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Resumen

El pejerrey bonaerense (Odontesthes bonariensis) se ha convertido en un pez emblematico y muy
apreciado en la mayoria de las pesquerias de aguas continentales de nuestro pais. En los ultimos anos,
debido a la sobrepesca y a la contaminacion de su habitat natural, las poblaciones de pejerrey bonae-
rense han sufrido una marcada declinacion y por estos motivos se han incrementado tanto los estudios
basicos como los aplicados para desarrollar su cultivo. Poder controlar la reproduccion es esencial para
la acuicultura de cualquier especie. El desarrollo y aplicacién de técnicas para el manejo del desove, la
fecundacion y la produccion coordinada de juveniles es la condicion primaria para lograr la instalacion
de granjas de produccion de pejerrey bonaerense. De esta manera, para la obtencion masiva de larvas
y juveniles es necesario contar con un abastecimiento permanente de gametos. Por otra parte, se ha
observado que en el pejerrey el volumen de esperma que puede obtenerse en condiciones naturales o
en cautiverio resulta escaso (100-200ul). Con el fin de hacer mas eficiente la reproduccion artificial del
pejerrey, en este trabajo de tesis, se han desarrollado e implementado técnicas de criopreservaciéon de
esperma para esta especie.

A paritr de los resultados obtenidos se determind que una buena solucién para diluir esperma de
pejerrey debe contener Na* en su composicion, algun azucar como sacarosa o trehalosa, poseer una
osmolaridad entre 400-450 mOsm/Kg y un pH de 8. En este sentido los diluyentes Mm400, Na-Sac450
y Na-Tre450 han resultado efectivos. Se observé también que para la refrigeracion de esperma a 8°C
la solucion de Mm400 resulté adecuada, pudiendosé activar muestras con capacidad fecundante hasta
después de 8hs. Fue posible también criopreservar muestras de esperma (obtenidas mediante masajeo
abdominal) combinadas con los diluyentes Mm400, Na-Sac450 y Na-Tre450 y con los crioprotectores
DMSO, Metanol y Etilenglicol en una concentracion del 10% v/v utilizando 6 métodos de congelamiento:
« -80°C.

+ -80°C vy posterior congelamiento en N, liquido.

* hielo seco.

* hielo y seco posterior congelamiento en N, liquido.

+ Congelamiento rapido en vapores de N, liquido e inmersion en N, liquido.
+ Congelamiento lento en vapores de N, liquido e inmersion en N, liquido.

Por otra parte, se determiné el tiempo de descongelamiento y la temperatura adecuada para muestras
conservadas en crioviales de 1ml (35°C x 50seg.) o en pajuelas de 0,250ml (35°C x 10seg.). También
se congelaron exitosamente muestras de esperma obtenidas de macerados de testiculos utilizando los
mismos diluyentes, crioprotectores y métodos de congelamiento descritos anteriormente y evaluados
con esperma liberable.

Palabras clave:
Acuicultura, Criopreservacion, Esperma, Pejerrey bonaerense, Reproduccion.

1. Introduccioén

1.1) ¢ Por qué cultivar organismos acuaticos?

En los ultimos anos, debido principalmente a la sobreexplotacion de los recursos pesqueros, ha ocurrido
una progresiva disminucion en la cantidad, el tamafio y la calidad de los ejemplares extraidos de la natu-
raleza. Como consecuencia de este hecho los recursos pesqueros indefectiblemente tenderan a agotarse
y resulta evidente que una declinacion en las reservas pesqueras impactara de forma negativa sobre las
industrias y las economias que de ellas dependen (Luchini, 2004). Estos inconvenientes presentan un
desafio para los préximos afios de investigacion y desarrollo de politicas y tecnologias que permitan un
aprovechamiento sustentable de los recursos icticolas. En este contexto, la busqueda de una alternativa
econdmicamente rentable, capaz de suplir a las pesquerias tradicionales, ha llevado a la necesidad de
implementar modernas técnicas para la cria de organismos acuaticos.

1.2) ¢ Qué es la acuicultura?

La acuicultura puede definirse como el arte de cultivar cualquier organismo que esté relacionado con
el agua, directa o indirectamente, por su reproduccion. La cria de los organismos puede realizarse tanto
en aguas dulces, salobres o marinas existiendo diferentes sistemas para su cultivo (Fig. 1). Segun la
densidad de cria, éstos pueden clasificarse como: extensivos (baja densidad, baja produccién y sin aporte
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externo de alimento); semi-intensivos (mayor densidad, mayor produccion y con aporte complementario
de alimento externo) o intensivos (alta densidad, alta produccion y con racion totalmente externa).

La produccién de organismos acuaticos en cautiverio se practica desde hace ya varios siglos, sin em-
bargo la transicion hacia la produccion intensiva solo se aplica desde hace pocas décadas (Kirk, 1987).
Para facilitar el paso a la cria intensiva es fundamental el conocimiento de las condiciones 6ptimas de
cultivo. Actualmente, uno de los mayores problemas que enfrenta la industrializacion de la acuicultura de
nuevas especies es la necesidad de controlar la reproduccion. La obtencion de gametas a partir de repro-
ductores salvajes, asi como la captura de juveniles del medio natural genera una dependencia temporal
que podria ser evitada a través de la manipulacién de los organismos en cautiverio. Si se logra controlar
la reproduccion podran obtenerse embriones, larvas y juveniles a lo largo de todo el ano, incluso en las
épocas en que los organismos no se reproducen en forma natural (Bromage & Roberts, 1995).

a) Jaulas para cria de salmon en Canada b) Estanques excavados para crias de camarones en EE.UU.

Figura 1. Distintos sistemas de cria utilizados en la acuicultura moderna

1.3) ¢ Por qué cultivar pejerrey bonaerense (Odontesthes bonariensis)?

La demanda del mercado es la que determina que especies son capturadas y cuales son discriminadas
o descartadas para la explotacion comercial. Entre éstas, se destaca el pejerrey bonaerense (Odontesthes
bonariensis). De importancia regional innegable, se ha convertido en un pez emblematico y muy apreciado
en la mayoria de las pesquerias de aguas continentales de nuestro pais (Lépez et al., 2001; Fig. 2). En
los ultimos afos, debido a la sobrepesca y a la contaminacion de su habitat natural, las poblaciones de
pejerrey bonaerense han sufrido una marcada declinacién (Berasain et al., 2005). Por estos motivos se
han incrementado tanto los estudios basicos como los aplicados para desarrollar su cultivo (Striissmann,
1989; Miranda & Somoza, 2001; Von Bernard et al., 2002).

Figura 2) Captura de pejerreyes mediante redes de arrastre en la laguna de Chascomus.
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1.4) ; Cuales son las principales caracteristicas biolégicas del pejerrey bonaerense?

El pejerrey bonaerense es un pez eurihalino de habitos pelagicos que nada en cardumenes buscando
alimento y proteccion, siendo su habitat natural los cuerpos de agua dulce de la Regién Pampeana (Lopez
et al., 2001). La mayoria de los integrantes de su familia (Atherinidae) son peces marinos, y probable-
mente ésta sea una de las razones por la que también habita en aguas salobres como en las lagunas
del sudeste bonaerense y en las afueras del estuario del Rio de la Plata (Tejedor, 2001). Odontesthes
bonariensis (Fig. 3) es una especie planctofaga, sin embargo en periodos de escasez se convierte en un
consumidor generalista (Ringuelet & Escalante, 1980). Respecto de su morfologia presenta un cuerpo
hidrodinamico, alargado, fusiforme y totalmente cubierto de pequefas escamas cicloides. De cabeza
pequefa y triangular, con boca terminal y protractil, presenta una aleta caudal ahorquillada y un par de
aletas pectorales bien desarrolladas. Su coloracion varia en una gama de verdes-azules en el lomo, un
blanco perlado en el vientre y sus flancos vistosos y caracteristicos poseen una inconfundible estola
plateada e iridiscente a lo largo de la linea lateral (Dyer, 1998). Su maximo predador en la naturaleza es
la tararira (Hoplias malabaricus).

dontesthes banariensis

Ondan: Atherinfomes

Familia: Aherinidae

Talla mdxiema aproximada: S0om de Longibud toetal
Hibitok: Aguas abietas v preferentemenie despejadas de
vagetacian, donda hends & Agragarss en candlmenas que
5@ desplazan permaneniemeanta &n constanta bdsogueda de
alimaflo y projeccdn

Climac Templada.

impartancis Pesca deporiva ¥ comencial. Acuisullurs
Disiribucidn: El Rio dz la Plata, las aguas continentales
b enenges y de e provincias limiroles, aungue
aclualmente b encusnbra ampliarmebes difundids an lodo al
pais, debido a la inlervencidn del homibre

1.5) Origenes de la piscicultura del pejerrey bonaerense

Los primeros trabajos sobre piscicultura de una especie autéctona en la Argentina se realizaron en
el pejerrey bonaerense a principios del siglo XX (Tulidn, 1908). Se destacan los trabajos realizados por
Ringuelet (1942) y por Gonzalez Regalado & Mastarrigo (1954) que fueron publicados bajo el nombre de
“Piscicultura del pejerrey o Aterinicultura”y “Piscicultura: El Pejerrey”, respectivamente. Desde el comienzo
de esta actividad, el pejerrey bonaerense ha sido sembrado en una variedad de cuerpos de agua tanto
naturales como artificiales, que abarcaban practicamente todo el pais. Cuando se intenté su introduccion
en Bélgica, Francia, Italia e Israel los resultados fueron negativos (Welcome, 1988). En cambio, hubo
éxito en Chile y en el lago Titicaca de Peru y Bolivia (Bonetto & Castello, 1985; Loubens & Osorio, 1988).
Cabe destacar que desde 1966 tanto el pejerrey bonaerense como el patagénico (Odontesthes hatcheri)
fueron introducidos satisfactoriamente en Japon (Fig. 4). En la actualidad hay 8 provincias dedicadas a
la cria del pejerrey en el pais asiatico, existiendo también poblaciones naturales como las del lago Ka-
sumigaura (Mituta, 2001).

Por otra parte, en la Provincia de Buenos Aires se estima que hay mas de 2.000.000 de hectéreas
de cuerpos de agua aptos para la cria de pejerrey bonaerense (Reartes, 1995). Sin embargo, a pesar
de ser considerada como una especie promisoria para acuicultura, aun no se ha desarrollado el cultivo
comercial del pejerrey (Luchini et al., 1984; Reartes, 1995).
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a) Tanques internos de la estacion b) Lote de reproductores de pejerrey bonaerense.

Figura 4: Estacion Experimental de Piscicultura de Kanagawa (Japon)

En la actualidad se han identificado algunos problemas que afectan al éxito de su cria: baja tasa de
crecimiento, altas mortalidades en los estadios larvales y juveniles y maduracion sexual antes de alcan-
zar tallas comerciales (Miranda & Somoza, 2001) A fines de resolver estos inconvenientes e impulsar la
acuicultura del pejerrey bonaerense, en noviembre del afio 2001 y en el marco del proyecto de coope-
racion internacional entre la JICA* (Japon), el CONICET**y el MAA*** : “Desarrollo de la acuicultura
del pejerrey y su propagacion en la Argentina”, se transportaron a nuestro pais embriones provenientes
de reproductores de O. bonariensis de la Estacion Experimental de Piscicultura de Kanagawa (Fig. 5).
Los ejemplares de Kanagawa son descendientes de embriones que fueron enviados desde la laguna de
Chascomus a Japén en el afio 1965-66 por accion de la Liga Argentino-Japonesa del pejerrey.

Figura 5: Embriones de pejerrey provenientes
de la Estacién Experimental de Piscicultura de
Kanagawa.

Luego de su llegada a la Argentina los embriones fueron acondicionados en las instalaciones del IIB-
INTECH (Fig. 6) y fueron criados en forma intensiva hasta la madurez sexual (Miranda et al., 2006). Hoy
en dia, el instituto cuenta con tres generaciones de éstos pejerreyes (unos 2500 ejemplares), parte de
los cuales han sido utilizados en el desarrollo de esta tesina.
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a) Caja térmica donde se transportaron los embriones b) Embriones de pejerrey en el interior de la caja térmica
de pejerrey

c) Primeros juveniles de pejerrey nacidos en el instituto. d) Tanques externos donde se mantienen reproductores de
pejerrey

Figura 6: Embriones de pejerrey bonaerense provenientes de la Estacion Experimental de Piscicultura de Kanagawa. Cria de
juveniles y reproductores en el 1IB-INTECH.

1.6) ¢ Por qué es importante controlar la reproduccién del pejerrey bonaerense?

En esta especie se han descrito dos periodos de actividad reproductiva, uno principal en primavera
y uno menor en otofio (Calvo & Morriconi, 1972; Strissmann, 1989). La actividad reproductiva se inicia
cuando la temperatura del agua llega a los 15°C y alcanzara su maxima actividad cuando la temperatura
se encuentre entre 18 y 20°C (Strissmann, 1989; Toda et al., 1995; Miranda et al., 2006).

Poder controlar la reproduccién es esencial para la acuicultura de cualquier especie. El desarrollo y
aplicacion de técnicas para el manejo del desove, la fecundacién y la produccién coordinada de juveniles
es la condicion primaria para lograr la instalacion de granjas de produccion de pejerrey bonaerense (Mi-
randa et al., 2005). De esta manera, para la obtencion masiva de larvas y juveniles es necesario contar
con un abastecimiento permanente de gametos.

Se ha observado que en el pejerrey el volumen de esperma que puede obtenerse en condiciones
naturales o en cautiverio resulta considerablemente escaso (100-200pul en el periodo de maxima activi-
dad reproductiva) y, por lo tanto, es necesario disponer de varios machos para fecundar la totalidad de
los huevos obtenidos de una sola hembra (Strissmann, 1989; Miranda et al., 2001). Recientemente se
han realizado experimentos en machos de pejerrey donde se pudo incrementar significativamente el vo-
lumen de esperma liberable durante casi todo el afio sin afectar la concentracion de espermatozoides ni
la motilidad de los mismos. Estos tratamientos incluyeron: el aumento de la fase luminica o tratamientos
hormonales mediante la inyeccion de gonadotrofina coridnica humana (HCG), extractos hipofisarios de
carpa o salmoén y analogos de la Hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH) (Miranda et al., 2001;
Miranda et al., 2005; Fig. 7).
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Figura 7: Inyeccion de un pejerrey macho con gonadotrofina coriénica humana (HCG)

También se ha observado que en cautiverio las hembras de pejerrey presentan un notable asincronis-
mo en la maduracion oocitaria y desovan varias veces dentro de la temporada reproductiva (Striissmann,
1989; Miranda et al., 2006).

En este sentido, la criopreservacion de esperma de pejerrey es una moderna alternativa tecnolégica
que permitira un aprovechamiento eficiente de sus gametos de manera que puedan ser utilizados para
fecundacion in vitro en diferentes épocas del afio.

1.7) ¢ Qué es la criopreservacion?

La criopreservacion puede definirse como un conjunto de técnicas y metodologias que permite pre-
servar organismos vivos a temperaturas extremadamente bajas, que rondan entre

-80°C y -196,8°C. Mediante este procedimiento se puede lograr de forma reversible una disminucién
casi absoluta de los procesos metabdlicos esenciales, o que permite arrestar el decaimiento de los orga-
nismos por un periodo de tiempo largo e indefinido. Utilizando la técnica adecuada es posible preservar
organismos de casi cualquier nivel de organizacion como: células, tejidos, érganos e incluso organismos
completos sin afectar significativamente su integridad fisica y funcional (Toyoda, 1986; Fig.8).

b) Criovial con globulos blancos en vapores de N, liquido.

a) Criopreservacion de
microorganismos en un Termo con N,
liquido.

Figura 8: Criopreservacion en N, liquido.
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En este sentido, es importante mencionar que durante la criopreservacioén de un organismo vivo suelen
formarse cristales de hielo durante el proceso de congelamiento lo que provoca deshidratacion celular,
estrés osmotico y dafios mecanicos sobre la integridad fisica de las distintas organelas y membranas
(Theodorescu, 2004; Fig.9).

Figura 9: a) Formacion de cristales de hielo: Primero
ocurren en el medio externo y como consecuencia, éste
se vuelve hiperosmético deshidratando a las células. Si el
congelamiento es rapido el agua permanece en las células
y se formaran cristales intracelulares.

b) y c) Cristales de hielo.

Por lo tanto, resulta esencial para el éxito de este proceso utilizar soluciones crioprotectoras que eviten
la formacion de dichos cristales. La accidn de éstas sustancias crioprotectoras puede clasificarse en dos
grupos segun la permeabilidad a la membrana celular. En el primero se encuentran las sustancias que
poseen bajos pesos moleculares y que, por lo tanto, penetran al citoplasma celular, como por ejemplo,
el glicerol, el metanol, el etilenglicol, el 1,2-propanodiol y el dimetil sulféxido (DMSO; Holt, 2000). El
segundo grupo reune aquellas sustancias que no penetran la membrana celular debido a su alto peso
molecular, entre las cuales se halla, la sacarosa, la trehalosa, el suero fetal bovino (FBS) y la albumina
sérica bovina (BSA; Mizukami, 1999). Los distintos crioprotectores afectan de manera distinta a cada
organismo (Renard & Cochard, 1989). La eleccién del crioprotector ha sido un asunto de ensayo y error
en la mayoria de las investigaciones, quizas porque aun no existe una explicacion satisfactoria para la
accion de los mismos sobre la célula espermatica (Holt, 2000).

1.8) ¢ Cudles son las ventajas de criopreservar el esperma de los peces?

La criopreservacion de esperma implica una serie de ventajas practicas y econdmicas:

a. Disponer de esperma de buena calidad y en el volumen necesario para fecundar ovas en cualquier
periodo del afo lo que permitira independizarse de los machos y asi superar el problema de la obten-
cion simultanea de gametos.

b. Establecer las bases para realizar un banco de esperma y adoptar asi un programa de cria selectiva
mediante programas de seleccion de reproductores y mejoramiento genético.

c. Optimizar el intercambio de esperma con otras estaciones de cria de peces con el fin de evitar la
endogamia en poblaciones cautivas.

d. Incrementar la proteccion sanitaria, permitiendo la introduccion de nuevas lineas genéticas con reduc-
cion del peligro de transmision de patégenos desconocidos en los cultivos de peces.

e. Suministro permanente de gametos para la 6ptima utilizacion en criaderos o en investigaciones.

Economia para el mantenimiento de criaderos, lo que proporcionaria, un resguardo por pérdida de

lineas genéticas.

Varios procedimientos para la criopreservacion de esperma de peces han sido desarrollados durante

los ultimos 20 afos (Leung, 1991; Ohta, et al., 2001; Ritar, 2000). Los resultados son altamente variables,

lo que indica que la sensibilidad a los procesos de criopreservacién depende de varios factores y que,
por lo tanto, es necesario realizar ajustes especie-especificos a los protocolos existentes (Medina-Robles

et al., 2005; Tabla 1).

—h
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Tabla 1. Resultados de experimentos de criopreservacion en algunos peces teleosteos.

Especie Diluyente + TOsmolaridad Tiempo de Condicion de 'Resultados
Crioprotector. 2pH equilibrio descongela- 2Referencias
2Tasa de dilucion | ®Sistema de 2Velocidad de miento

envasado enfriamiento

Brycon 15.5% glucosa + "ND T<5 min. Banodeaguaa | '63.1%

siebenthalae 12% yema de 2ND 2Vapores de NL 34°C por 30s. motilidad
huevo + 10% 3 Pajillas de 0.5 por 15 min hasta 58.2% fertilidad
DMSO ml -76°C y luego a 2Cruz-Casallas
214 NL etal.

Pseudoplatystoma | '5.5% glucosa + | 'ND <5 min Bafio de aguaa | ' 35% motilidad

fasciatum 12% yemade 2ND 29.6°C/min hasta 35 °C por 30s. 2 Mojica 'y
huevo 3Pajillas de 0.5 -120 °C. Pinzén
+ 7.5% DMSO ml y luego a NL
21:4

Clarias "' Ginzburg Fish 1244mOsm/kg 5 min a -40°C Bano deaguaa | '>60% eclosion

gariepinus Ringer + 10% 27.6 25 °C/min de 27°C por 3min. 2 Viveiros et al
Metanol 3 Pajillas de -2°Ca-38°Cy
21:20 1ml luego a NL

Tunakia limbata 190% Suero fetal 'ND 13-60min. Banode aguaa | '30-40%
bovino (FBS) + 2ND 29.2 °C/min. 20°C por 10s motilidad
2 Glucosa 300mM 3Tubos de hasta -40°C y 2 Ohta et al
+ 10% Metanol 80ml luego a NL
1:40

Diplodus 10.17 M Clorhidra- | 282 mOsm/Kg "5 min Banos de agua >50% de

puntazzo to de Sodio + 15% | 1234 mOsm/Kg 28°C/min de 4 °C a 28°C por motilidad
DMSO (A) 2ND a-80°Cy luego a 20s (580 °C/ 2 Taddei et al
0.1 M Citrato de 3 Pajillas de 360°C/min hasta min. hasta -2°C
Sodio + 10% 0.5ml NL y 133°C/min.

DMSO (B) hasta 20°C.)
21:10; 1:5

Macrozoarces "Diluyente de 1302mOsm/kg "NR 30°C por 7s. 50-70%

americanus semen de Ocean 275 2 Directamente en motilidad
pout + 20% DMSO | ® Pajillas de 0.25 | vapores de NL a 9 2 Yao et al

21:3

y 1.7 ml

°C/min hasta -95

°C, luego a NL
Cyprinus carpio "Medio Kurokura "ND T4°C por 2 a 4hs Banos de agua 56% fertilidad
+ 10% DMSO 2ND 24°C/min.de 4 a a 35°C por 52% eclosion
21:5 3 Pajillas de 2 ml | -9°C, 11 °C/min. de 110s. 2 Linbhart et al
-11 a-80°C,
6 min. a-80°C y
luego a NL
Especie Diluyente + TOsmolaridad TTiempo de Condicion de T Resultados
Crioprotector 2 pH equilibrio descongela- 2 Referencias
2 Tasa de dilucion | 3 Sistema de 2Velocidad de miento
envasado enfriamiento
Esox " Diluyente Erdahl | "ND "NR En Tris-HCL 146.2% eclosion
masquinongy y Graham + 10% 2ND 2Directamente en 30mMa 2 Ciereszko
DMSO + 10% 3 Pellets de 0.1 hielo seco (-79 °C) temperatura

Yema de huevo
21:4

ml

por 5 min. y luego
aNL

ambiente por
5a7s.
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Sparus aurata 1% NaCl + 5% "ND 10 min. Banos de agua T(A) <65%
DMSO (A) 2ND 210°C/min. de a30°C (15 °C/ | motilidad
1% NaCl + 10% 3 Pajillas de 0.25 | 0a-150°C y luego min.) (B y C) 50%
Etilen glicol (B) ml aNL motilidad
1% NaCl + 10% 2 Fabbrocini et al
Propilen glicol (C)
21:6
Pleuronectes 70.137 M NaCl, 7240 mOsM/kg "ND Banos de agua 759.2% fertilidad
ferrugineus 0.011 M KCL, 277 211.5 °C/min de - a 30 °C por 7s 52.5% eclosion
0.004 M Na,HPO, | ° Pajillas de 0.25 | 5a-15°C, 16.7 °C/ 2 Richardson
+10% y 1.7ml min de -15 a etal
Propilenglicol -45 °C, luego hasta
2ND -95 °C y entonces
a NL
Esox lucius 0.6 M Sacarosa + | " ND "Mantenido entre 0 | Rapidamente 169.8% eclosion
15% DMSO + 2ND a 2°C por 40s. en solucion de 2 Babiak et al.
10% Lipoproteinas | ° Pellets de 2 En hielo seco descongelacion
de baja densidad 0.08ml (-79°C) por 5miny | (120 mM NaCl
(LDL) luego a NL + Diluyente de
21:3 fertilizaciéon FD)
a 30°C.
Oncorhynchus TSolucion de "ND "ND Banos de agua 781% fertilidad
mykiss sacarosa 0.6 M + 2ND 2Vapores de NL a a25°C por35s. | (A)
10% DMSO (A) 3 Pajillas de -180°C y luego a NL 83.8% fertilidad
" Solucién de 5ml (B)
sacarosa 0.6 M 2 Steinberg et al
+20% DMSO (B)
21.5:25
Acipenser "Sacarosa 0.6 M + | " Hipertonica "M min. T19.2% motilidad
fulvescens 10% DMSO con respecto al 2 Directamente a ND 2 Ciereszko y
21:3 plasma seminal NL dentro de viales Dabrowski
2ND plasticos
3 Pellets de
0.1ml

Abreviaturas de la Tabla 1:

ND= No determinado; NR= No realizado; NL= Nitrégeno liquido.

* Medio Kurokura= 1284 mM NaCl, 2.7 mM KClI, 1.4 mM CaClI2 , 2.4 mM NaHCO3.

» Diluyente Ocean Pout semen = 183 mM NaCl, 10.25 mM KHCO3, 1.45 CaCl2, 0.84 mM MgS04, 0.15 mM Glucosa.

» Solucion salina de inhibicién de motilidad espermatica buferada (BSMIS)= 75 mmol/L NaCl, 70 mmol/L KCI , 2 mmol/L CaCl2,
1 mmol/L MgS0O4, 20 mmol/L Tris.

Diluyente Erdah y Graham= 0.29 g CaCl2, 0.4 g MgCI2 , 0.5g Na2HPO4, 5.1 g KCI, 11.7 g NaCl, 0.2 g Acido citrico, 20 g

Glucosa, 20 ml de 1.27 g 100 ml-1 KOH, 20 ml de 5.3 g 100 ml-1 bicina, suplementada a 2 L de agua destilada.
» Diluyente Ginzburg fish Ringer= 123.2 mM NaCl, 3.75 mM KCI, 3.0 mM CacCl2, 2.65 mMNaHCO3.

KH2PO4, 0.17 g/l NaHCO3, 1.0 g/l Glucosa.
» Solucion salina balanceada Hanks libre de calcio CF-HBSS= 8 g/l NaCl, 0.40 g/l KCI, 0.20 g/l MgS0O4, 0.06 g/l Na2HPO4, 0.03
g/l KH2PO4, 0.17 g/l NaHCO3, 1.0 g/l Glucosa.
» Diluyente Stein y Bayrle= 750 mg NaCl, 200 mg NaHCO3, 38 mg KClI, 100 mg Glucosa, 20 ml Yema de huevo, 100 ml agua

destilada.

Diluyente de fertilizacion FD= 0.9% NaCl, 1 mM Ca, buferado a pH 9.0 con 20 mM Tris + 30 mM glicina.
Solucién salina balanceada Hanks HBSS= 8 g/l NaCl, 0.40 g/| KCI, 0.14 g/l CaCl2, 0.20 g/l MgS0O4, 0.06 g/l Na2HPO4, 0.03 g/I

1.9) ¢ Qué factores hay que tener en cuenta para criopreservar esperma de pejerrey

bonaerense?

Los espermatozoides de los peces con fecundacion externa permanecen inmatiles en la luz de los
testiculos y se activan segun las caracteristicas ambientales al ser liberados al medio (Morisawa et al.,
1985; Fig.10). En general, los espermatozoides de los peces de agua dulce se activan en un medio hi-
posmoético con respecto al liquido seminal y en los marinos en un medio hiperosmaético. También se ha
observado que en el esperma de los salménidos una alta concentracion del ion K* inhibe la motilidad por
completo (Morisawa et al., 1985).
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Figura 10: Activacion de una célula espermatica de un salmo-
nido en un medio hiposmatico: se produce la despolarizacion
de la membrana plasmatica lo que favorece la entrada de
Ca*™ a la célula y, por consiguiente, se inicia una cascada
de fosforilaciones que termina con la activacion de la dineina
(una proteina contractil) que gatilla la motilidad flagelar.

La activacion es un evento Unico y cuando un espermatozoide se activa su motilidad decae hasta
agotarse en pocos minutos. Por lo tanto, si el esperma ha sido activado o si presenta un alto porcentaje
de motilidad no seria conveniente criopreservarlo ya que no podra volver a activarse y por ende no tendra
capacidad fecundante (Leung et al., 1991). Para superar este problema es necesario contar con diluyentes
que no permitan la activacion de los espermatozoides. El diluyente no sélo debe inhibir la activacion, sino
que también debe evitar la aglutinacion de los espermatozoides. Algunas veces es posible adicionarles
antibidticos y sustancias nutritivas para prolongar la viabilidad de los espermatozoides en el diluyente
(Leung, 1991).

Estudios realizados sobre el pejerrey bonaerense determinaron que su esperma se activa en soluciones
hiposméticas con respecto al liquido seminal (331mOsm/kg). Luego de la activaciéon se pasa de movi-
mientos muy rapidos a movimientos lentos y/o vibratorios en sélo 2 minutos y, al minuto 10, se observa
un cese casi completo de la motilidad de los espermatozoides (Striissmann et al., 1994).

Por otra parte, y a diferencia de lo observado en salménidos, el ion K* activa la motilidad de los es-
permatozoides del pejerrey bonaerense. A partir de estas observaciones, se desprende que una solucion
isosmotica o levemente hiperosmética y carente de K* podria ser utilizada con éxito para la realizacion
de un diluyente apropiado para el esperma de pejerrey bonaerense (Renard et al., 1994).

Otro factor a tener en cuenta es la velocidad de congelamiento y la de descongelamiento. La congela-
cion de esperma en vapores de nitrégeno liquido es la técnica mas utilizada en peces teledsteos (Linhart
et al, 2000; Taddei, 2001; Yao et al, 2000). No obstante, la congelacion directa en hielo seco a -79 °C
o en freezer a -80 °C seguido de una inmersién en nitrégeno liquido a -196.8 °C también son utilizada
(Babiak, 1999; Babiak, 2002).

El rango de temperaturas de descongelacion de esperma criopreservado en peces es muy amplio,
variando desde temperaturas cercanas a los 4°C hasta temperaturas superiores a 80°C (Holt, 2000).

2. Objetivo principal

El objetivo principal de esta tesina es desarrollar e implementar técnicas de criopreservacion de es-
perma, con el fin de hacer mas eficiente la reproduccion artificial del pejerrey bonaerense Odontesthes
bonariensis.
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2.1. Objetivos secundarios

» Desarrollary analizar diluyentes adecuados para la criopreservacion de esperma en hielo seco (-79°C)
o freezer (-80 °C) y en N, liquido (-196 °C).

» Desarrollar y analizar diluyentes adecuados para la refrigeracion de esperma a 8 °C.

» Evaluar diferentes tipos de crioprotectores y establecer la concentracién adecuada.

» Determinar las temperaturas éptimas y los tiempos adecuados para el congelamiento y descongela-
miento del esperma.

» Evaluar los beneficios y las desventajas de los distintos tipos de envases para criopreservacion (crio-
viales, pajuelas).

» Criopreservar esperma a partir de macerados de testiculos de pejerrey.

3. Materiales y métodos

3.1) Material de estudio:

Para la realizacion de este trabajo se utilizaron pejerreyes bonaerenses de entre 3 y 4 afios de edad
nacidos y criados en forma intensiva en las instalaciones de acuicultura del IIB-INTECH. Estos animales
se obtuvieron a partir de ovas embrionadas transportadas desde la Estacion Experimental de Piscicultura
de Kanagawa (Japon).

En una etapa previa a los experimentos, fueron seleccionados 120 peces del plantel de reproductores
mantenidos en tanques externos de 25.000lts del [IB-INTECH. Se escogieron animales homogéneos
en tamano (Longitud total: 30cm, Peso: 300g aprox.) que fueron distribuidos en 4 tanques internos de
3.000lts. ubicados en el bioterio experimental del Instituto (Fig. 11).

b) Seleccién de reproductores d) Tanques internos de 3000 lts.



Tesinas Desarrollo e implementacion de técnicas para la criopreservacion...

Se distribuyeron 15 machos y 15 hembras por tanque debido a que se ha observado que es necesario
mantener peces de ambos sexos para que estos conserven su actividad reproductiva (Miranda, Com.
Pers.). Los peces fueron aclimatados durante 30 dias a las nuevas condiciones de cautiverio. La higiene
y la calidad del agua de cultivo se mantuvieron mediante un sistema de circulacion abierta y una limpieza
semanal del fondo de los tanques. Se utilizé agua proveniente de napa subterrdnea que mantuvo durante
todo el afo una salinidad y una temperatura promedio de 1,5% y 18°C, respectivamente. En todos los
casos, los peces fueron alimentados a saciedad, tres veces por dia, con alimento balanceado y pelletizado
para pejerrey y se mantuvo un fotoperiodo natural. Los experimentos se llevaron a cabo desde el mes
de abril del ano 2006, hasta el mes de mayo del afio 2007. Cabe destacar que no fue posible obtener
esperma por masajeo abdominal en los meses de abril y mayo.

3.2) Metodologia de trabajo:

Luego del periodo de aclimatacion se prosiguio con el desarrollo experimental. Para la obtencién y el
procesamiento de las muestras de esperma se utilizé la metodologia descrita por Miranda et al. (2001;
2005) y se prosiguio de la siguiente manera:

a. Mediante el control de la emision de esperma se seleccionaron
los machos de cada tanque. Se evitd el muestreo de los
mismos ejemplares a intervalos menores de 15 dias (tiempo
necesario para que emitan nuevamente suficiente esperma,
Fig. 12).

Figura 12. Seleccién de machos de pejerrey

b. Cada uno de los peces fue anestesiado en un bafio de
benzocaina (100ppm)
(Fig. 13).

Figura 13. Recipiente amarillo: Peces a anestesiar.
Recipiente rojo: Pez en anestesia;
Recipiente gris: Peces en recuperacion.
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c. Una vez anestesiado el pez fue colocado en una bandeja plastica
sobre un trapo humedo. La zona genital fue secada cuidadosamente
con papel absorbente para evitar el contacto con el agua, la orina 'y
las heces que son activadores de la motilidad espermatica (Fig. 14).

Figura 14. Secado previo a la extraccién de esperma.

d. El esperma se obtuvo presionando suavemente
la region abdominal y se colecté con puntas para
micropipeta (“tip”) acopladas a una jeringa de 1ml. El
uso de las jeringas con tips para recolectar el semen
permitid con relativa facilidad descartar muestras
de esperma contaminadas con orina, agua o heces
(Fig. 15).

Figura 15. Extraccion de esperma de pejerrey

e. Cada uno de los tips con esperma fue colocado dentro de un microtubo para
centrifuga de 1,5ml para evitar que la humedad ambiental entre en contacto
con la muestra (Fig. 16).

Figura 16. Tip con esperma de pejerrey.
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f. Los tubos fueron dispuestos en una gradilla sobre hielo granizado para
preservar la integridad del esperma hasta su utilizacion (Fig. 17).

Figura 17. Microtubos con esperma.

3.3) Analisis de calidad del esperma de pejerrey:
Se analizé la calidad del esperma obtenido, activandolo y observando el indice de motilidad siguiendo
la tabla para pejerrey bonaerense confeccionada por Strissmann et al. (1994):

|

indice Caracteristicas

|
5 La mayor parte de los espermatozoides exhibe movimiento rapido;

siendo imposible seguirle la trayectoria a ninguno.

4 La mayor parte de los espermatozoides exhibe movimiento rapido,
el resto exhibe movimiento lento.

3 En numeros equivalentes podemos encontrar 3 clases de espermatozoides:
aquellos que se mueven rapido, aquellos que vibran o se mueven lento
y los que permanecen inmotiles.

2 La mayor parte de los espermatozoides vibra o esta inmotil, mientras el resto
se propulsa lentamente

1 La mayor parte de los espermatozoides se encuentra inmotil, pero algunos
presentan vibraciones laterales.

0 Todos los espermatozoides se encuentran inmotiles.

Tabla 2. Indice numérico para la evaluacion de la motilidad espermatica en el pejerrey bonaerense.

- Cabe mencionar que los espermatozoides que presentan un indice de motilidad entre 3 y 5 poseen
capacidad fecundante (Miranda, Com. Pers.).

- Laobservacion del indice de motilidad se realiz6 bajo microscopio dptico a 100x, utilizando la siguiente
metodologia (Fig.18):

Figura 18. Observacion de 3ul esperma de pejerrey bajo el microscopio.
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a. De cada pez se tomd una alicuota de 3ul de esperma y se determiné su indice de motilidad preacti-
vacion.

b. Acada alicuota se le adicion6 9ul de agua de la canilla (40 mOsm/Kg) y se le determind su indice de
motilidad postactivacion.

c. Para el desarrollo de este trabajo sélo se utilizaron las muestras que presentaron un indice de moti-
lidad de 0 6 1 preactivacion y un valor de 4 6 5 postactivacion.
Una vez obtenidas las muestras de buena calidad y debido al escaso volumen de esperma que emite

cada pejerrey las muestras obtenidas de entre tres a cinco peces se juntaron en un microtubo para realizar

las determinaciones posteriores.

3.4) Evaluacién y desarrollo de diluyentes:

Después de haber adquirido la experiencia necesaria para la obtencion de esperma, se prosiguié con
el desarrollo y la evaluacion de diluyentes apropiados para su congelamiento. Strissmann et al. (1994)
sugirié que un buen diluyente para el esperma de esta especie deberia ser isosmotico o levemente hipe-
rosmotico respecto al liquido seminal (331 mOsm/Kg), evitar el ion K* en su composicion y que el valor
de pH se mantenga entre 7 y 8. En este mismo trabajo se recomendé la solucién de Mounib modificada
(donde se reemplaza el KHCO, por el NaHCO,) como un diluyente adecuado para la criopreservacion
de esperma de pejerrey.

Como paso previo al desarrollo de los diluyentes que se utilizaron para este trabajo se analizaron las
caracteristicas y la composicion ionica del liquido seminal de los pejerreyes experimentales. Se obtuvo
semen de 3 ejemplares (como fue descrito en el punto 2) y se colocé en un microtubo, se centrifugo (200g
por 2min. y luego a 25009 por 10min.), se tomo el sobrenadante (liquido seminal) y se lo guardo en el
freezer hasta su utilizacion. Luego se midio la presién osmética, el pH, la concentracion y la composicion
ionica del liquido seminal (Tabla 3). Para estas determinaciones se utilizé un osmémetro de vapor (Wes-
cor, Vapro® 5520), se midio el pH con cintas de papel tornasol (Universalindikator MERCK, pH 0-14) y se
analizo el liquido seminal por espectrofotémetro de llama.

Solucién pH Osmolaridad Ca++ Mg++ Na+ K+

4,82

Liquido Seminal 8.0 350 mOsm/Kg 0,2 mM/ml 0,49 mM/ml | 24,7 mM/ml mM/ml

Tabla 3. Analisis del liquido seminal de pejerreyes del IIB-INTECH

En base a estos resultados se decidié desarrollar diluyentes con una presién osmoética en-
tre 400 y 600 mOsm/kg, un valor de pH entre 7 y 8 y el cation Na* como componente predo-
minante. Por otra parte, también se probaron diluyentes de uso comun en peces teledsteos,
humanos y ovinos, realizando en cada caso ajustes especie-especificos. En la tabla 4 se de-
tallan el tipo, la composicion, pH y presion osmoética (mOsm/kg) de los diluyentes utilizados.
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IONICOS | COMPOSICION* pH mOsm/kg NO-IONICOS COMPOSICION* | pH mOsm/ml
Na-BSA NaHCO3 Medaka fish extender | FBS 400, 450,
BSA 8.0 400, 450, Trehalosa 8.0 288,550,
500,550, 600
_ Oncorhynchus Sacarosa 400, 450,
Na-FBS NaHCO3 mykiss extender 8.0 | 500,550,
FBS 8.0 400, 450, 600
500,550, 600 FBS-Sac FBS 400, 450,
Na-Yema de | NaHCO3 Sacarosa 8.0 | 500,550,
huevo 600
Yema de Huevo 8.0 400, 450,
500,550, 600
Na-Leche en | NaHCO3
polvo
Leche en polvo 8.0 400, 450,
500,550, 600
Mounib NaHCO3
modificado
(Mm)
Sacarosa
Glutation redu- 8.0 400, 450,
cido 500,550, 600 COMERCIALES | COMPOSICION* pH mOsm/ml
Na NaHCO3 8.0 400, 450, Human freezing | Tris 8.0 | 400, 450,
500,550, 600 medium ® Dextrosa 500,550, 600
Na-Tre NaHCO3 I?e.mmlllna’G‘
Acido sulfénico
Trehalosa 8.0 400, 450, Estreptomicina
500,550, 600 Yema de huevo
Na-Sac NaHCO3 Diluyente para Tris 8.0 | 400, 450,
Sacarosa 8.0 400, 450 ovinos ® Sacarosa 500,550, 600
500‘550 ‘600 Yema de huevo

Tabla 1. Composicion, pH y presion osmdética de los diluyentes utilizados. Na: Sodio, BSA: Albumina Sérica Bovina, FBS: Suero
Fetal Bovino, Tre: Trehalosa.

- Para la evaluacion de los diluyentes se empled la siguiente metodologia:

a. Se obtuvo esperma fresco de pejerrey y se evalud su calidad siguiendo la misma metodologia que en
los puntos 3.2) y 3.3).

b. El esperma se diluy6 en una proporcion 1:50 con cada diluyente (Volumen final: 150pl), tomaron ali-
cuotas de las muestras (diluyente: esperma) y se observo el indice de motilidad alos 0, 2,4, 6,8y
10 minutos de haber sido diluido.

c. Al minuto 10 una alicuota de la dilucién se activd con agua de la canilla para evaluar si el esperma
podia activarse después de haber sido diluido y se observo el indice de motilidad hasta que decayd
por completo (apréx. 10min.).

d. Los diluyentes que arrojaron los mejores resultados (indice de motilidad postactivacién=5) fueron
Mm400, Na-Sac450, Na-Tre450, Na500 y se los selecciond para realizar los experimentos posteriores
de refrigeracién y congelamiento de esperma (Ver seccién resultados).

3.5) Evaluacién de los diluyentes seleccionados para su uso en refrigeracion y congelacién de
esperma:

Para el disefio experimental se tuvo en cuenta el equipamiento disponible segun se trabaje con es-
perma obtenido de peces mantenidos en cautiverio (Instituto de Investigacién, Estacién de piscicultura,
etc.) o de poblaciones naturales de pejerrey:

a. Equipamiento para refrigeracion: Heladera (8°C).

b. Equipamiento para congelamiento: Freezer (-80°C), hielo seco (-79°C), nitrégeno liquido
(-198,6°C).
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3.6) Pruebas de refrigeracion de esperma de pejerrey:

Se evalué la capacidad de los diluyentes (Mm400, Na-Sac450, Na-Tre450, Na500) para mantener
viable el esperma de pejerrey refrigerado a 8°C. Se obtuvo esperma segun la metodologia descrita en
el punto 3.2), se lo colocé dentro de un microtubo con el diluyente correspondiente en una dilucion 1:50
(Volumen final: 150pl) y se lo mantuvo en la heladera (Fig. 12). Cada 2hs se tom6 una alicuota de las
muestras, se las activé con agua de la canilla y de la misma forma, se prosiguié hasta que ya no pudo
activarse la muestra. Como muestra control se utilizé esperma puro.

Figura 19. Criovales con esperma de pejerrey refrigerados a 8° C

3.7) Evaluacién y seleccién de crioprotectores para congelar esperma de pejerrey:

Se evaluaron diferentes crioprotectores al 5, 10 y 15% v/v (Tabla 5) segun lo publicado para otros
peces teledsteos (Medina-Robles et al., 2005) y se utilizaron los diluyentes previamente seleccionados
(Mm400, Na-Sac450, Na-Tre450, Na500).

PENETRANTES NO-PENETRANTES
Di-metil-sulféxido (DMSO) Glicerol
Di-metil-formamida (DMF) Leche en polvo

Etilenglicol Yema de Huevo
Metanol Suero fetal bovino (FBS)
Albumina sérica bovina (BSA)

Tabla 5. Crioprotectores utilizados.

Los crioprotectores fueron combinados con los 4 diluyentes en las tres concentraciones designadas.
Para obtener y evaluar las muestras (esperma+diluyente+crioprotector) se empled la metodologia descrita
en el punto 3.4). Los crioprotectores que resultaron efectivos en las tres concentraciones fueron: DMSO,
Etilenglicol, Metanol, Glicerol, FBS y BSA (Ver resultados).

3.8) Pruebas de congelamiento:
1) Congelamiento en crioviales:

En relacién a los resultados obtenidos las pruebas de congelamiento se realizaron con 4 diluyentes
(Mm400, Na-Sac450, Na-Tre450 y Na500) y seis crioprotectores (DMSO, Metanol, Etilenglicol, BSA, FBS
y Glicerol). Luego de la obtencion de esperma las muestras se colocaron en crioviales de 1ml, se diluye-
ron en una proporcion 1:50 con el diluyente designado (Volumen final: 150pl) y se le agrego crioprotector
al 10%yv/v. En todos los casos se observo el indice de motilidad del esperma antes del congelamiento
(metodologia descrita en el punto 3.3).

En un principio se evaluaron las muestras (esperma+diluyente+crioprotector) utilizando el método
de congelamiento en freezer a -80°C segun lo descrito en Medaka por Aoki (1997). A continuacién se
detallan las metodologias utilizadas para el congelamiento de las mismas:
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a. Congelamiento a -80°C en freezer : las muestras
fueron colocadas dentro de una caja de telgopor
por dos horas dentro de un “freezer” de -80°C hasta
su evaluacion (Fig.20). A partir de los resultados
obtenidos en este método, se seleccionaron las
soluciones de esperma-+diluyente+crioprotector
en las que se observo un indice de activacién
postcongelamiento entre 4 y 5: Mm400, Na-
Sac450, Na-Tre450 + DMSO, Metanol y Etilenglicol
(Ver resultados).

Figura 20. Crioviales en freezer a -80°C

b. Congelamiento a -80°C en freezer y posterior
congelamiento a -198,6°C en N, liquido: Se
siguioé el mismo protocolo descrito en el punto
anterior pero luego de haber estado en el freezer
a -80° los crioviales se sumergieron en N, liquido
por 2 horas hasta su evaluacion (Fig.21).

c. Congelamiento en hielo seco a -79°C: EI
congelamiento en hielo seco se realiz6 con el
objetivo de ser empleado en lugares donde no hay
disponibilidad de freezer a -80°C o N, liquido. Las
muestras fueron congeladas en crioviales que se
apoyaron directamente sobre la superficie del hielo
seco (Fig.22) y se las mantuvo por dos horas hasta
su evaluacion.

Figura 22. Crioviales apoyados en hielo seco

22



Tesinas Desarrollo e implementacion de técnicas para la criopreservacion...

d. Congelamiento en hielo seco a -79°C y posterior congelamiento a -198,6°C en N, liquido: Se
siguié el mismo protocolo descrito en el punto anterior. pero luego de haber estado en hielo seco las
muestras fueron sumergidas directamente en N, liquido por dos horas hasta su evaluacion.

e. Congelamiento en Vapores de N, y posterior congelamiento a -198,6°C en N, liquido: Se utilizaron
dos tiempos de congelamiento (lento y rapido) las muestras se mantuvieron sobre la superficie del N,
liquido a 3 y 6cm por 1,5 y 12 minutos, respectivamente segun lo descrito para Atlantic Cod (Gadus
morhua) por Rideout et al. (2004). Para llevar a cabo el congelamiento se fabricé una estructura de
telgopor que mantuvo los crioviales en posicion hasta ser sumergidos en el N, liquido. Al cabo de dos
horas de inmersion se procedié a su evaluacion (Figs. 23 ay b).

Figura 23a. Estructura de telgopor con Figura 23b. Crioviales suspendidos a 6 cm
gradilal acoplada, flotando dentro de un de la superficie del N2 liquido.
termo con N2 liquido.

3.9) Pruebas de descongelamiento:

Se estableci6 la temperatura y el tiempo adecuado para el descongelamiento de esperma de pejerrey
siguiendo valores publicados para peces teledsteos (Medina-Robles et al., 2005). Los crioviales con las
muestras fueron sumergidos en un bafio térmico con agua a temperaturas que variaron entre 20-40°C
(Figs. 25 a y b). Se registraron los tiempos de descongelamiento para cada temperatura (Tabla 7). En
funcion de los resultados obtenidos se determiné que un tiempo de 50 segundos y una temperatura de
35°C serian apropiadas para descongelar las muestras de esperma de pejerrey.

Crioviales (1ml)
Temperatura Tiempo de descongelamiento

°C) (Segundos)

20 70

25 60

30 55

35 50

40 45

Tabla 7. Pruebas de descongelamiento en crioviales.

23



Tesinas Desarrollo e implementacion de técnicas para la criopreservacion...

a) Criovial retirado del termo con N2 liquido tras b) Criovial descongelandose en bafio
2 hs. de congelamiento. término a 35° C

Figuras 25. Descongelamiento de crioviales.

3.10) Macerados de testiculo:

Para el congelamiento y descongelamiento de las muestras se procedioé de la manera descrita en el
punto 3.8) utilizando los mismos diluyentes y crioprotectores seleccionados previamente. Para todas las
evaluaciones se utilizaron tres concentraciones de crioprotector (5, 10 y 15%). En este caso el esperma
se obtuvo a partir de macerados de testiculos.

Los macerados se realizaron de la siguiente manera:

a. Se seleccionaron machos por emisiéon de esperma del lote de reproductores.
b. Los peces fueron anestesiados en benzocaina 100ppm durante 5 minutos, se los desmedulé y se retird

una porcion rectangular del lateral del ejemplar y se procedio a la diseccién de los testiculos (Figs. 26

ayb).

Figura 26a. Corte del lateral izquierdo de un marcho de pejerrey.
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Figura 26b. Testiculos de pejerrey.

c. Una vez retirados los testiculos, se realizaron cortes de 1cm y cada uno se colocé en un mortero
plastico con 4ml del diluyente correspondiente (Mm400, Na-Sac450 o Na-Tre450) y se maceraron con
una pinza de diseccion (Figs. 27 a y b). Todos estos procedimientos se realizaron en hielo.

Figura 27a. Cortes de 1 cm de testiculo de pejerrey. Figura 27b. Macerado de testiculo
con pinza de diseccion.

Las muestras fueron filtradas a través de una malla de nylon (Fig.28), se las colocé en tubos del tipo
falcon de 25ml, se tomd una alicuota de cada una y se determiné el indice de motilidad del esperma
previo al congelado. Luego se adicionaron los crioprotectores (DMSO, Metanol y Etilenglicol). Para to-
das las combinaciones de diluyentes, crioprotectores y una concentracién de crioprotectores se utilizd
el macerado de testiculos proveniente de un pez. Por ultimo, se procedio al envasado en crioviales de
1ml, congelado (segun lo descrito en el punto 3.8), descongelado (segun lo descrito en el punto 3.9) y
se evaluo el indice de motilidad de las muestras (segun lo descrito en punto 3.3).

Figura 28. Macerado de testiculo filtrado a través de una malla de nylon.
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Congelamiento en pajuelas:

Se procedié de la misma manera descrita en los puntos anteriores. Las pajuelas (250 ul) fueron llenadas
con 150ul de la combinacion macerado+diluyente+crioprotector por aspiracion. Luego fueron selladas con
la llama de un mechero y se las mantuvo en hielo hasta su congelamiento con los 6 métodos descritos
en el punto 3.8 (Figs. 29 a-g).

a) Pajuelas de 250 ul y portapajuelas.
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b) Preparacién de las muestras antes del llenado de las
pajuelas.

d) Sellado de pajuelas con la llama de un
mechero.

b

f) Estructura de telgopor con pajuelas en
vapores de N, liquido.

Figuras 24 (a-g). Llenado, sellado y congelado de pajuelas con N2 liquido.

27



Tesinas Desarrollo e implementacion de técnicas para la criopreservacion...

Descongelamiento de pajuelas:

Se establecio la temperatura y el tiempo adecuado para el descongelamiento de pajuelas de 250yl
siguiendo valores publicados para peces teledsteos (Medina-Robles et al., 2005). Las pajuelas con las
muestras fueron sumergidas en un bafo térmico con agua a temperaturas que variaron entre 20-40°C.
Se registraron los tiempos de descongelamiento para cada temperatura (Tabla 8). En funcién de los
resultados obtenidos se determiné que un tiempo de 10 segundos y una temperatura de 35°C serian
apropiadas para descongelar pajuelas con esperma de pejerrey. Foto

Pajuelas (0,25ml)
Temperatura Tiempo de descongelamiento
(°C) (Segundos)
20 25
25 20
30 15
35 10
40 10

4. Resultados

4.1) Evaluacién y desarrollo de diluyentes:

Se evaluaron los diluyentes mencionados en la Tabla 4 (entre 400-600mOsm/Kg). Las soluciones
esperma+diluyente que presentaron un indice de motilidad postactivacion= 5 fueron: Mm400, Na500,
Na-Sac450 y Na-Tre450 (Figs. 29-32). El resto no demostré ser eficaz como diluyente para esperma de
pejerrey bonaerense mostrando indices de motilidad postactivacion entre 1y 3 (resultados no presentados).
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Figura 29. Esperma diluido en el diluyente Mounib Figura 30. Esperma diluido en el diluyente NaHCO,
modificado 400 mOsm/Kg. Al minuto 0 se realizo la 500mOsm/Kg. Al minuto O se realizo la dilucién (1:50) y
dilucion (1:50) y al minuto 10 se lo activo con agua de al minuto 10 se lo activd con agua de la canilla.
la canilla.
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Figura 31. Esperma diluido en el diluyente NaHCO;
y sacarosa 450 mOsm/Kg. Al minuto O se realizo la
dilucion (1:50) y al minuto 10 se lo activd con agua de
la canilla.
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Figura 32. Esperma diluido en el diluyente NaHCO;
y Trehalosa 450mOsm/Kg. Al minuto O se realizé la
dilucion (1:50) y al minuto 10 se lo activd con agua de
la canilla.

4.2) Pruebas de refrigeracion de esperma de pejerrey:

Se realizaron las pruebas de refrigeracion de esperma de pejerrey a 8°C en heladera con los diluyen-
tes seleccionados en el punto 4.1). Para el caso del diluyente Mm400 el esperma pudo activarse hasta
después de 8hs de refrigerado donde se observé un indice de motilidad postactivacién=3 (con capacidad
fecundante) después de las 12hs se observé un indice de motilidad postactivacién=2 (sin capacidad
fecundante) (Fig. 33).

Indice de motilidad

N 1107

o 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Tiempo (horas)

Figura 33. Refrigeracion de esperma de pejerrey a 8°C utilizando el diluyente Mm400. Cada 2 hs. se evaluo el indice de
motilidad postactivacion hasta un total de 24 hs.

Para el caso de los diluyentes Na-Tre450 y Na-Sac450 el esperma pudo activarse hasta después de

2hs de refrigerado observandose un indice de motilidad postactivacién=3, después de las 4hs se observo
un indice de motilidad postactivacion=2 (Figs. 34 y 35).
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Figura 34. Refrigeracion de esperma de pejerrey a 8°C utilizando el diluyente Na-Tre450. Cada 2 hs. se evalu¢ el indice de
motilidad postactivacion hasta un total de 24 hs.
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Figura 35. Refrigeracion de esperma de pejerrey a 8°C utilizando el diluyente Na-Sac450. Cada 2 hs. se evalué el indice de
motilidad postactivacion hasta un total de 24 hs.

Para el caso del diluyente Na500 el esperma pudo activarse hasta después de 2hs de refrigerado
observandose un indice de motilidad postactivacion=2 (Fig. 36).
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Figura 36. Refrigeracion de esperma de pejerrey a 8°C utilizando el diluyente Na500. Cada 2 hs. se evalu¢ el indice de motilidad
postactivacion hasta un total de 24 hs.

Como control se refrigerd esperma sin diluir y se procedié de la misma manera que para los diluyentes
anteriores. Después de 8hs de refrigeracion se observé un indice de motilidad postactivacion= 5, después
de 10hs fue de 4, a las 14hs fue de 3 y a las 20hs fue de 2 (Fig. 37).

5
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Figura 37. Refrigeracion de esperma de pejerrey sin diluir a 8°C. Cada 2 hs. se evalué el indice de motilidad postactivacion
hasta un total de 24 hs.

4.3) Evaluacion y seleccion de crioprotectores para congelar esperma de pejerrey:

Se evaluaron los diluyentes que fueron seleccionados en el punto 4.1 (Mm400, Na500, Na-Sac450,
Na-Tre450) combinados con los crioprotectores que se detallaron en la Tabla 6 al 5, 10 y 15% v/v. El
esperma se activo a los 10 minutos de haber sido diluido y se pudo observar un indice de motilidad pos-
tactivacion=>5 con los diluyentes que tenian los siguientes crioprotectores: DMSO, Metanol, Etilenglicol,
Glicerol, FBS y BSA. En cambio, en las combinaciones con DMF, Yema de huevo y Leche en polvo
no se pudo activar el esperma. No hubo diferencias entre las 3 concentraciones de crioprotector por lo
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que a modo de ejemplo solo se ilustran los resultados obtenidos con el esperma+Mm400+crioprotector
al 10% (Fig. 38).

B Mm400 + DMF

B MmA400 +Yema de huevo
B Mm400 + Leche en polvo
B Mm400 + B5A

B Mm400 + DMS0

B Mm400 + Metanol

B MmAa00 + Glicerol

B Mmd4od + FBS

E Mm400 + E.glicol

indice de motilidad

Figura 38. Esperma diluido con el diluyente Mm400 + crioprotectores al 10% v/v. Al minuto 0 se realiz6 la dilucién (1:50) y a
minuto 10 se activé con agua de la canilla.

4.4) Pruebas de congelamiento:

De acuerdo a los resultados obtenidos en el punto 4.3), se decidié utilizar para las pruebas de con-
gelamiento solo las soluciones que presentaron un indice de motilidad postactivacion=5. Para todas las
pruebas se utilizé crioprotector en una concentracion del 10%.

Congelamiento en crioviales:

Congelamiento a -80°C en freezer (Fig. 39): Luego de 2hs a -80°C las muestras fueron desconge-
ladas y se observo que:

- El esperma diluido en Mm400, Na-Tre450 o en Na-Sac450 con: DMSO o Etilenglicol presentaron
un indice de motilidad postactivacion entre 3 y 4. En el caso del diluyente Na-Tre + Etilenglicol se
observo un indice de 2.

- El esperma diluido en Mm400, Na-Tre450 o en Na-Sac450 con Metanol presentaron un indice de
motilidad postactivacién= 2.

- Losdiluyentes que fueron combinados con: BSA, FBS, DMF y Glicerol no permitieron activar el esper-
ma. Este mismo resultado se observé con el esperma diluido en Na500 con todos los crioprotectores.
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Figura 39. Activacion de las muesras (esperma+diluyente+criuoprotector 10%) después de haber sido congeladas a -80°C.

En relacion a los resultados obtenidos en a. los diluyentes Mm400, Na-Tre450 y Na-Sac450 combina-
dos con DMSO, Metanol o Etilenglicol fueron seleccionados para realizar los métodos de congelamiento
siguientes.
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b. Congelamiento a -80°C y posterior congelamiento a -198,6°C en N, liquido (Fig. 40): Después de
permanecer 2hs a -80°C y luego de haber estado sumergidas 2hs en N, liquido. Las muestras fueron
descongeladas, activadas y se observo que:

Las muestras de esperma diluidas en Mm400+DMSO, Mm400+Etilenglicol o en Na-Tre450+DMSO
presentaron un indice de motilidad postactivacion=4.

Las muestras de esperma diluidas en Mm400+Metanol, Na-Tre450+Metanol, Na-Sac450+DMSO
o en Na-Sac450+E.glicol presentaron un indice de motilidad postactivacion=3.

Las muestras de esperma diluidas en Na-Tre450+E.glicol o en Na-Sac450+Metanol presentaron
un indice de motilidad postactivacion=2.

indice de motilidad

5

Figura 40. Activacion de las muestras (esperma + diluyente + crioprotector) después de haber sido congeladas a -80°C y luego
sumergidas en N2 liquido.
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c. Congelamiento en hielo seco a -79°C (Fig. 41): Los crioviales fueron descongelados tras haber estado

2hs en contacto con hielo seco. Los resultados obtenidos muestran que:

- Las muestras de esperma diluidas en Mm400+DMSO, Na-Tre450+DMSO o en Na-Sac450+DMSO
presentaron un indice de motilidad postactivacion=4.

- Las muestras de esperma diluidas en Mm400+E.glicol, Na-Tre450+E.glicol, Na-Sac450+Metanol
o en Na-Sac450+E.glicol presentaron un indice de motilidad postactivacion=3.

- Las muestras de esperma diluidas en Mm400+Metanol o Na-Tre450+Metanol presentaron un
indice de motilidad postactivacion=2.

5

Indice de motilidad

0

Figura 41. Activacion de las muestras (esperma+diluyente+crioprotector) después de haber sido congeladas a -79°C en hielo seco.
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d. Congelamiento en hielo seco y posterior congelamiento a -198,6°C en N, liquido (Fig. 42): Los
crioviales fueron descongelados tras haber estado 2hs en contacto con hielo seco y 2hs sumergidos
en N, liquido. Luego de que las muestras fueron descongeladas se observo qué:

- Las muestras de esperma diluidas en Mm400+E.glicol, Na-Tre450+DMSO, Na-Sac450+DMSO o
en Na-Sac450+E.glicol presentaron un indice de motilidad post-activacion=4.

- Las muestras de esperma diluidas en Mm400+DMSO presentaron un indice de motilidad postac-
tivacion=3.

- Las muestras de esperma diluidas en Mm400+Metanol, Na-Tre450+Metanol, Na-Tre450+E.glicol
o en Na-Sac450+Metanol presentaron un indice de motilidad post-activacion=2.
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Figura 42. Activacion de las muestras (esperma+diluyene+crioprotector) después de haber sido congeladas a -79°C en hielo seco
y posterior inmersion en N, liquido.
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e. Congelamiento rapido en Vapores de N, liquido y posterior congelamiento a -198,6°C en N,
liquido (Fig. 43): Los crioviales fueron descongelados tras haber estado 1,5 minutos a 3cm de la
superficie del N, liquido y 2hs sumergidos en N, liquido. Se observoé que:

- Las muestras de esperma diluidas en Mm400+DMSO, Na-Tre450+DMSO, Na-Tre450+E.glicol,
Na-Sac450+E.glicol presentaron un indice de motilidad post-activacion=3.

- Las muestras de esperma diluidas en Mm400+Metanol, Mm400+E.glicol, Na-Tre450+Metanol o
en Na-Sac450+Metanol presentaron un indice de motilidad post-activacion=2.
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Figura 43. Activacion de las muestras (esperma+diluyente+crioprotector) después de haber sido congeladas a 3 cm de la
superficie del N2 liquido y 2 hs. en N2 liquido.
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f. Congelamiento lento en Vapores de N, liquido y posterior congelamiento a -198,6°C en N, liquido
(Fig. 44): Los crioviales fueron descongelados tras haber estado 12 minutos a 6cm de la superficie
del N, liquido y 2hs sumergidos en N, liquido.

Se observo que:

Las muestras de esperma diluidas en Mm400+DMSO, Mm400+E.glicol, Na-Sac450+DMSO o en
Na-Sac450+E.glicol presentaron un indice de motilidad post-activacion=4.

Las muestras de esperma diluidas en Na-Tre450+DMSO o en Na-Tre+E.glicol presentaron un
indice de motilidad postactivacion=3

Las muestras de esperma diluidas en Mm400+Metanol, Na-Tre450+Metanol o en Na-
Sac450+Metanol presentaron un indice de motilidad post-activacién=2.

indice de motilidad

Figura 44. Activacion de las muestras (esperma+diluyente+crioprotector) después de haber sido congeladas a 6 cm de la superficie
del N, liquido y 2 hs en N, liquido.

4.5) Macerados de testiculo:

En relacién a los resultados obtenidos con esperma fresco (Ver punto 4.4.1.a), para las muestras
obtenidas a partir de macerados de testiculos se utilizaron los siguientes diluyentes: mM400, Na-Tre450
y Na-Sac450 combinados con DMSO, Metanol o Etilenglicol en tres concentraciones al 5, al 10 y al
15%. Se observo el indice de motilidad postactivacion de las soluciones de macerado+diluyente previo
al congelado y en todos los casos se obtuvo un indice de 3. Se evaluaron todos los métodos de conge-
lamiento utilizando dos tipos de envases: crioviales y pajuelas.
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1) Congelamiento en crioviales:

a) Utilizando los crioprotectores al 5% se observé que para todos los métodos de congelamiento fue
posible activar muestras (obteniéndose indices de motilidad= 3). A continuacién se detallan cuales
fueron estas soluciones (Fig. 45):

- Para el método a -80°C: NaTre450 + DMSO, Na-Tre450+Etilenglicol, Na-Sac450+DMSO.

- Para el método -80°C + N, liquido: Mm400 + DMSO y Na-Sac450 + Metanol.

- Para el método hielo seco: Mm400 + Etilenglicol, Na-Tre450 + DMSO, Na-Tre450 + Etilenglicol
y con Na-Sac450 + DMSO.

- Para el método hielo seco + N, liquido: Mm400 + DMSO y con Na-Sac450 + DMSO.

5 -
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H Mmd400 + DMSO H Mm400 + Metanol M Mmd400 + Etilenglicol
H Na-Tred450 + DMSO H MNa-Tred50 + Metanol H Na-Tred50 + Etilenglicol
bl Na-5ac450 + DMSO L Na-Sac450 + Metanol i Na-5acd50 + Etilenglicol

Figura 45. Activacion de las muestrs de macerado de testiculos+diluyente+crioprotector al 5% después de haber sido congeladas a
-80°C, '80°C + N2 liquido, Hielo seco, Hielo seco + N2 liquido, Vapores de N2 liquido a 3 cm y Vapores de N2 liquido a 6 cm.
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b) Utilizando los crioprotectores al 10% se observd que para todos los métodos de congelamiento fue
posible activar muestras (obteniéndose indices de motilidad= 3). A continuacion se detallan cuales
fueron estas soluciones (Fig. 46):

- Para el método a -80°C: Mm400+Metanol, Mm400+Etilenglicol, Na-Tre450+Etilenglicol, Na-
Sac450+DMSO.

- Para el método -80°C + N, liquido:

- Para el método hielo seco: Mm400+DMSO, Mm400+Etilenglicol, Na-re450+DMSO, Na-
Tre450+Etilenglicol, Na-Sac450+DMSO y Na-Sac450+Metanol.

- Para el método hielo seco + N, liquido:

- Para el método 3cm N, + N,;

- Para el método 6cm N, + N,: Na-Tre450+Metanol, Na-Tre450+Etilenglicol, Na-Sac450+DMSO,
Na-Sac450+Metanol y Na-Sac450+Etilenglicol.

g 5

indice de motilidad

(-80°C) [-B0*C}+ N2 Hielo Seco  Hieloseco + N2  3Jem M2 +N2  Gem N2 + N2
H Mm400 + DMS0 E Mm400 + Metanol i Mm400 + Etilenglicol
® Na-Tre450+ DMSO H Na-Tre450 + Metanol B Na-Tred50 + Etilenglicol
B Na-5ac450 + DMSO B Na-5ac450 + Metanol i Na-5acd50 + Etilenglicol

Figura 46. Activacion de las muestras macerado de testiculos+diluyente+crioprotector al 10% después de haber sido congeladas a
-80°C, -80°C + N2 liquido, Hielo seco, Hielo sco + N2 liquido, Vapores de N2 liquido a 3 cm y Vapores de N2 liquido a 6 cm.
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c) Utilizando los crioprotectores al 15% se observé que para todos los métodos de congelamiento fue
posible activar muestras (obteniéndose indices de 3). A continuacion se detallan cuales fueron estas
soluciones (Fig. 47):

- Para el método a -80°C: Mm400+Metanol, Mm400+Etilenglicol, Na-Tre450+Etilenglicol y Na-
Sac450+DMSO.

- Paraelmétodo -80°C + N, liquido: Na-Tre450+DMSO, Na-Tre450+Etilenglicol y Na-Sac450+DMSO.

- Para el método hielo seco: Mm400+Etilenglicol, Na-Tre450+DMSO, Na-Tre450+Etilenglicol y
Na-Sac450+DMSO.

- Para el método hielo seco + N, liquido: Mm400+DMSO y Na-Sac450+DMSO.

- Para el método 3cm N, + N,: Na-Tre450+Metanol y Na-Sac450+DMSO.

- Para el método 6¢cm N, + N,: Mm400+DMSO, Na-Tre450+DMSO, Na-Tre450+Metanol, Na-
Tre450+Etilenglicol y Na-Sac450+DMSO.

indice de motilidad

0

(-80°C) (-80°C} + N2 Hielo Seco  Hieloseco + N2 3em M2 + M2 Sem N2 + N2
E Mm4od + DMS0 H Mm400 + Metanol & Mm400 + Etilenglicol
H MNa-Tred50 + DMSO E Na-Tred50 + Metanol B Na-Tred50 + Etilenglicol
H Na-5ac450+ DMS0 H Na-5ac450 + Metanal H Na-5acd50 + Etilenglical

Figura 47. Activacion de las muestras macerado de testitulos+diluyente+crioprotector al 15% después de haber sido congeladas a
-80°C + N, liquido, Hielo seco, Hielo seco + N, liquido, Vapores de N, liquido a 3 cm y Vapores de N, liquido a 6 cm.
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2) Congelamiento en pajuelas:

a) Utilizando los crioprotectores al 5% solo fue posible activar muestras a un indice de tres en algunos
de los métodos de congelamiento evaluados. A continuacion se detallan cuales fueron estas muestras
(Fig. 48):

- Para el método a -80°C: Na-Tre450+DMSO y Na-Sac450+Metanol.
- Para el método hielo seco: Mm400+Etilenglicol y Na-Sac450+Metanol.

Para el método 3cm N, + N,: Na-Sac450+Metanol
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(-B0°C) (-B0°C)+ N2 Hielo Seco  Hieloseco + N2 Jcm M2 + N2 Gem N2 + N2
B Mm400 + DMS0 B Mm400 + Metanol B Mm400 + Etilenglicol
B Na-Tre450+ DMSO B Na-Tred450 + Metanol B Na-Tre450 + Etilenglicol
B Na-Sac450 + DMSO B Ma-5ac450+ Metanaol I Na-Sacd50 + Etilenglicol

Figura 48. Activacion de las muestras de macerado de testiculos+diluyente+crioprotector al 5% después de haber sido congeladas
a -80°C + N, liquido, Hielo seco, Hielo seco + N, liquido, Vapores de N, liquido a 3 cm y Vapores de N, liquido a 6 cm.
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b) Utilizando los crioprotectores al 10% solo fue activar muestras a un indice de tres en todos los métodos
de congelamiento evaluados. A continuacion se detallan cuales fueron estas muestras (Fig. 49):

Para el método a -80°C: Mm400+DMSO, Mm400+Etilenglicol, Na-Tre450+Etilenglicol y Na-
Sac450+DMSO.

Para el método -80°C + N, liquido: Mm400+DMSO, Mm400+Etilenglicol, Na-Tre450+DMSO, Na-
Tre450+Etilenglicol, Na-Sac450+DMSO y Na-Sac450+Etilenglicol.

Para el método hielo seco: Mm400+DMSO, Mm400+Metanol, Mm400+Etilenglicol, Na-
Tre450+Etilenglicol, Na-Sac450+DMSO, Na-Sac450+Metanol y Na-Sac450+Etilenglicol.

Para el método hielo seco + N, liquido: Mm400+DMSO, Mm400+Metanol, Mm400+Etilenglicol,
Na-Tre450+DMSO, Na-Tre450+Etilenglicol, Na-Sac450+DMSO, Na-Sac450+Metanol y Na-
Sac450+Etilenglicol.

Para el método 3cm N, + N,: Mm400+DMSO y Mm400+Metanol.

Para el método 6cm N, + N,: Mm400+Metanol, Mm400+Etilenglicol, Na-Tre450+Etilenglicol, Na-
Sac450+DMSO.

indice de motilidad
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{-80°C) {80*C)+ N2 Hielo Seco  Hieloseco + M2 3em N2+ M2 Gem N2 + N2
B Mm400 + DMS0 B Mm400 + Metanol B Mm400 + Etilenglicol
B Ma-Tred450 + DMS0O B Na-TredS0 + Metanol B Na-Tred50 + Etilenglicol
B MNa-Sacd50+ DMSO B Na-5ac450 + Metanol M Na-Sacds0 + Etilenglicol

Figura 49. Activacion de las muestras de macerados de testiculos+diluyente+crioprotector al 10% después de haber sido congeladas
a -80°C, -80°C + N, liquido, Hielo seco, Hielo seco + N, liquido, Vapores de N, liquido a 3 cm y Vapores de N, liquido a 6 cm.
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c) Utilizando los crioprotectores al 15% solo fue posible activar muestras a un indice de tres en todos los
métodos de congelamiento evaluados. A continuacion se detallan cuales fueron estas muestras (Fig.
50):

- Para el método a -80°C: Mm400+DMSO, Mm400+Etilenglicol, Na-Tre450+Etilenglicol, Na-
Sac450+DMSO y Na-Sac450+Etilenglicol.

- Para el método -80°C + N, liquido: Mm400+DMSO y Na-Sac450+Etilenglicol.

- Para el método hielo seco: Mm400+DMSO, Na-Tre450+DMSO, Na-Tre450+Metanol, Na-
Tre450+Etilenglicol, Na-Tre450+DMSO, Na-Sac450+DMSO y Na-Sac450+Etilenglicol.

- Para el método hielo seco + N, liquido: Mm400+DMSO, Na-Tre450+DMSO, Na-Sac450+DMSO
y Na-Sac450+Etilenglicol.

- Para el método 3cm N, + N,: Na-Sac450+DMSO y Na-Sac450+Etilenglicol.

- Para el método 6cm N, + N,: Na-Tre450+Etilenglicol y Na-Sac450+Etilenglicol (Fig. 50).

indice de motilidad

{-80*C}) {B0*C)+ N2 Hielo Seco  Hielo seco + N2 3cm N2 + N2 Gem N2 + M2
B Mmd00 + DMSO B Mmd00 + Metanol B Mmd00 + Etilenglicol
B Na-Tred50 + DMSO W Na-Tred50 + Metanol M Ma-Tred450+ Etilenglicol
B Na-5ac450 + DMS0 B Na-5acd450 + Metanol [ Na-5ac450 + Etilenglicol

Figura 50. Activacion de las muestras de macerados de testitulos+diluyente+crioprotector al 15% después de haber sido congeladas
a -80°C y N, liquido, Hielo seco, Hielo seco + N, liquido, Vapores de N, liquido a 3 cm y Vapores de N, liquido a 6 cm.
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5. Discusion

Como se explicé anteriormente, el desarrollo de la inseminacion artificial basada en gametos criopre-
servados ha permitido cambios trascendentales en la industria pecuaria. El semen congelado es usado
mundialmente como una herramienta fundamental en los programas de mejoramiento animal. Por lo tanto,
es de esperar que puedan obtenerse beneficios similares en su aplicacion para la industria piscicola. El
uso de esperma congelado es un medio practico para aumentar el tamafio genéticamente efectivo de
las poblaciones y mantener su diversidad genética, especialmente de aquellas mantenidas en cautiverio
(Phronen, 1994). Ademas, aumenta la posibilidad de reproduccion fuera de la estacion reproductiva,
facilita el movimiento e intercambio de material genético entre productores, mejora la eficiencia en la
utilizacion de los parentales y contribuye a disminuir la presion sobre las poblaciones silvestres ejercida
por los piscicultores en procura de nuevos reproductores (Medina-Robles et al., 2005).

Los procesos de criopreservacion de esperma de peces han sido estudiados especialmente en las
especies en la que su cria estd mas desarrollada: salménidos y ciprinidos (Lahnsteiner et al., 1995; Linhart
et al., 2000). Sin embargo, la mayoria de los resultados difieren con respecto a los diferentes protocolos
de congelacion utilizados y no son de facil aplicacion para nuevas especies. Los intereses de investigacion
han sido dirigidos principalmente a tres topicos: la estandarizacion de los protocolos de congelacion que
permitan alcanzar tasas de fertilizacidon cercanas a las obtenidas con esperma fresco; la evaluaciéon de
sustancias crioprotectoras que disminuyan los efectos toxicos y de criodafo sobre la célula espermatica
y la extrapolacion de resultados entre las diferente especies icticas para encontrar puntos de similitud
(Medina-Robles et al., 2005).

Como ya fue mencionado, el pejerrey bonaerense (Odontesthes bonariensis) representa una especie
de gran interés socioecondémico para la provincia de Buenos Aires debido a la importancia de su pesca
deportiva, comercial y su potencial para la acuicultura. En los ultimos afos, debido a la sobrepesca y a
la contaminacion de su habitat natural, las poblaciones de pejerrey han sufrido una marcada declinacion
en algunos cuerpos de agua como, por ejemplo, las Encadenas del partido de Chascomus (Berasain et
al., 2005). Por estos motivos, en los ultimos afios se han incrementado tanto los estudios basicos como
los aplicados para desarrollar su cultivo (Strissmann, 1989; Miranda & Somoza, 2001; Von Bernard et
al., 2002; Miranda et al., 2005; 2006).

Poder controlar la reproduccion es esencial para la acuicultura de cualquier especie (Bromage &
Roberts, 1995). El desarrollo y aplicacion de técnicas para el manejo del desove, la fecundacion y la
produccion coordinada de juveniles es la condicidon primaria para lograr la instalacion de granjas de
produccion de pejerrey bonaerense (Miranda et al., 2005). De esta manera, para lograr una produccion
masiva, es necesario contar con un abastecimiento permanente de gametos. Sin embargo, y a pesar de
lo mencionado, la implementacién de herramientas biotecnolégicas como la criopreservacion de esperma
no se habian desarrollado para la especie en estudio hasta el presente.

Como un primer paso para el desarrollo de diluyentes apropiados para congelar semen de pejerrey
se analizé la composicion iénica del liquido seminal y se ha determinado que el Na* es el componente
predominante y que tanto el Ca* como el K* serian iones implicados en la activacién de la motilidad es-
permatica. También se determiné el pH y la presion osmética (pH 8; 360mOsm/Kg encontrandose valores
similares a los obtenidos por Renard et al. (1994). A partir de estas observaciones y como parte de los
experimentos llevados a cabo durante esta tesina, se desarrollaron y evaluaron diluyentes apropiados
para inhibir reversiblemente la motilidad del esperma de pejerrey que combinados con crioprotectores
utilizados en peces teledsteos, permitieron la realizacién de las primeras pruebas de criopreservacion de
esperma en esta especie.

Es sabido que en algunas especies de peces teledsteos ha sido posible mantener el esperma refri-
gerado entre 0 y 8°C por algunas horas e incluso varios dias. Esta técnica es ampliamente utilizada en
la piscicultura de Cyprinus carpio, Ctenopharyngodon idella, Acipenser oxyrhynchus para resolver pro-
blemas reproductivos a corto plazo como la asincronia en la maduracion y las dificultades del transporte
de gametas (Di Lauro et al., 1994). Por otra parte el congelamiento y almacenamiento de esperma a
temperaturas de -198,6 °C, en nitrdgeno liquido brinda la posibilidad de mantener esperma congelado
tedricamente por un tiempo indefinido (Ashwood-Smith, 1980).

De esta manera en este trabajo se intent6 evaluar el tiempo que puede mantenerse viable el esperma
diluido de pejerrey, refrigerandolo a -8°C (heladera doméstica). Por otra parte, también se evaluaron seis
métodos de congelamiento, donde se tuvo en cuenta el equipamiento disponible segun se trabaje con
esperma obtenido de peces mantenidos en cautiverio (Instituto de Investigacién, Estacién de piscicultura,
etc.) o de poblaciones silvestres (lagunas, embalses, etc.). Cabe mencionar, por ejemplo, que no todas las
Instituciones de investigacion poseen un freezer a -80°C y que en la mayoria de las ciudades de nuestro
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pais no es facil contar con hielo seco o N, liquido. Se desprende de los resultados obtenidos, que todos
estos métodos han resultado efectivos y que se han logrado desarrollar protocolos de congelamiento
para cada caso. De todos ellos el método mas practico, seguro y econémico demostré ser el que utiliza
hielo seco ya que se puede transportar y manipular facilmente. En cambio, en el caso del congelamiento
en vapores de N, liquido resulta necesario contar con un envase adecuado y una estructura que per-
mita mantener las muestras sobre la superficie y ademas se debe tener en cuenta que es mas riesgoso
manipular y/o transportar N, liquido. En este sentido el congelamiento en freezer a -80°C ha resultado
ser una alternativa sencilla para el congelamiento de las muestras en el caso de que se posea este equi-
pamiento. Para todos los métodos las muestras fueron envasadas en dos envases de uso corriente en
criopreservacion de esperma de peces: crioviales de 1mly pajuelas de 0,250ml. Ambos envases resultaron
ser efectivos para el congelamiento de esperma de pejerrey. También se han determinado las mejores
temperaturas y tiempos para el descongelamiento de muestras: 35 °C x 50” para crioviales y 35 °C x 107,
valores similares a los publicados para otros peces Medina-Robles et al., 2005).

Ademas de los ensayos realizados con esperma liberable y debido principalmente al escaso volumen
que se obtiene y a las diferencias en las distintas épocas del afio, se ha trabajado también en muestras
de esperma obtenidas a partir de macerados de testiculos. Esta metodologia ha resultado ser efectiva en
otros peces fundamentalmente en los que es muy dificil obtener esperma liberable debido a su pequefio
tamario (Aoki, 1997). Los resultados obtenidos para el pejerrey han mostrado ser alentadores ya que se
obtuvieron resultados positivos para distintos diluyentes, métodos de congelamiento, crioprotectores y
envases. Esta metodologia podria usarse también para obtener muestras a partir de peces moribundos
o de muerte reciente, situaciones en las que no es posible obtener esperma liberable, y que ocurren
frecuentemente cuando se realizan trabajos a campo y se pescan reproductores con red de enmalle.

Es importante destacar, que para el desarrollo de esta tesina un factor limitante ha sido la disponibi-
lidad de esperma de buena calidad. Los experimentos se han llevado a cabo desde el mes de abril del
afio 2006 hasta el mes de mayo del afio 2007 y se ha podido comprobar que en la plenitud de la época
reproductiva (agosto-octubre) el volumen de esperma que puede obtenerse de un macho de pejerrey en
cautiverio no supera los 200ul (Miranda et al., 2005). Durante el desarrollo de este trabajo, no fue posible
obtener esperma liberable durante los meses de abril y mayo. Por otra parte y debido a que el esperma
de pejerrey se activa en un medio hiposmotico como el agua de cultivo, la orina o las heces, la obtencion
de muestras de calidad requiere de mucha practica y experiencia. Por lo que si bien se utilizaron cerca
de 60 ejemplares de pejerrey durante casi un afo no se pudieron realizar todas las pruebas programadas
con esperma liberable debido a que ha sido necesario descartar gran parte de las muestras antes del
comienzo de cada experimento. La dificultad radica en que los orificios anal, urinario y genital se encuen-
tran muy proximos entre si y el masaje abdominal promueve la emision de heces, orina y esperma al
mismo tiempo lo que provoca que las muestras se activan con relativa facilidad impidiendo que puedan
ser utilizadas para los distintos experimentos.

Por otra parte y a pesar de que el pejerrey es un animal sensible a la manipulaciéon es importante
resaltar que a lo largo de los experimentos se registré una mortalidad menor al 10 % destacando que los
animales fueron anestesiados y sometidos a masaje abdominal aproximadamente 20 veces.

5.1) Evaluacién y desarrollo de diluyentes:

Para el desarrollo de algunos de los diluyentes que permitieron inhibir de forma reversible la motilidad
del esperma de pejerrey, se han seguido los lineamientos propuestos en los trabajos de Strissmann et
al. (1994) y Renard et al. (1994) donde se analizé por primera vez la presion osmética del liquido seminal
de esta especie (331mOsm/Kg), el pH (8) y se probaron algunos diluyentes utilizados en otros peces
teledsteos. Estos autores han sugerido que la solucion de Mounib modificada 400 (400mOsm/Kg), donde
se reemplaza el i6n K* por el i6n Na*, podria utilizarse para la refrigeracion y congelamiento de esperma
de pejerrey. En esta tesina se analiz6 también la composicién idnica del liquido seminal del pejerrey
donde se observd que el Na* es el componente principal del mismo mientras que el Ca**y el K* son los
minoritarios. Se realizaron pruebas con soluciones que contenian estos cationes y pudo observarse que
estarian implicados en la activacion de la motilidad, probablemente debido a un rol en |la despolarizacién
de la membrana plasmatica de las células espermaticas.

En base a estos resultados se decidié emplear diluyentes con Na* en su composicion mezclados con
sacarosa y/o trehalosa, observandose que soluciones que contenian NaHCO, resultaron mas efectivas que
soluciones que contenian NaCl. También se evaluaron otros diluyentes, como el utilizado en el aterinido
Medaka descrito por Aoki. (1997) el cual estd compuesto basicamente por FBS y trehalosa y también se
emplearon dos diluyentes comerciales usados en semen humano y de carnero. Ninguno de estos resultd
efectivo y una posible explicacion para este resultado es que en su composicion original estos diluyentes
presentaron una osmolaridad de 710, 2160 y 1170 mOsm/Kg, respectivamente.
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Todos los diluyentes se probaron en un rango de osmolaridad que vario entre 400-600 mOsm/Kg (isos-
motico o levemente hiperosmaético con respecto al liquido seminal del pejerrey) y a un pH 8, pudiéndose
observar que un buen diluyente debe tener una osmolaridad de entre 450 a 500 mOsm/Kg. Los mejores
diluyentes fueron: Mm400, Na-Sac450, Na-Tre450 y Na500.

5.2) Pruebas de refrigeracion de esperma de pejerrey:

Esta metodologia se ha llevado a cabo con éxito en algunas especies de peces donde ha sido posible
mantener esperma refrigerado entre 0 y 8 °C por algunas horas e incluso varios dias (Ashwood-Smith,
1980; Di Lauro et al., 1994; Christensen & Tiersch 2005). En este trabajo se diluyé esperma de pejerrey
en los diluyentes que habian resultado efectivos en el punto anterior y se refrigeraron muestras a 8 °C
(heladera). Estas pruebas podrian ser de gran utilidad debido a que en la época reproductiva es comun
observar asincronia en el desarrollo oocitario de las hembras, obteniéndose huevos maduros en diferentes
momentos. En relacion a esta observacion es posible mantener huevos maduros de pejerrey después
del desove en un ambiente adecuado hasta 24hs antes de ser fecundados artificialmente (Miranda, Com.
Pers.), por lo tanto si fuera posible mantener esperma refrigerado por varias horas podrian obtenerse
embriones de una forma mas eficiente mediante la fecundacion artificial.

Nuestros resultados mostraron que las muestras diluidas en Mm400 fueron las mas efectivas, pudién-
dose activar esperma a un indice de motilidad de 3 tras 8hs de refrigerado, mientras que las muestras
diluidas en Na-Sac450 y Na-Tre450 solo se pudieron activar a un indice de motilidad de 3 tras 2hs y a
un indice de 2 en la solucién Na500. Estos resultados difieren de los obtenidos por Renard et al. (1994)
en donde el esperma diluido en Mm400 y refrigerado a 8 °C pudo activarse a 3 después de 22hs. Las
diferencias podrian explicarse en parte a que la calidad del semen con que se realizaron estas pruebas
no era Optima. Se utilizé esperma fuera de la época reproductiva (febrero — marzo), época en donde se
obtiene muy poco esperma liberable y de un color blanco traslicido comparado con el semen de color
blanco intenso y en mayor volumen que puede obtenerse en plena época reproductiva (septiembre - oc-
tubre). Cabe destacar que el esperma refrigerado sin diluir que se utilizé como control pudo activarse a
un indice de motilidad de 3 tras 14hs de refrigerado, mientras que en el trabajo de Renard et al (1994) se
activo a un indice de 4 luego de 22hs.

5.3) Evaluacién y seleccién de crioprotectores para congelar esperma de pejerrey:

Para la evaluacion y seleccién de crioprotectores fue necesario tener en cuenta el efecto de la tem-
peratura y la osmolaridad en el ambiente celular. El proceso de criopreservacion de esperma involucra
diferentes cambios intracelulares que pueden originar una disminucion en la supervivencia espermatica.
El control de la velocidad del cambio de la temperatura, la osmolaridad y la formacién de cristales de
hielo en el medio intra y extracelular son los aspectos mas relevantes para optimizar la viabilidad celular
(Medina-Robles et al., 2005).

Los cristales de hielo se separan de la solucién acuosa durante la congelacion y su proporcion incre-
menta progresivamente a medida que decrece la temperatura. En medios que no contienen crioprotectores,
la fraccién de agua no congelada en la célula decrece a medida que disminuye la temperatura, como
resultado de la deshidratacién y concentracion de solutos intracelulares. En cambio, si el medio tiene un
crioprotector, la respuesta de la célula depende entonces de la permeabilidad de éste. Si no es permeable,
aumenta la osmolaridad fuera de la célula, pero si penetré totalmente, reemplaza el agua intracelular y
decrece la fraccion congelada, evitando la concentracion de solutos (Mazur, 1980).

Tanto los diluyentes como los crioprotectores cumplen funciones especificas dentro del proceso de
criopreservacion, teniendo como fin general mantener la viabilidad celular durante un periodo determi-
nado. Estas sustancias cumplen funciones como incrementar el volumen del esperma, proteger a los
espermatozoides de la accion toxica de los productos del metabolismo celular y de los cambios bruscos
de temperatura. Los diluyentes utilizados en peces han sido formulados simulando la composicién y
osmolaridad del plasma seminal de cada especie, con el propésito de no activar la motilidad, ya que so-
luciones no isosmaticas conducen a cambios idnicos membranales produciendo la activacion espermatica
(Medina-Robles et al., 2005).

Los mecanismos de accion especificos de los agentes crioprotectores a nivel celular no estan aun
muy bien dilucidados. Uno de los mas utilizados es el DMSO, que se ha empleado con éxito en el con-
gelamiento de esperma de la trucha arco iris Oncorhynchus mykiss en N, liquido donde se obtuvo un
80% de fecundidad (Steinberg et al., 1995) y en Cyprinus carpio donde se obtuvo un 56% de fecundidad
tras haber congelado el esperma a -80°C y posterior inmersion en N, liquido (Linhart, et al., 2000) En
este sentido y en lo que se refiere a su mecanismo de accién, se ha sugerido que existe una interaccion
electrostatica entre el grupo sulféxido polar del DMSO vy la bicapa lipidica. Esta interaccion podria darse
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entre la molécula de colina de los grupos cabeza de la fosfatidilcolina o por una interaccién entre el oxigeno
sulféxido del DMSO y un grupo fosfato de la cabeza de fosfolipidos por medio de un enlace de hidrégeno
con una molécula de agua (Anchordoguy, 1991). Sin embargo, durante el proceso de criopreservacion
no solo es importante establecer como interactua el crioprotector con la célula, sino que también se hace
necesario determinar el efecto téxico de éstos, que es finalmente el evento de mayor importancia a con-
trolar durante la exposicion de los espermatozoides a estas sustancias.

Aparentemente, la toxicidad del DMSO esté dirigida al estado bioenergético del espermatozoide, in-
terfiriendo con el balance entre sintesis y utilizacion de ATP. Frente a una deficiencia de ATP, por ejemplo
durante la congelacion, el control metabdlico sobre los procesos celulares dependientes de iones podria
verse afectado, ocasionando una inapropiada activacion de fosfolipasas y proteasas y un dafo celular
irreversible (Holt, 2000). También ha sido postulado que los crioprotectores, como el glicerol, tienen la
capacidad de modificar la bicapa lipidica por su habilidad de insertarse entre otros fosfolipidos, llegando
a afectar las vias de metabolismo intermedio; de igual manera se ha asociado su accién sobre el citoes-
queleto y las proteinas microtubulares (Hammerstedt, 1992). El glicerol ha sido utilizado con éxito en
especies como el lenguado (Paralychthis olivaceous) donde se obtuvo un indice de fecundidad del 80%
y ademas se reporta que el glicerol resulto mejor que el DMSO y el metanol tras haber criopreservado
el esperma mediante vapores de N, liquido y posterior inmersion en N, liquido (Zhang et al., 2004). El
metanol fue utilizado con éxito en el japanese bitterling (Tanakia Limbata) en la criopreservacion de es-
perma a -40°C y posterior inmersion en N, liquido (Ohta et al., 2004) y en el bagre Ictalurus punctatus
(Christensen & Tiersch, 2005). Por otra parte con etilenglicol se han obtenido resultados favorables para
la criopreservacion de esperma de Cachama blanca (Piaractus brachypomus) consiguiendo un 40% de
fecundidad (Navarro et al., 2004).

En este trabajo, se evaluaron una serie de diluyentes que habian demostrado ser efectivos (Mm400,
Na-Sac450, Na-Tre450 y Na500) y se los combind con una serie de crioprotectores utilizados en peces
teledsteos (DMSO, Metanol, Etilenglicol, BSA, FBS, Glicerol, DMF, Yema de Huevo y Leche en Polvo)
al 5, 10 0 15%.

Como se pudo observar de los resultados, se obtuvo un indice de motilidad postactivacion=5 con los
diluyentes que tenian los crioprotectores: DMSO, Metanol, Etilenglicol, Glicerol, FBS o BSA en las tres
concentraciones probadas.

5.4) Pruebas de congelamiento:

Congelamiento en crioviales:

Los métodos de congelamiento utilizados en este trabajo se han basado en el equipamiento que se
puede disponer segun se trabaje en un laboratorio de investigacion, en una estacién de cria o en traba-
jos con poblaciones silvestres de forma directa en lagunas o cuerpos de agua. Estos métodos también
fueron basados en los resultados publicados para otras especies de peces (Aoki, 1997; Rideout et al.
2004; Medina-Robles et al., 2005).

El primer método elegido fue el de congelamiento a -80°C (freezer) siguiendo lo reportado por Aoki
(1997) para Medaka. Los 4 diluyentes seleccionados para pejerrey se combinaron con los crioprotectores
mas usados para peces en una unica concentracion (10 %). De los resultados obtenidos se desprende
que es necesario usar algun azucar en la composicion de los diluyentes para congelar esperma de pe-
jerrey, ya que las pruebas realizadas con el diluyente Na500 mostraron en todas las combinaciones con
crioprotectores resultados negativos post-congelacion, por lo que fue descartado como diluyente para
las pruebas con los métodos de congelamiento restantes. Probablemente, azlicares como la sacarosay
la trehalosa ejercen un efecto crioprotector, como fue reportado para salménidos y Medaka (Lahnsteiner
etal., 1995; Aoki, 1997). Por otro lado se observé que las diluciones con los crioprotectores BSA, DMF,
FBS y Glicerol tampoco permitieron activar el esperma, probablemente debido a su toxicidad en el caso
de DMF y a que el resto son crioprotectores del tipo no penetrante. Sin embargo, estos crioprotectores
fueron usados con éxito en otros peces (Medina-Robles et al., 2005).

Para el resto de las pruebas de criopreservacion se decidio utilizar aquellos diluyentes y crioprotecto-
res que resultaron exitosos en las pruebas de congelamiento a -80°C: Mm400, Na-Sac450 y Na-Tre450
combinadas con DMSO, Metanol o Etilenglicol.

Para el método de congelamiento a -80°C seguido de una inmersion en N, liquido, los resultados
indican que el DMSO vy el Etilenglicol serian los crioprotectores mas apropiados y siendo menos eficaz
el metanol. Cuando las muestras fueron congeladas en hielo seco el crioprotector mas adecuado resulté
ser el DMSO seguido por el Etilenglicol y el Metanol. En este mismo método seguido de una inmersion
en N, liquido los mejores crioprotectores fueron DMSO y Etilenglicol. En el congelamiento realizado en
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vapores de N, liquido los crioprotectores mas efectivos fueron el DMSO vy el Etilenglicol; sin embargo se
observo que el congelamiento lento a 6cm arrojé resultados mas efectivos que el método rapido a 3cm.
Estos resultados concuerdan con lo reportado por Rideout et al. (2004) para el Atlantic cod'y para el bagre
Ictalurus furcatus (Bart, et al., 1998) y utilizando también al DMSO como crioprotector. Por otra parte, en
base a los resultados obtenidos, podemos concluir que el DMSO ha sido el crioprotector mas adecuado
para criopreservar muestras de esperma de pejerrey.

5.5) Macerados de testiculo:

Como fue explicado anteriormente las muestras de esperma fueron obtenidas a partir de macerados
de testiculos de pejerrey y se ensayaron todos los métodos de congelamiento mencionados anterior-
mente utilizando los diluyentes combinados con los crioprotectores al 5, 10 y 15%. Cabe destacar que la
motilidad obtenida después de realizar los macerados de testiculos fue de tres y que después de realizar
las pruebas de congelamiento en muchos de los tratamientos se pudo obtener indices de motilidad simi-
lares a los iniciales, lo que demuestra que esta metodologia podria utilizarse con éxito para criopreservar
semen de pejerrey.

Congelamiento en crioviales y en pajuelas:

En el caso del congelamiento en crioviales y utilizando los crioprotectores al 5% se observo que el
congelamiento lento en vapores de N, liquido (6cm) fue el mas efectivo seguido del método rapido a 3cm.
Combinando crioprotectores al 10% se observé que el congelamiento en hielo seco resultd ser el mas
adecuado, seguido del congelamiento lento en vapores de N, liquido y siendo menos efectivo a -80°C.
Por dltimo para una concentracion del 15% el congelamiento lento en vapores de N, liquido (6¢cm) resulto
ser el mas eficaz seguido por el congelamiento a hielo seco y a -80°C.

Para el método de envasado en pajuelas los mejores resultados se obtuvieron cuando se empleé
una concentracion de crioprotector del 10%. Siendo el hielo seco y posterior inmersion en N, liquido el
método mas eficaz de congelamiento, seguido por el método del hielo seco. En cambio cuando se utilizé
una concentracion de crioprotector del 15% el método mas efectivo fue el congelamiento en hielo seco,
seguido del método de hielo seco y posterior inmersion en N, liquido.

Si bien estos resultados son preliminares podemos inferir que el congelamiento en vapores de N, liquido
es el mas efectivo cuando las muestras son envasadas en crioviales y el método de congelamiento en
hielo seco cuando éstas son envasadas en pajuelas.

6. Conclusiones

En resumen este trabajo demuestra que es posible criopreservar esperma de pejerrey bonaerense
(Odontesthes bonariensis) utilizando diferentes métodos de congelamiento.

Se determind que una buena solucion para diluir esperma de pejerrey debe contener sodio en su
composicién, algun azucar como sacarosa o trehalosa, poseer una osmolaridad entre 400-450 mOsm/
Kg y un pH de 8. En este sentido los diluyentes Mm400, Na-Sac450 y Na-Tre450 han resultado efectivos.

El diluyente méas adecuado para la refrigeracion de esperma a 8°C fue la solucion de Mm400, pudién-
dose activar las muestras con capacidad fecundante hasta después de 8hs.

Muestras de esperma obtenidas mediante masajeo abdominal combinadas con los diluyentes Mm400,
Na-Sac450y Na-Tre450y los crioprotectores DMSO, Metanol y Etilenglicol a una concentracion del 10%
pudieron ser activadas con éxito después de haber sido congeladas mediante los siguientes métodos:

- -80°C.

* -80°C y posterior congelamiento en N, liquido.

* hielo seco.

* hielo y seco posterior congelamiento en N, liquido.

+ vapores de N, liquido (3cm de la superficie del N, liquido) y posterior congelamiento en N, liquido.

+ vapores de N, liquido (6¢cm de la superficie del N, liquido) y posterior congelamiento en N, liquido

De todos los métodos probados el mas exitoso fue el congelamiento lento realizado en vapores de
N, liquido (6¢cm de la superficie del N2 liquido) y posterior inmersion en N, liquido, siendo el DMSO el
crioprotector mas eficaz.

Fue posible criopreservar muestras de esperma de pejerrey y descongelarlas con éxito utilizando como
envases crioviales de 1ml y pajuelas de 0,250ml.
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Se determind el tiempo de descongelamiento y la temperatura adecuada para muestras conservadas
en crioviales (35°C x 50seg.) o en pajuelas (35°C x 10seq.).

Fue posible congelar muestras de esperma obtenidas de macerados de testiculos utilizando los dilu-
yentes, crioprotectores y métodos de congelamiento anteriores evaluados para esperma liberable.
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8. Anexos

lONICOS  composicion  MMoVml 10

A 0,
COMPOSICIO mMoliml 10 O e e

IONICOS

A O
N 6 %viv. mOsm/kg NaHCO, 127 400
Mounib
NaHCO, 159 400 e Sacarosa 159
Na-BSA modificado
BSA 5% Glutatién reducido |8
NaHCO, 159 450 NaHCO, 145 450
NerBSA BSA 10% Mounib Sacarosa 159
2 modificado
NaHCOs; 159 500 Glutation reducido
Na-BSA
BSA 15% NaHCOg 157 500
Mounib
NaHCOg 159 550 . Sacarosa 196
Na-BSA modificado
BSA 20% Glutatién reducido
NaHCO;, 159 600 NaHCOg 163 550
NerB9A BSA 25% Mounib Sacarosa 196
2 modificado
NaHCO; 200 400 Glutation reducido
Na-FBS
FBS 100 NaHCO, 187 600
Mounib
NaHCO, 250 450 . Sacarosa 196
Na-FBS modificado
FBS 100 Glutatién reducido
NaHCOg 300 500 Na NaHCO; 250 400
Na-FBS
FBS 100 Na NaHCO4 300 450
NaHCOg 350 550 Na NaHCOg 350 500
Na-FBS
FBS 100 Na NaHCOg 400 550
NaHCO;, 400 600 Na NaHCO;, 450 600
Na-FBS
FBS 100
Na-Yema de  [NaHCO; 159 400 NaHCO; 200 400
h Na-Tre
uevo Yema de Huevo |5% Trehalosa 100
Na-Yema de NaHCO, 159 450 Na.Tre NaHCO, 250 450
huevo Yema de Huevo [10% Trehalosa 100
Na-Yema de NaHCOs 159 500 Na.Tre NaHCOs 300 500
huevo Yema de Huevo |15% Trehalosa 100
Na-Yema de NaHCOq 159 550 Na.Tre NaHCOg 350 550
huevo Yema de Huevo  [20% Trehalosa 100
Na-Yema de NaHCO, 159 600 Na.Tre NaHCO, 400 600
huevo Yema de Huevo [25% Trehalosa 100
NaHCO, 159 400 NaHCO, 150 400
Na-Leche Na-Sac
Leche en polvo  |5% Sacarosa 100
NaHCO, 159 450 NaHCO, 200 450
Na-Leche Na-Sac
Leche en polvo  |10% Sacarosa 100
NaHCOs 159 500 NaH CO5 250 500
Na-Leche Na-Sac
Leche en polvo  |15% Sacarosa 100
NaHCOg 159 550 NaH C06 270 550
Na-Leche Na-Sac
Leche en polvo  |20% Sacarosa 100
NaHCO, 159 600 NaHCO, 290 600
Na-Leche - Na-Sac
Leche en polvo  [25% Sacarosa 100
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Anexo 1. Composicién y presion osmética de los diluyentes desarrollados (continuacién)

NO-IONICOS COMPOSICION mMol/iml & %v/iv + 10 mOsm/kg
Medaka fish FBS 200 400
extender Trehalosa 50
Medaka fish FBS 200 450
extender Trehalosa 60
Medaka fish FBS 200 500
extender Trehalosa 100
Medaka fish FBS 200 550
extender Trehalosa 120
Medaka fish FBS 200 600
extender Trehalosa 200
OnC(?rhynchus Sacarosa 400 400
mykiss_extender
Oncprhynchus Sacarosa 450 450
mykiss _extender
Oncgrhynchus Sacarosa 500 500
mykiss_extender
Onc?rhy nchus Sacarosa 550 550
mykiss_extender
OnC(?rhynchus Sacarosa 600 600
mykiss _extender

FBS 200 400
FBS-Sac

Sacarosa 50

FBS 200 450
FBS-Sac

Sacarosa 60

FBS 200 500
FBS-Sac

Sacarosa 100

FBS 200 550
FBS-Sac

Sacarosa 150

FBS 200 600
FBS-Sac

Sacarosa 200
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