza de lAs Pruebas de Viaoilioad
EspermAtica. Entre un Grupo Experimental y el Grupo Testigo

(entre individuos) Condiciones Iniciales

Grupo Experimental

A B C 0

Volumen de Motilidad del CONCENTRACION OE Mortalidad de

Esperma Esperma Espermatozoides Espermatozoides

if 11.91 HL 93.62% 5.90x10*/ml 7.86%

DS 1.62 1.35 1.61 1.63

ES 0.60 0.50 1.67 0.736

6L 3 3 3 3

F 1.36 1.24 7.62 6.44

P 0.3019 0.3362 0.004 0.0136

Grupo Testigo

Ü 10.37 ML 61.97% 4.67x10*tML 6.38%

OS 1.98 2.77 1 1.61

ES 0.73 1.21 0.42 0.82

GL 3 3 3 3

F 1.77 1.39 4.24 2.73

P 0.19S7 0.39S4 0.0233 0.0806

Diferencias significativas cuando P<O.OS, F>P al 96%.

CUADRO 3

Análisis de Varíanza de las Pruebas de Viabilidad

Esperhatica (Motilidad y Mortalidad) Entre Esperma
Fresco y Criopreservado (entre grupos)

A

Motilidad
Esperma
Fresco

B

Motilidad
Esperma

Conservado

A B

Mortaudao Esperma Mortalidad Esperma
Fresco Conservado

y 92.36% 13.00% 8.8% 42.00%

DS 2.26 4.47 0.77 0.80

ES 1.01 2 0.34 0.38

GL 1 1

F 3697.63 18437.67

P 0.0001 0.0001
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2. Viabilidad del esperma fresco y crioprescrvado

La viabilidad determinada en términos de motilidad

y mortalidad indicó lo siguiente:

a) Motilidad espermafresco

Durante los cuatro meses que duró el estudio el por

centaje de motilidad cspermática promedio obtenido
en los organismos seleccionados tuvo un valor de

93.3 %, que corresponde a 5.0 en la escala de Hara.

etal. (1982).

b) Motilidad esperma criopreservado

En este estudio se conlirmó que el empleo de tiempos
de equilibrio para la adicióndel diluyeme: crioprotcctor
al diluyente:semcn, es crucial para proteger la integri
dadcelular del espermatozoide durante la congelación
Igualmente importante resultóser el empleo de la solu
ción activadora durante la descongelación del semen
En aquellas muestras de semen para las que el tiempo
de equilibrio fue de cero minutos la motilidad fue nula

Resultados sinúlares de motilidad para semen criopre
servado se obtuvieron cuando no se utilizó la solución

activadora de NaHCOj a 119 m mol recomendada por

Stoss y Holtz (i98la), por loquela viabilidad y capaci
dad defertilización fue mínima o nula (Rivera y Delga
do, 1995). Cuando el tiempo total de equilibrio empica
do durante la congelación fiie de 20 min y se usaron 5
mi dela solución activadora durante la descongelación
parafertilizar muestras de 200 óvulos, se logró obtener
un porcentaje de motilidad del 13%, quees equivalente
a un valor de 3 en la escala de Hara.

c) Mortalidad espermafresco

La mortalidad del espermafresco se registró durante
los cuatro meses de producción máxima, observán
dose que la mortalidad aumenta con respecto al
tiempo (P< 0.05), es decir, el número y calidad de
los espermatozoides decae en relación con la regre
sión testicular que sufren los machos en los últimos
meses de su época reproductiva, pues la mortalidad
mínima se registró en noviembre (6.24%) v la má
xima en febrero (9.54%).

d) Mortalidadesperma criopreservado

La mortalidad promedio del esperma criopreservado
fue de 42.10%. debida probablemente a los múltiples
factores que involucra el proceso de crioprescna-
ción. Este problema de alta mortalidad ha sido poco
estudiado por otros trabajos de crioprcservacióii con
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In misma especie. Munkittrick y Mcx;cia (1984)

mencionan que después del proceso de criopreser»

%'ación se pierde aproximadainenie una tercera parte

del espermatozoide x iable. reduciéndose por lo tanto

la capacidad fertilizante en 33%. Durante la sección

de discusión de este trabajo se analizan algunos de
estos factores.

En los cuadros 2 y 3 se muestra el análisis de t a-

rianza de las características de viabilidad cspcrmáti-

ca. tanto del grupo experimental como del grupo

testigo de la fase inicial (esperma fresco) y la fase fi
nal (esperma criopreserxado) respectivamente. En la

fase inicial (cuadro 2) so demuestra qtie la calidad

del semen fresco es adecuada y similar en ambos

grupos. A pesar de ta selección cuidadosa de condi

ciones morfofisiológicas. existe variabilidad signifí-

cativa entre los individuos de cada grupo en cuanto a

las caraclcrislicas cspermáticas analizadas (volumen

de esperma. concentración, mortalidad y molilidad

cspcrmática). En el cuadro 3 se muestra el análisis

de varianza de la prueba de viabilidad (% de molili

dad y % de mortalidad) entre esperma fresco y crio-

prcscnado. observándose que existe una diferencia

significatiNa (P> 0.05) entre estos grupos, la cual se

debe principalmente al proceso de crioprcseix'ación.

La mayor concentración espemiática viable se

obtuvo en enero; 6.99 x 10' espermatozoides/ml:
mientras que la menor se obser\'ó en noviembre, que

representó 3.04 10' cspematozoides/ml. A partir
de estas pruebas de viabilidad, se decidió seleccionar

el esperma producido durante enero para la criopre-

servación porque reunía las mejores características.

3. Porcentaje de huevos fértiles oculados con

esperma fresco y crioprcservado

El porcentaje promedio de huevos fértiles oculados
con esperma fresco fue de 75.2% con una densidad

cspcrmática de 24 x 10' cspermatozoidcs/ml; cuan
do se uso esperma crioprcservado este porcentaje
promedio fue de 47.7%. El cuadro 4 muestra la pro
ducción de huevos oculados con esperma fresco j'

crioprcservado. así como los resultados obtenidos al
variar el número de espermatozoides contenidos en

las pajillas (de 8 a 12) utilizadas durante el experi
mento de fertilización con esperma crioprcservado.

Estos resultados indican que el porcentaje de fertili
zación se incrementa al aumentar el número de es

permatozoides criopreservados para fertilizar un
número constante de óvulos. El porcentaje de fertili
zación del grupo testigo (75.5%) representa el 100%
que se toma como base para analizar el porcentaje de
huevos fertilizados a partir de semen crioprcservado.

V i NC Tai I. No

Producción OE Huevo Oculado, a Partir de Esperma Fresco vCriopreservadooc
Trucha Arcoiris {Onco/inrMcnus Mrxiss) en el Centro TrutIcola El Zarco

Oro* Número oe Espermatozoides Huevos fertilizados H Huevos fertiliza-
PAJILLAS TOTALES POR GRUPO (*)

X

DOSX 100/% HUEVOS
DEPAJILLAS (XIO*)

OS

FERTILIZADOS CONTROL

1 8 24.06 31.62 2.00 42.01

2 0 27.27 34.25 9.01 45.51

3 10 31.20 36.25 1.60 48.17

4 11 37.95 38.37 3.56 50.99

5 12 45.36 39.00 3.24 51.82

6 24.00 75.25 8.52 100.0

1 A 6 = Grupo experimental; 6 = Grupo testigo
* Se utilizo un numero variable oe espermatozoides para fecundar un nú-
MERO CONSTANTE OE200 OVULOS CONCUATROREPLICAS.

CUADRO S

ANALISIS OE Varianza de Huevos Cculaooscon Esperma Fresco y Criopreservado
Entre Individuos

Huevos oculados con esperma
FRESCO (TESTIGO)

X 1S0.60

DS 8.53

ES 3.81

GL 3

F 0.02

P 0.9984

Huevos oculados con esperma

OESCONOELAOO (EXPERIMENTAL)

71.8

6.07

2.72

4

0.01

0.9994

En el cuadro 5 se muestra el análisis de varianza

de huevos oculados obtenidos a partir de esperma

crioprcservado y fresco, revelando que el proceso

de crioprcscrvación no afecta la capacidad de fecun

dación del esperma. por que no se observan diferen

cias significativas entre los huevos oculados de cada

grupo. El porcentaje de huevos oculados con esper

ma descongelado (47%) en este estudio nos indica

que la crioprcscnación de esperma en trucha arcoi
ris es una buena opción para incrementar la produc

ción trulicola en México, pues estos resultados se

comparan favorablemente con aquellos obtenidos en

otros trabajos para esta especie reportados inierna-
cionalmcnic.

Los resultados de las pruebas realizadas durante

este trabajo con diferentes muestras descongeladas a
diferentes tiempos indican que la descongelación del

esperma crioprcscnado debe efectuarse en un tiem

po no menor de 60 segundos, porque el esperma em

paquetado en las pajillas todavía está congelado y

este tiempo de descongelación no debe ser mayor de

90 segundos, pues luego de ese lapso los espermato

zoides comienzan n morir (Rivera y Delgado, 1995).

111. Discusión

1. Ventajas y desventajas de la crioprcscrvación
de esperma

El dcsfazamienlo natural de la maduración sexual de

machos y hembras de trucha arcoiris es una desven
taja en la producción trulicola. pues sólo permite el

aprovechamiento de cuatro meses de producción de
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csperma y la rcrtiliznción manual de óvulos cada
temporada anual, desperdiciándose 6\'ulos disponi

bles cuando ios machos aún no son maduros y es-

pcrnia disponible de buena calidad cuando las hem

bras ya terminaron su producción de óvulos. Sobre
esto hecho las obscrv'aciones de Rodríguez (1987) a

nivel histológico concucrdan con las observaciones

en la producción y calidad del semen durante los

cuatro meses de registro presentadas en este trabajo.

La crioprcscrvación del csperma tiene las siguien

tes ventajas: permite el uso eficiente de una reserva

de csperma seleccionado y preservado por congela

miento para fertilizar un grupo de óvulos seleccio

nados para incrementar y mejorar la calidad de la

producción de peces en los centros piscícolas. Nues
tros estudios y los de otros autores (Sloss y Holtz.

1981a. 1981b, 1983a, 1983b; Erdahl y Graham,
1980, 1984; Schmidt-Batilain y Holtz. 1989; Whe-

eler y Thorgaard . 1991; Holtz, 1993) revelaron que

la criopreseivaclón de csperma de trucha es tina

buena opción para mejorar c incrementar la produc

ción de las granjas piscícolas usando espcrma fresco

durante la temporada de producción y una reserva

congelada y seleccionada para fcnilizar un buen

mámcro de óvulos durante el ailo.

El análisis comparaiito de los resultados de este

estudio con los de otros autores indican que los por

centajes de fertilización obtenidos con semen crio-

preser\'ado varían de una especie a otra por múlti
ples factores, los más importantes de ellos son los

relacionados con la técnica de crioprcser\-ación. ya

que éstos pueden reducir la capacidad de fertiliza
ción del csperma a niveles muy bajos. Este trabajo y

reportes previos de otros autores (cuadro 6) dan im
portancia a los siguientes aspectos: el tiempo trans
currido entre la colecta de semen y su almacena

miento por congelación, el uso de soluciones dilu-
yentcs y crioprotcctoras para tratar de reducir el es
trés térmico y osmótico en el csperma. el tiempo de
almacenamiento y el tipo de depósito para semen

(pajillas, pellets. ampolletas), y, finalmente, el tiem
po transcurrido entre la descongelación y el uso o no
de alguna substancia activadora del esperma des

congelado (Rivera y Delgado, 1995).

2. Medidas de control que se deben considerar en

la aplicación de la técnica

Los empaques para la crioprcscrvación de espcrma

son variados (ampolletas, pellets y pajillas). Erdhal.

et al. (1984) encontraron que las pajillas ofrecen

mejores rendimientos, ya que con semen de O. mi-
kiss almacenado en pellets obtuvieron un porcentaje

de fertilización muy bajo (5%). pero con semen al

macenado en pajillas registraron porcentajes de

hasta 98%. Por esta razón en este trabajo se utiliza

ron pajillas para el almacenamiento del espenna.

Se ha encontrado que el almacenamiento en nitró

geno liquido puede oscilar entre -79°C y -196°C sin

que se registren diferencias significativas después de

una hora de almacenamiento en dicho rango (Erdhal

y Graltam. 1984). En este trabajo se congelóel csperma

CUADRO 6

Principales Resultados Reportados por Diversos Autores del uso de Criopreservacion en Esperma de Trucha Arcoiris
( OíVCOfiMÍWCHlW iMm/ss)

Fertilización Fertilización
Autór y aAo ccm ESPERMA CON ESPERMA CONOIOIONES experimentales

OESCONOELAOO FRESCO

(*) (*) Temperatura de Tiempo de Crioprotector Tiempo oe Tipo oe
CONGELACIÓN CONGELACIÓN EQUILIBRIO EMPAQUE

Graybill y Hortón 18 87.2 -196*0 14-28 DIAS OMSO 30 MIN AHPULAS
(19Sg)

OttyHorton 57 97 •196°C 7 OlAS OMSO 120 MIN Ampulas

(1971)

BUYUKATIOOOLU Y 12-45 58-95 -196*C 3-4 MESES DMSO NOT PELLETS

Holtz (1978)

Erdahl Y Graham 40-60 90 -79*0 1 HORA DMSO 10 MIN PAJILLAS

(1980)
7%

Stoss y Holtz 75.3 97.1 -195*0 3-7 DIAS OMSO NOT PELLETS

(1981a)

(19813) 83.2 97 -19e*C 2-40ÍAS OMSO NOT PELLETS

(1983a) 75.5 91.5 -198*0 2-8 DiAS OMSO NOT PELLETS

(1983b) 77.7 95.5 -198*0 1-6 DiAS OMSO NDT

Erdahl £TAt. 89 93 -196*0 1-2 oías OMSO NOT PAJILLAS

(1984) 7%

Schmidt-Baulain y 71.9-49,1 95.9 -196*c ? OMSO NOT PELLETS

Holtz (1989)

Wheeler y 88.8 89.2 -196*0 ? OMSO NDT PAJILLAS

Thorgaard (1991}

Rivera y Deloaoo 42-62 75.5 -196*0 7 oIas DMSO 20 MIN PAJILLAS

(1994) 7*

NDT = No se determinó.
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La CriopreservaciOn oe Esperma oe Trucha Arcoiris {ONeoHnrnCMUs MrKiss) y su..

de truclia arcoiris a una temperatura de -196°C en Ni

trógeno líquido durante una scinana. porque es el

tiempo que más se ha utilizado por otros investiga

dores como tiempo base. Para poder aplicar esta

técnica posteriormente con más meses de almace

namiento es necesario incrementar las investigacio

nes que lleven a una estandarización de la técnica y

a la optimización de la misma para poder aprove

char al má.\imo las \'entajas de la criopreservación.
Schmidt-Baulain y Holtz (1989) encontraron que

es importante determinar un tiempo óptimo entre la

colecta del esperma fresco y su congelación, porque

la tasa de fertilización -o sea. el porcentaje de hue

vos oculados- de O. mikiss obtenida con semen con

gelado puede reducirse por perdida de viabilidad del
semen si ese tiempo es muy prolongado. Estos auto

res. haciendo pruebas con tiempos mínimos de 0.33

min a tiempos má.\imos de 360 min encontraron

fertilizaciones que iban de 74% a 50%. respectiva

mente. Por lo tanto, estos autores recomiendan co

lectar el semen directamente en la mezcla criopro-

tcctor-diluyente, con la idea de reducir al má.NÍmo la

perdida de viabilidad debido al tiempo transcurrido

entre la colecta y la criopreservación. En el presente
trabajo el porcentaje de huevos oculados con semen
criopreservado (47%) es menor que los porcentajes

reportados por los autores anteriores debido a las
condiciones de trabajo, las cuales impidieron reducir

al má.^:imo el tiempo entre la colecta de esperma y su

crioprotección. pues esta operación se lle\'ó a cabo
en un tiempo promedio de 50 minutos. Por lo ante
rior. se recomienda mantener las muestras de semen

y el equipo que se requiere en el mismo laboratorio,
para evitar perdidas de viabilidad de espermatozoi
des por desnaturalización con respectoal tiempo. En
relación a las demás condiciones experimentales re

comendadas por los autores anteriores y por otros

estudios, éstas fueron implementadas en este trabajo

y se presentan en el cuadro 6 parasu análisis ycom
paración.

Los resultados de fertilización de este trabajo y los

resultados de otros autores se resumen en el cuadro

6: los más sobresalientes son los siguientes; Stoss y

Holtz (1983b) reportaron un porcentaje de fertiliza
ción con esperma criopreservado de 77%de huevos
oculados. Estos autores encontraron diferencias

significativas entre diferentes concentraciones de
DMSO y tiempos de equilibrio (con una probabili
dad de ANADEVA de P< 0.01, y el estadístico
Tukcy P< 0.05). Estos mismos autores encontraron
que es determinante el cálculo de la concentración
de DMSO, así como del tiempo de equilibrio entre la
mezcla csperma;DMSO:diluycntc para contrarrestar

la alta mortalidad debida al estrés osmótico (cuadro

6), con una concentración de 10 mi DMSO (3.6-

12.5% v/v) y un tiempo de equilibrio de 60 segundos
(P< O.ül) son las condiciones más adecuadas. Stcin
(1979) reportó una concentración óptima de DMSO

de 7.5%, mientras que Ott y Honon (1971), ubicaron

la concentración óptima de esa sustancia en 10.8%

(ambos reportados en Stoss y Holtz, 1983b). Otros
autores reportan tiempos de equilibrio muy variables

que oscilan entre 10 min y 120 min (Graybill y
Horlon, 1969; Ott y Horton, 1971; Erdhal y Graham,

1980), En este trabajo se seleccionó al DMSO como

crioprotector en una concentración de 7% con un

tiempo de equilibrio total de 20 min c intervalos en
tre cada adición del diluyente:crioprotcclor al dilu-

yentc:scmen de 5 min; con estas condiciones se lo

gró un porcentaje de fertilización con el esperma
crioprescrv'ado de 42 a 52% de huevos oculados.

Otros estudios lian rqwrtado porcentajes de viabili

dad cspcmiálica y porcentajes de fertilización con es
perma criopreservado muj' variables, tanto con la mis
ma especie (cuadro 6) como con otras. Los porcentajes
de fertilización reportados varían desde 38% en el sal
món Chinook (Oncorhynchus ishcnvyíscha) hasta

83.2% en el salmón rosado, Oncorhynchus gorbacha

(Erdhal y Graham, 1984). En nuestro trabajo los por
centajesde fertilización obtenidos (% de huevos ocula

dos) para trucha arcoiris O. niykissse consideran ade
cuados a nivel internacional.

Conclusiones

En este trabajo se demuestra que la técnica de crio-
preservación es una alternativa para incrementar la
producción piscícola en nuestro país. La trucha ar
coiris, Oncorhynchus wykiss. sólo sc reproduce una

vez al año, en los meses más fríos y debido al desfa
ce de maduración entro machos y hembras de esta

especie, existe un desperdiciode gametos: de óvulos
al inicio del ciclo reproductivo y de espermatozoi

des al final. Mediante la criopreservación sc puede
almacenar el esperma excedente en cada temporada;
de este modo es posible ampliar la fertilización du
rante el ai3o y por lo tanto incrementar la produc
ción, aprovechando al máximo el potencial de los
centros trutícolas afectados en el presente por pro

blemas ambientales diversos, como los aumentos de

temperatura ambiental, los cuales exacerban el des-
fazamicnlo en la maduración sexual entre machos y

hembras.

El seguimiento de la producción anual de esperma
de trucha arcoiris que se hace en este trabajo consti
tuye, hasta donde fue detectado en la revisión biblio
gráfica efectuada previamente, el primer reporte que
existe al respecto en el país. Dicho seguimiento
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pcrmilió dcicrminar que durante enero es cuando se
obtienen las mejores características cspcrmáticas.

El éxito de fertilización con esperma criopreserva-
do observado en esta investigación depende de múl

tiples aspectos, la mayoría de estos cs(<án directamen
te relacionados con la técnica de congelamiento, por

lo cual son perfectibles: en consecuencia deben bus
carse las condiciones óptimas de crioprcser\'ación

para llegar al rendimiento óptimo en términos de

viabilidad y capacidad de fertilización del esperma

criopreservado, estableciendo asi una técnica estan

darizada de crioprcservación adecuada a la especie.

También confirmamos la importancia de usar un

tiempo de equilibrio en la adición de la mezcla dilu-

yentexríoprotcctor al diluyente:semen, durante la

congelación. Del mismo modo se confirmó que el
empico de una solución activadora durante la des
congelación de esperma almacenado en pajillas
permite incrementar el porcentaje de motilidad cs-
perm<ática y la fertilización.

El esperma criopreservado puede usarse potencial-

mente conto una técnica de manejo para protección e

introducción de genes de poblaciones nativas o silves

tres, para renovar genéticamente líneas de los centros
piscícolas y proveer de semen a programas de selección

de lineas. La formación de bancos de semen de peces en

nuestro pais permitiría el establecimiento e intercambio

en programas de investigación a nivel nacional c inter

nacional encaminados a mejorar la calidad y la pro

ducciónpiscícola en México. ♦
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