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Abstract. In the present study was applied the
criopreservation technique to selected rainbow trout
sperm at the Centro Truticola El Zarco, Estado de
Mexico, Mexico, a rainbow trout farm. After one
vear of observation and data colletion of the life
cvele, we selected adult females and males with the
best characteristics of sexual maturation: average
female and male body length (54 em and 50 cm,
respectively), average weight (1.5 kg) and health
state (with no indication of diseases). We undertook
artificial spawning and selection of viable sperm
during the peak month of sperm production
(January). The selected sperm from 6 males was
extended with the Erdahl and Graham diluent
(1980) at the ratio of 1:3 (semen:extender) and
added to the extender dimetyl sulfoxide (DMSO) in
a concentration of 7% as cryoprotector with an
equilibrium time of the mixture of 20 min After this
treatment, semen was introduced into large straws
in a volume of 0.5 ml/straw and stored 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 thawing solution to
activate the sperm. Different concentrations of
defrozen semen were added at a constant number of
ova (200 ova) and incubated during 28 days to
obtain eye-eggs. The fertilization capacity of the
thawed sperm and firesh sperm (from a control
group) were compared yielding a semen fertilization
success of 47.7% and 75%, respectively. Our results
were compared with previous studies in which
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similar or lower fertilization rates 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 Mexico, with aplications in
commercial hatcheries, broodstock management and
international exchange of sperm banks, selective
breeding sperm research programs and gene
conservation from wild or native populations.

Introduccion

La acuacultura es una buena opcién en la produccion
de alimento, un ejemplo de ello es el gran auge que
ha tenido el cultivo de trucha arcoiris en todo el
mundo debido a su alto valor nutritivo, poca grasa,
buen sabor, dominio de su produccién y rentabilidad
de su cultivo.

Los paises mds avanzados en el drea de acuacultu-
ra han desarrollado diversas técnicas para mejorar
su produccion, como la criopreservacion, que consis-
te en detener practicamente toda actividad metaboli-
ca, incluyendo la division celular, a bajas temperatu-
ras. Este procedimiento permite preservar gametos
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bajo condiciones controladas que no inhiban su
viabilidad v sus propiedades de fertilizacion.

La criopreservacion ha tenido grandes avances
dentro de la inseminacion artificial que sc aplica
desde 1940 en ganado porcino, bovino, caprino y
equino. cntre otros, y apartir.de los cincucntas c¢n
peces. pero es hasta la década de los sctentas cuando
esta técnica sc empicza a aplicar en peces de impor-
tancia economica como los salmoénidos. para incre-
mentar y mejorar la produccion animal.

El Estado de México es uno de los mas importan-
tes productores de trucha arcoiris en el pais, v de los
centros truticolas dce la entidad, El Zarco, centro tru-
ticola dependiente de la Secretaria del Medio Am-
bicnte. Recursos Naturales y Pesca. es el mas sobre-
salicnte, pues abastecer huevo oculado v pics de cria
a los piscicultores del estado. asi como a los del
centro y norte del pais.

La trucha arcoiris se reproduce unicamente en los
meses mas frios del afio: presenta una asincronia de
mancra natural en su maduracion sexual, pues las
hembras alcanzan esta madurez antes que los ma-
chos. Esle desfazamicnto es mayor atin en aquellos
afios en que las temperaturas medias aumentan du-
rante el invierno, lo cual puede suceder por varia-
ciones climaticas naturales o por la urbanizacion de
zonas adyacentes a las granjas de produccién de pe-
ces. Un mayor desfazamiento en maduracion sexual
de machos y hembras ocasiona disminucion en su
produccién anual, por lo que la criopreservacion po-
dria ser una alternativa para amortiguar dicha pér-
dida.

En ¢l presente estudio se aplico la técnica de crio-
preservacion en esperma de trucha arcoiris del Cen-
tro Truticola El Zarco. Este centro esta localizado en
el municipio de Huixquilucan, Estado de México. a
19° 17" latitud Norte y 99° 21° longitud Ocste, con
altitud de 3.400 m.s.n.m, clima C(w?2) (w) ci (tem-
plado subhiimedo) segin Kdépen modificado para
Meéxico (Garcia, 1988). El estudio tuvo el objetivo de
analizar la capacidad de fertilizacion del esperma
crioprescrvado y compararlo con la fertilizacion que
se obtiene regularmente con esperma fresco.

I. Metodologia
1. Scleccion de adultos de trucha arcoiris

Después de un aio de observaciones y registro de
datos del ciclo de vida de la trucha arcoiris
(Rodriguez, 1987), fueron secleccionados machos y
hembras con las mejores caracteristicas de madurez
sexual, tamaiio, peso y estado gencral de salud. Se
seleccionaron 6 machos de trucha arcoiris con un
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promedio de longitud de 49.8 cm. 13.3 c¢m de ancho
y circunferencia de 30.5 cm con un peso promedio
de 1.5 kg. Las hembras scleccionadas (uvicron uni
talla promedio de 56.6 cm de longitud. 14.6 cm dc
ancho, 32 cm de circunferencia y un peso promedio
de 1.5 kg. Los peces seleccionados estaban libres de
enfermedades v tenian una cdad promedio cntre los
dos v tres aios.

2. Desove y criopreservacion del esperma

Se utilizd la técnica de desove manual en los machos
durante ¢l mes de mayor viabilidad espermatica
(encro). El esperma seleccionado mediante la prucba
de viabilidad (técnica descrita posteriormente) fuc
mezclado con el diluyente de Erdahl v Graham
(1980). que cs una solucion fisioldgica con sales
algunos nutrientes en un rango de 1:3 (sc-
men:diluyente). Se le adiciond paulatinamente di-
metilsulfoxido-diluyente (DMSO) al 7% como crio-
protector al diluyente-semen. dando un tiempo dc
equilibrio total de 20 min Después de este tratamicn-
to la mezcla semen-diluyente-crioprotector fuc al-
macenada manualmente en pajillas tipo francés dce
0.5 ml/pajilla y sclladas en su extremo con alcohol
polivinilico. estas pajillas se colocaron horizontal-
mente cn rejillas metalicas sobre vapores de nitroge-
no liquido durante 12 min, posteriormente s¢ su-
mergicron ¢n nitrogeno liquido (-196°C) en un tan-
que criogénico 18XT Taylor-Wharton durante sicte
dias.

3. Prucbas de viabilidad

Se realizaron las pruebas de motilidad v mortalidad
al esperma criopreservado como indicadores de
viablilidad del semen.

Para analizar la motilidad del esperma (fresco
criopresecvado) se mezclaron muestras de esperma
con NaHCO; y se colocaron en portaobjetos, enton-
ces se caracterizd a los espermatozoides en movi-
micnto y sc clasificé su motilidad de acuerdo con la
escala para peces propuesta por Hara. et al. (1982).

El porcentaje de mortalidad del esperma fresco v
criopreservado se determind tifiendo con eosina-
nigrosina mediante frotis de esperma, identificando
a los espermatozoides muertos por sus cabezas leiii-
das (Sorcnsen, 1982). Este porcentaje de mortalidad
del semen descongelado se compard con el porcenta-
Jje de mortalidad del semen fresco.

El nimero de espermatozoides fue cuantificado en
camaras de Neubauer previamente diluidos en una
relacion 1:400 (0.1 M NaHCO3) de acuerdo con So-
rensen (1982).
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4. Descongelacion v fertilizacion con esperma
criopreservado

Despucs de las prucbas de viabilidad v para descon-
gelar a los espermatozoides. las pajillas que conte-
nian ¢l semen congelado sc sumergicron ¢n agua a
5°C por un periodo de 90 segundos. inmediatamente
despucs sc cortaron los extremos dc las pajillas
(¢stas variaban de 8 a 12) liberando ¢l semen v de-
positandolo por gravedad en concentraciones varia-
bles sobre ovulos recién colectados (200) contenidos
cn charolas. Los ovulos v los espermatozoides se
mezclaron a continuacion con NaHCO; a una con-
centracion de 119 m mol para activar a los esperma-
tovoides. de acuerdo con Stoss y Holtz (1981a). Los
huevos fertilizados se colocaron ¢n incubadoras ver-
ticales a una temperatura de 11°C con suministro de
agua de flujo continuo. Veinticuatro horas después
de la fertilizacion sc revisaron los huevos v sc elimi-
naron a los muertos para evitar la contaminacion de
los fertilizados: a los 28 dias de incubacion se
cuantifico el numero de huevos [Ertiles oculados
{cmbrion con desarrollo de ojos). Los huevos ocula-
dos se scpararon cn bastidores limpios para su eclo-

sion.

3. Analisis comparativo entre la capacidad de
fertilizacion de semen fresco vs criopreservado

El porcentaje de fertilizacion obtenido con esperma
[resco sobre un nimero constante de 6vulos se com-
paro con ¢l porcentaje de fertilizacion obtenido con
csperma criopreservado sobre el mismo nimero de
ovulos. Sc utilizaron difercntes concentraciones
de espermatozoides para determinar ¢l nimero op-
nimo de los mismos capaces de [ertilizar un nimero

constante de 6vulos vy asi caracterizar la capacidad

de fertilizaciéon del esperma criopreservado.

CRITERIOS DE EVALUACION MOVIEMBRE
I VOLUMEN DE ESPERMA (MILILITROS) 10.25

MOTILIDAD DE ESPERMA FRESCO 94.23%

(MILILITROS) 5

CONCENTRACION DE ESPERMATOZOIDES POR 3.84

MILILITRO (x10°)

MORTALIDAD DE ESPERMA FRESCO 6.24%

MOTILIDAD DE ESPERMA DESCONGELADO

EscaLA

MORTALIDAD DE ESPERMA DESCONGELADO
|

6. Analisis estadistico de la viabilidad del
esperma

Se calcularon media. desviacion estandar y error es-
tandar de los resultados obtenidos: volumen y con-
centracion espermatica, motilidad y mortalidad tanto
del esperma fresco como del criopreservado. asi co-
mo ¢l porcentaje de viabilidad del esperma descon-
gelado y del fresco determinado en numero de hue-
vos fértiles oculados despucs de 28 dias de incuba-
cion. EIl ANADEVA fue aplicado a los resultados de
viabilidad espermdtica entre los individuos dcl lote
experimental y del testigo. Sc realizé el estadistico
Duncan a las pruebas de viabilidad entre el grupo
experimental y el testigo asi como el estadistico
Dunnet, ambos al 95% de confianza. La prucbas es-
tadisticas sc¢ calcularon mediante el paquete TM
Graphics y Stat View SE, Abacus Co. Inc. 1988, pa-
ra computadoras Macintosh.

II. Resultados
1. Produccion de esperma

A partir de los datos obtenidos en el seguimicnto de
produccion de esperma, s¢ delermind que el tiempo
de produccién de esperma de trucha arcoiris en el
Estado de México es de scis meses. Esta produccion
de esperma es maxima durante cuatro meses que cu-
bren el periodo noviembre-febrero. Se calculd que el
volumen promedio de esperma producido en estos
cuatro meses fue de 11.65 ml/individuo. con una
densidad promedio de 5.7 x 10? espermatozoides por
mililitro; el pH del semen oscild entre 6.0 ¥ 7.0 du-
rante los cuatro meses principales de produccion.
Cabe mencionar que este seguimicnto de la produc-
cién anual de esperma de trucha arcoiris cs el primer
reporte que existe al respecto en el pais. En el cua-
dro 1 sc muestran los resultados de produccion de
esperma obtenidos de noviembre de 1993 a febrero

CUADRO 1

DATOS INDICADORES DE CONTROL DE CALIDAD DE LA PRODUCCION DE ESPERMA
(Nov-DiCc, 1993 ;ENE-FEB, 1994) DE TRUCHA ARCOIRIS (ONCORHYNCHUS MYKISS)

DICIEMBRE ENERO FEBRERO X
13.95 10.50 11.91 11.65
92.3% 91.96% 95.06% 93.38%

5 5 5 5
6.48 6.99 5.64 5.7
7.44% 8.59% 9.54% 7.95%

13.00%
3
42.10%

2 Wumrmo Tues, Novieuwnne 1895
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de 1994, La prueba de Duncan (95%) aplicada al
analisis de la variabilidad en produccion y viabilidad
espermatica en los cuatro meses analizados nos indi-
¢6 que ¢l volumen de esperma no vari6 significati-
vamente durante los cuatro meses de produccion (R=
9.5, P> 0.05). La misma prueba mostré diferencias
significativas en cuanto a viabilidad espermatica
indicindonos que durante enero se obtuvo la mayor
produccion de esperma viable (R= 3.67, P< 0.05) de
6.99 x 107 espermatozoides/ml. Estos resultados po-
drian estar relacionados con la temperatura, por que
conforme esta variable fue descendiendo de noviem-
bre a encro también se fue incrementando la pro-
duccion de esperma, obteniéndose un maximo en
enero y a partir de febrero descendio esta produccion
(cuadro 1). Estos registros coinciden con el trabajo
de Rodriguez (1987), quien observo a nivel histolo-
gico el incremento de espermdtidas durante un tiem-
po correlacionado con la temperatura.

CUADRO 2

ANALISIS DE VARIANZA DE LAS PRUEBAS DE VIABILIDAD
ESPERMATICA, ENTRE UN GRUPO EXPERIMENTAL Y EL GRUPO TESTIGO
(ENTRE INDIVIDUOS) CONDICIONES INICIALES

GRUPO EXPERIMENTAL
A B c D
VOLUMEN DE ~ MOTILIDAD DEL  CONCENTRACION DE MORTALIDAD DE
ESPERMA ESPERMA ESPERMATOZOIDES ESPERMATOZOIDES

X 11.91 ML 93.62% 5.90x10%/mL 7.85%
Ds 1.52 1.35 1.51 1.63
ES 0.50 0.50 1.67 0.735
GL 3 3 3 3

1.36 1.24 7.62 5.44
P 0.3019 0.3392 0.004 0.0136

GRruro TESTIGO
X 10.37 mL 91.97% 4.67x10%/ML 8.38%
DS 1.98 2.77 1 1.81
ES 0.73 1.21 0.42 0.82
GL 3 3 3 3
F 1.77 1.39 4.24 2.73
P 0.1957 0.3964 0.0233 0.0806
DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS CUANDO P<0.05, F>P AL 95%.

CUADRO 3

ANALISIS DE VARIANZA DE LAS PRUEBAS DE VIABILIDAD
ESPERMATICA (MOTILIDAD Y MORTALIDAD) ENTRE ESPERMA
FRESCO ¥ CRIOPRESERVADO (ENTRE GRUPOS)

llcm:mm Ilor:wao Iloaul.ln.:n ESPERMA Iloauunfo ESPERMA
ESPERMA ESPERMA FRESCO CONSERVADO
FRESCO CONSERVADO
X 92.36% 13.00% 8.8% 42.06%
Ds 2.25 4.47 0.77 0.80
ES 1.01 2 0.34 0.36
GL 1 1
3597.63 18437.67
P 0.0001 0.0001
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2. Viabilidad del esperma fresco y criopreservado

La viabilidad determinada en términos de motilidad
y mortalidad indic6 lo siguiente:

a) Motilidad esperma fresco

Durante los cuatro meses que durd el estudio el por-
centaje de motilidad espermatica promedio obtenido
en los organismos seleccionados tuvo un valor de
93.3 %, que corresponde a 5.0 en la escala de Hara.
et al, (1982),

b) Motilidad esperma criopreservado

En este estudio se confirmé que el empleo de tiempos
de equilibrio para la adicion del diluyente: crioprotector
al diluyente:semen, es crucial para proteger la integri-
dad celular del espermatozoide durante la congelacion
Igualmente importante result6 ser el empleo de la solu-
cion activadora durante la descongelacion del semen
En aquellas muestras de semen para las que el tiempo
de equilibrio fue de cero minutos la motilidad fue nula
Resultados similares de motilidad para semen criopre-
servado se obtuvieron cuando no se utilizé la solucion
activadora de NaHCO3 a 119 m mol recomendada por
Stoss y Holtz (1981a), por lo que la viabilidad y capaci-
dad de fertilizacién fue minima o nula (Rivera y Delga-
do, 1995). Cuando el tiempo total de equilibrio emplea-
do durante la congelacion fue de 20 min y se usaron 5
ml de la solucién activadora durante la descongelacion
para fertilizar muestras de 200 évulos, se logro obtener
un porcentaje de motilidad del 13%, que es equivalente
a un valor de 3 en la cscala de Hara.

¢) Mortalidad esperma fresco

La mortalidad del esperma fresco se registrd durante
los cuatro meses de produccion maxima, observan-
dose que la mortalidad aumenta con respecto al
tiempo (P<'0.05), es decir, el nimero y calidad dec
los espermatozoides decae en relacion con la regre-
sion testicular que sufren los machos en los ltimos
meses de su ¢poca reproductiva. pues la mortalidad
minima se registré en noviembre (6.24%) v la ma-
xima en febrero (9.54%).

d) Mortalidad esperma criopreservado

La mortalidad promedio del esperma criopreservado
fue de 42.10%, debida probablemente a los multiples
factores que involucra el proceso de criopreserva-
cion. Este problema de alta mortalidad ha sido poco
estudiado por otros trabajos de criopreservacion con
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la misma especie. Munkittrick v Moccia (1984)
mencionan que después del proceso de criopreser-
vacion se pierde aproximadamente una tercera parte
del espermatozoide viable, reduciéndose por lo tanto
la capacidad fertilizante en 33%. Durante la seccién
de discusion de este trabajo se analizan algunos de
estos factores.

En los cuadros 2 v 3 se muestra el analisis de va-
rianza de las caracteristicas de viabilidad cspermati-
ca, tanto del grupo experimental como del grupo
testigo de la fase inicial (esperma fresco) y la fase fi-
nal (esperma criopreservado) respectivamente. En la
fase inicial (cuadro 2) se demuestra que la calidad
del semen fresco es adecuada y similar en ambos
grupos. A pesar de la seleccion cuidadosa de condi-
ciones morfofisiologicas, existe variabilidad signifi-
cativa entre los individuos de cada grupo en cuanto a
las caracteristicas espermaticas analizadas (volumen
de esperma. concentracion, mortalidad y motilidad
espermatica). En el cuadro 3 se muestra el analisis
de varianza de la prueba de viabilidad (% de motili-
dad v % de mortalidad) entre esperma fresco y crio-
preservado, observandose que existe una diferencia
significativa (P> 0.05) entre estos grupos. la cual se
debe principalmente al proceso de criopreservacion.

La mayor concentracion espermatica viable se
obtuvo en enero: 6.99 x 10 espermatozoides/ml:
mientras que la menor se observo en noviembre. que
representd 3.04 x 10? espematozoides/ml. A partir
de estas pruebas de viabilidad, se decidio seleccionar
¢l esperma producido durante enero para la criopre-
servacion porque reunia las mejores caracteristicas.

3. Porcentaje de huevos fértiles oculados con
esperma fresco y criopreservado

El porcentaje promedio de huevos fértiles oculados
con esperma fresco fue de 75.2% con una densidad
espermatica de 24 x 107 espermatozoides/ml; cuan-
do se uso esperma criopreservado este porcentaje
promedio fuc de 47.7%. El cuadro 4 muestra la pro-
duccion de huevos oculados con esperma fresco y
criopreservado. asi como los resultados obtenidos al
variar el nimero de espermatozoides contenidos en
las pajillas (de 8 a 12) utilizadas durante el experi-
mento de fertilizacién con esperma criopreservado.
Estos resultados indican que el porcentaje de fertili-
zacion se incrementa al aumentar el nimero de ¢s-
permatozoides criopreservados para fertilizar un
namero constante de 6vulos. El porcentaje de fertili-
zacion del grupo testigo (75.5%) representa el 100%
que se toma como base para analizar ¢l porcentaje de
huevos fertilizados a partir de semen criopreservado.
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CUADRO 4

PropuccIoN DE HUEVO OcuLADO, A PARTIR DE ESPERMA FRESCO Y CRIOPRESERVADO DE
TRUCHA ARCOIRIS (ONCORHYNCHUS Mrxi55) EN EL CENTRO TRUTICOLA EL ZARCO

Huevos FERTILIZADOS % HUEVOS FERTILIZA-

Dos x 100/ % HUEVOS
FERTILIZADOS CONTROL

42.01
45.51
48.17
50.99
51.82
100.0

ORrRG* NUMERODE ESPERMATOZOIDES
PAJILLAS  TOTALES POR GRUPO (%)
DE PAJILLAS (x10%)
X DS
1 8 24.08 31.62 2.00
2 9 27.27 34.25 9.01
3 10 31.20 36.25 1.50
4 6 | 37.95 38.37 3.56
5 12 45.36 39.00 3.24
6 24.00 75.25 8.52
1 A 5 = GRUPO EXPERIMENTAL; 6 = GRUPO TESTIGO
* SE UTILIZO UN NUMERO VARIABLE DE ESPERMATOZOIDES PARA FECUNDAR UN NU-
MERO CONSTANTE DE 200 0VULOS CON CUATRO REPLICAS.

CUADRO 5

ANALISIS DE VARIANZA DE HUEVOS OCULADOS CONESPERMA FRESCO ¥ CRIOPRESERVADO

ENTRE INDIVIDUOS

HUEVOS OCULADOS CON ESPERMA
FRESCO (TESTIGO)

HUEVOS OCULADOS CON ESPERMA
DESCONGELADO (EXPERIMENTAL)

X 150.50 7.8
Ds 8.53 6.07
ES 3.81 2.72
GL 3 4

F 0.02 0.01

P 0.9964 0.9994

En el cuadro 5 se muestra el andlisis de varianza
de huevos oculados obtenidos a partir de esperma
criopreservado v fresco, revelando que el proceso
de criopreservacion no afecta la capacidad de fecun-
dacion 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 criopreservacion de esperma en trucha arcoi-
ris es una buena opcion para incrementar la produc-
cion truticola en México, pues estos resultados se
comparan favorablemente con aquellos obtenidos en
otros trabajos para esta especie reportados interna-
cionalmente.

Los resultados de las prucbas realizadas durante
este trabajo con diferentes muestras descongeladas a
diferentes tiempos indican que la descongelacién del
esperma criopreservado debe efectuarse en un tiem-
po no menor de 60 segundos, porque cl esperma em-
paquetado en las pajillas todavia esta congelado y
este tiempo de descongelacion no debe ser mayor de
90 segundos, pues luego de ese lapso los espermato-
zoides comienzan a morir (Rivera y Delgado. 1995).

111, Discusion

1. Ventajas y desventajas de la criopreservacion
de esperma

El desfazamiento natural de la maduracion sexual de
machos y hembras de trucha arcoiris es una desven-
taja en la produccion truticola, pues solo permite el
aprovechamiento de cuatro meses de produccion de
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esperma y la fertilizacion manual de oévulos cada
temporada anual. desperdiciandose 6vulos disponi-
bles cuando los machos ain no son maduros v es-
perma disponible de buena calidad cuando las hem-
bras ya terminaron su produccion de 6vulos. Sobre
cste hecho las observaciones de Rodrigucz (1987) a
nivel histolégico concuerdan con las obscrvaciones
en la produccion y calidad del semen durante los
cuatro meses de registro presentadas en cste trabajo.

La criopreservacion del esperma tliene las siguien-
tes ventajas: permite ¢l uso eficiente de una reserva
de esperma seleccionado v preservado por congela-
micnto para fertilizar un grupo de ovulos seleccio-
nados para incrementar y mejorar la calidad de la
produccion de peces en los centros piscicolas. Nues-
tros estudios y los dc otros autores (Stoss y Holtz.
1981a. 1981b, 1983a, 1983b: Erdahl y Graham,
1980. 1984; Schmidt-Baulain y Holtz, 1989. Whe-
eler y Thorgaard . 1991; Holtz, 1993) revelaron que
la criopreservacion de esperma de trucha cs una
buena opcién para mejorar ¢ incrementar la produc-
cion de las granjas piscicolas usando esperma fresco
durante la temporada de produccién y una reserva
congelada y scleccionada para fertilizar un buen
nimero de dvulos durante el afio.

El andlisis comparativo de los resultados de este
estudio con los de otros autores indican que los por-
centajes de fertilizacion obtenidos con semen crio-
preservado varian de una especic a otra por multi-
ples factores, los mas importantes de ellos son los
relacionados con la técnica de criopreservacion, ya

5 - CUADRO 6
PRINCIPALES RESULTADOS REPORTADOS POR DIVERSOS AUTORES DEL USO DE CRIOPRESERVACION EN ESPERMA DE TRUCHA ARCOIRIS
(ONCORHYNCHUS MYKISS) i b

que ¢stos pueden reducir la capacidad de fertiliza-
cion del esperma a niveles muy bajos. Este trabajo 3
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 congelacion. el uso de soluciones dilu-
yenles y crioprotectoras para tratar de reducir el es-
trés (érmico y osmotico en cl esperma, el tiempo de
almacenamicento y el tipo de deposito para semen
(pajillas, pellets, ampolletas), y. finalmente, el tiem-
po transcurrido entre la descongelacion y el uso o no
de alguna substancia activadora del esperma des-
congelado (Rivera y Delgado, 1993).

2. Medidas de control que se deben considerar en
la aplicacion de la técnica

Los empaques para la criopreservacion de esperma
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 obtuvicron un porcentaje
de fertilizacion muy bajo (5%), pero con semen al-
macenado en pajillas registraron porcentajes de
hasta 98%. Por esta razon en este trabajo se utiliza-
ron pajillas para el almacenamiento del esperma.

Se ha encontrado que el almacenamiento en nitro-
geno liquido puede oscilar entre -79°C y -196°C sin
que se registren diferencias significativas despucs de
una hora de almacenamiento en dicho rango (Erdhal
y Graham, 1984). En este trabajo se congeld el esperma

FERTILIZACION  FERTILIZACION
AuTOR Y ARO COMESPERMA  CON ESPERMA CONDICIONES EXPERIMENTALES
DESCONGELADO FRESCO
(%) (%) TEMPERATURA DE TIEMPO DE CRIOPROTECTOR  TIEMPO DE TiPO DE
CONGELACION CONGELACION EQUILIBRIO EMPAQUE
GRAYBILL ¥ HORTON 18 87.2 -196°c 14-28 pias DMSO 30 min AMPULAS
(1969) -
O717 ¥y HORTON 57 a7 -196°c 7 pias DMSO 120 MmN AMPULAS
(1971)
BUYUKATIGOGLU ¥ 12-45 58-95 -196%¢c 3-4 MESES DMSO NDT PELLETS
Houvz (1978)
ERDAHL Y GRAHAM 40-60 20 -79°c 1 HORA DMSO 10 MIN PAJILLAS
(1980) 7%
Svoss Y HoLtz 75.3 97.1 -196°c 3-7 plas DMSO NDT PELLETS
(1981a)
(19818) 83.2 97 -196°c 2-4pias DMSO NDT PELLETS
(1983a) 75.5 91.5 -186°c 2-6 plas DMSO NDT PELLETS
(19838) 77.7 95.5 -196° 1-6 plas DMSO NDT
ERDAHL ET AL, 89 93 -196°c 1-2 pias DMSO NDT PAJILLAS
(1984) 7%
SCHMIDT-BAULAIN Y 71.9-49.1 96.9 -196°¢c 7 DMSO NDT PELLETS
Hovtz (1989)
WHEELER Y 88.8 89.2 -196°¢c 7 DMSO NDT PAJILLAS
THorcAARD (1991)
RivERA ¥ DELGADO 42-52 75.5 -196°c 7 plas DMSO 20 miN PAJILLAS
(1994) 7%
NDT = NoO SE DETERMINO.

358 ciencia ErRGO sSUM

VoL 2 Nowimo Tees. Noviemang 19948



LA CRIOPRESERVACION DE ESPERMA DE TRUCHA ARCOIRIS (ONCORHYNGCHUS MYKISS) ¥ SU...

de trucha arcoiris a una temperatura de -196°C en Ni-
trogeno liquido durante una semana, porque es el
tiempo que mas se ha utilizado por otros investiga-
dores como tiempo base. Para poder aplicar esta
técnica posteriormente con mads meses de almace-
namiento es necesario incrementar las investigacio-
nes que lleven a una estandarizacion de la técnica y
a la optimizacion de la misma para poder aprove-
char al maximo las ventajas de la criopreservacion.
Schmidt-Baulain y Holtz (1989) encontraron que
es importante determinar un ticmpo optimo entre la
colecta del esperma fresco y su congelacion, porque
la tasa de fertilizacion —o sea, ¢l porcentaje de hue-
vos oculados— de O. mikiss obtenida con semen con-
gelado puede reducirse por pérdida de viabilidad del
semen si ese tiempo es muy prolongado. Estos auto-
res, haciendo pruebas con tiempos minimos de 0.33
min a tiempos maximos de 360 min encontraron
fertilizaciones que iban de 74% a 50%, respectiva-
mente. Por lo tanto. estos autores recomiendan co-
lectar el semen directamente ¢n la mezcla criopro-
tector-diluyente, con la idea de reducir al mdximo la
pérdida de viabilidad debido al tiempo transcurrido
entre la colecta y la criopreservacion. 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 maximo el tiempo entre la colecta de esperma y su
crioproteccion, pues esta operacion se llevo a cabo
en un tiempo promedio de 50 minutos. Por lo ante-
rior, se¢ recomienda mantener las muestras de semen
v ¢l equipo que se requiere en el mismo laboratorio,
para evitar perdidas de viabilidad dc espermatozoi-
des por desnaturalizacion con respecto al tiempo. En
relacion a las demas condiciones experimentales re-
comendadas por los autores anteriores y por otros
estudios, éstas fueron implementadas en este trabajo
y s¢ presentan en el cuadro 6 para su analisis y com-
paracion. _
Los resultados de fertilizacion de este trabajo y los
resultados de otros autores se resumen en ¢l cuadro
6; los mas sobresalientes son los siguientes: Stoss y
Holtz (1983b) reportaron un porcentaje de fertiliza-
cion con esperma criopreservado de 77% de huevos
oculados. Estos autores encontraron diferencias
significativas entre diferentes concentraciones de
DMSO vy tiempos de equilibrio (con una probabili-
dad de ANADEVA de P< 0.01, y el estadistico
Tukey P< 0.05). Estos mismos autores encontraron
que es determinante el calculo de la concentracion
de DMSO, asi como del tiempo de equilibrio cntre la
mezcla esperma:DMSO:diluyente para contrarrestar
la alta mortalidad debida al estrés osmoético (cuadro
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6), con una concentracion de 10 ml DMSO (3.6-
12.5% v/v) y un tiempo de equilibrio de 60 segundos
(P< 0.01) son las condiciones mas adecuadas. Stein
(1979) reportd una concentracion optima de DMSO
de 7.5%, mientras que Ott y Horton (1971), ubicaron
la concentracion éptima 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
Horton, 1969; Ott y Horton, 1971; Erdhal y Graham,
1980). En este trabajo se seleccioné al DMSO como
crioprotector en una concentracion de 7% con un
tiempo de equilibrio total de 20 min e intervalos en-
tre cada adicion del diluyente:crioprotector al dilu-
yente:semen de 5 min; con estas condiciones se lo-
gré un porcentaje de fertilizacion con el esperma
criopreservado de 42 a 52% de huevos oculados.

Otros estudios han reportado porcentajes de viabili-
dad espermatica y porcentajes de fertilizaciéon con es-
perma criopreservado muy variables, tanto con la mis-
ma especie (cuadro 6) como con otras. Los porcentajes
de fertilizacion reportados varian desde 38% en el sal-
mon  Chinook (Oncorhynchus  tshawytscha) hasta
83.2% en el salmon rosado, Oncorhynchus gorbacha
(Erdhal y Graham, 1984). En nuestro trabajo los por-
centajes de fertilizacion obtenidos (% de huevos ocula-
dos) para trucha arcoiris O. mykiss se consideran ade-
cuados a nivel internacional.

Conclusiones

En este trabajo se demuestra que la técnica de crio-
preservacion es una alternativa para incrementar la
produccion piscicola en nuestro pais. La trucha ar-
coiris, Oncorhynchus mykiss, s6lo se reproduce una
vez al afio, en los meses mas frios y debido al desfa-
ce de maduracion entre machos y hembras de csta
especie, existe un desperdicio de gametos: de 6vulos
al inicio del ciclo reproductivo y de espermatozoi-
des al final. Mediante la criopreservacion se puede
almacenar cl esperma excedente en cada temporada;
de este modo es posible ampliar la fertilizacion du-
rante el afio y por lo tanto incrementar la produc-
cion, aprovechando al méaximo el potencial de los
centros truticolas afectados en el presente por pro-
blemas ambientales diversos, como los aumentos de
temperatura ambiental, los cuales exacerban el des-
fazamiento en la maduracion sexual entre machos y
hembras.

El seguimiento de la produccion anual de esperma
de trucha arcoiris que se hace c¢n cste trabajo consti-
tuye, hasta donde fue detectado en la revision biblio-
grafica efectuada previamente, el primer reporte que
existe al respecto en el pais. Dicho seguimiento
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permitié determinar que durante enero es cuando se
obtienen las mejores caracleristicas espermaticas.

El éxito de fertilizacion con esperma criopreserva-
do observado en esta investigacion depende de mal-
tiples aspectos, la mayoria de ¢stos estan directamen-
te relacionados con la técnica de congelamiento, por
lo cual son perfectibles; en consecuencia deben bus-
carse las condiciones optimas de criopreservacion
para llegar al rendimiento 6ptimo en términos de
viabilidad y capacidad de fertilizacion del esperma
criopreservado, estableciendo asi una técnica cstan-
darizada de criopreservacion adecuada a la especie.
También confirmamos la importancia de usar un
tiempo de equilibrio en la adicion de la mezcla dilu-
yente:crioprotector al diluyente:semen, durante la

congelacion. Del mismo modo se confirmé que el
empleo de una solucion activadora durante la des-
congelacion de esperma almacenado en pajillas
permite incrementar el porcentaje de motilidad cs-
permatica y la fertilizacion.

El esperma criopreservado puede usarse potencial-
mente como una técnica de manejo para proteccion e
introduccion de genes de poblaciones nativas o silves-
tres, para renovar genéticamente lineas de los centros
piscicolas y proveer de semen a programas de seleccion
de lineas. La formacion de bancos de semen de peces en
nuestro pais permitiria ¢l establecimiento e intercambio
en programas de investigacion a nivel nacional ¢ inter-
nacional encaminados a mejorar la calidad y la pro-
duccion piscicola en México. €
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