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RESUMEN

La maduracion gonadica en cautiverio de la trucha de San Pedro Martir Oncorhynchus
mykiss nelsoni (Evermann) fue determinada en condiciones ex situ con el propoésito de
generar un protocolo a corto y largo plazo que permita la conservacion de su esperma
bajo los estandares de un banco de germoplasma. La metodologia consistié en
‘mantener y madurar sexualmente a esta trucha nativa -en-condiciones de laboratorio,
utilizando un sistema de fotoperiodo artificial y un sistema cerrado de recirculacion que
permitié desarrollar una metodologia de conservacion a corto y otra a largo plazo para
los espermatozoides. El porcentaje de movilidad, el uso de tinciones fluorescentes y el
ensayo cometa fueron comparados en la determinacion del dafio causado a los
espermatozoides por el proceso de congelacion y descongelacion. Durante el
mantenimiento de la trucha en cautiverio (13.2 meses), su tasa de peso y crecimiento
somatico fueron de 0.86 g /dia y 0.42 mm/dia, respectivamente. El sistema de
fotoperiodo promovié el desarrollo gonadal de los machos en un promedio de 7.5 meses
y el cambio del tipo de alimento favorecié la madurez gonadica en las hembras y la
calidad de los espermatozoides liberados por los machos. Los espermatozoides
suspendidos en la solucién extensora de Erdhal y Graham (1:9) y la solucion DIA 532
como medio de activacion resultaron ser 6ptimas para mantener a los espermatozoides a
4°C por siete dias y con un porcentaje de movilidad 280%. Una relacion lineal fue
obtenida entre el porcentaje de movilidad e integridad de membrana. Durante la
conservacién a largo plazo los espermatozoides de la trucha de San Pedro Martir
criopreservados con metanol y descongelados a 40°C, presentaron una resistencia
mayor en cuanto a la integridad de membrana (63.2%) y acido deoxiribunucléico (68.6%)
con respecto a los criopreservados con dimetil acetamida (22.6% vy 45.3%,
respectivamente) o dimetil sulfoxido (17.8% y 39.5% respectivamente) y temperaturas de
descongelados de 25°C. La integridad de membrana plasmatica y el acido
deoxiribunucléico en los espermas criopreservados, exhibieron un menor dafio en
comparaciéon al registrado en su movilidad. La informacion generada en el presente
estudio podria contribuir a prolongar la disponibilidad del esperma de esta trucha nativa
para procesos reproductivos y ayudar con los programas para su repoblamiento y

conservacion.
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MT C). Las observaciones fueron realizadas en un microscopio
de fluorescencia a un aumento de 200X, usando un filtro azul
(excitacion 490 nm y emisién 510 nm). Los espermatozoides
con membrana dafiada (de color rojo) y con membrana integra
(color verde) estan sefialados por la flechas

Ensayo cometa. Integridad de ADN de los espermas de la
trucha de San Pedro Martir criopreservados con DMSO A).
Muestra control B) y espermas con perdxido de hidrogeno C).
Las observaciones fueron realizadas en un Microscopio de
Fluorescencia utilizando un filtro de excitacién de 510-560 nm

Efecto de la temperatura de descongelacion en la movilidad,

‘integridad de membrana y de ADN de los espermas de O.

mykiss nelsoni, criopreservados con DMSO 5% (Dimetil
sulfoxido), DMA 5% (N-N, Dimetil acetamida) o MT 5%
(Metanol) como crioprotectantes. El control present6é de un 88%
para la movilidad, un 87% para la integridad de membrana y un
92% para dafio al ADN
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INTRODUCCION GENERAL

Capitulo 1




INTRODUCCION

éxico es considerado uno de los paises con mayor diversidad

biolbgica a nivel mundial (Mittermeier y Goettsch, 1992). Sin

embargo, se calcula que mas del 50% de las especies de
vertebrados y cerca del 4% de las plantas del pais se encuentran en peligro de
extincion (Ceballos, 1993). En la Comisién Nacional de Areas Naturales
Protegidas, 6rgano descentralizado de la SEMARNAT, se han hecho esfuerzos
de conservacion a nivel nacional y actualmente administran 172 areas naturales
protegidas (ANP) de caracter federal que comprenden 23,880,403 hectareas. En
la Peninsula de Baja California existen 16 ANP, de las cuales dos son Parques
Nacionales, cinco son consideradas Areas de Proteccién de Recursos Naturales

y nueve son Reservas de la Biosfera (CONANP, 2009).

En la parte norte de la Peninsula de Baja California, la Sierra de San Pedro
Martir es considerada una Reserva de la Biosfera (UNESCO-MAB, México-MAB)
debido a su rigueza biética y a los organismos endémicos que se han registrado.
Entre estos destaca una subespecie de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss
nelsoni), perteneciente al complejo taxondmico arcoiris costero y que habita en
la parte noroccidental del territorio nacional (Ruiz-Campos, 1993). Esta trucha,
forma parte de un complejo de morfotipos de salménidos nativos, reconocidos
como fruchas nativasrmexicanas, de las cuales solo O. mykiss nelsoni y O.

chrysogaster han sido descritas (Nielsen y Sage, 2001; Hendrickson et al., 2002:




Ruiz-Campos et al., 2003; Hendrickson et al., 2006; Camarena-Rosales et al.,

2008).

Ademas, O. mykisé nelsoni representa a una de las poblaciones de truchas més
puras que existen en la region (Berg et al., ms). Su importancia ademas de lo
anterior radica en su capacidad euritérmica y comportamiento no migratorio,
caracteristicas que la hacen atractiva para la acuicultura (Ruiz-Campos, 1993).
Desafortunadamente los estudios sobre su bionomia y ecologia poblacional,
indican que esta trucha es una forma vulnerable a los disturbios potenciales por
alteracion de su habitat. Lo anterior manifiesta la situacion critica de ésta
poblacién y obliga a implementar estrategias que ayuden a su conservacion

(Ruiz-Campos et al., 2003).

La declinacion de las poblaciones de peces puede ser ocasionada por cambios
en el ambiente fisico o en la biota. Estos'cambios pueden ser provocados de
forma natural por incendios vy huracaﬁes entre otros o por acciones
antropogénicas como la deforestacion, ila agricultura, la ganaderia y la
introduccion de especies exédticas. Sin embargo, en todos los casos, se generan
notables efectos nocivos para los ecosistemas naturales y para la estabilidad de
la diversidad genetica de las poblaciones silvestres locales (Pefia-Jiménez y

Neyla-Gonzalez, 1998).

Por ejemplo, en el Oeste de Estados Unidos, el declive de muchas poblaciones

de truchas nativas fue ocasionado por la hibridacion con especies no nativas. Un




caso reciente es O. clarkii bouvieri y O. clarkii seleniris, que son de las
subespecies de truchas mas raras en el mundo, y actualmente se encuentran
amenazadas por procesos de hibridacién con la trucha arcoiris (O. mykiss)

introducida (Handerson et al., 2000).

En Mexico se tiene un registro de mas de 504 especies de peces de agua dulce,
de las cuales 271 son endémicas del pais, 48 nativas de las cuencas
binacionales y entre 30 y 40 son especies no descritas (Contreras-Balderas et
al., 2008). En los dltimos afios, el nimero de especies que reportan algin grado
de riesgo se incremento de 17 en 1963 a 192 en 2005 y el nimero de peces

exoéticos aumenté de cuatro especies registradas en 1904 a 115 en 2008.

Existe una tendencia paralela entre el incremento de especies exéticas y la de
especies que presentan algin grado de riesgo, de las cuales algunas han
llegado a la extincion. Por ejemplo, en 1997 se reportaron 19 especies extintas y
para 2005 el numero incremento a 27 I(Contreras—BaIderas et al.,, 2008).
Desafortunadamente, el nimero de especies sigue- creciendo, por lo que es
importante efectuar estrategias para evitar que la trucha de San Pedro Martir O.

mykiss nelsoni llegue a formar parte de esta lista.

Pese a que el numero de especies amenazadas en los sistemas acuaticos
incrementa de manera considerable, las estrategias de conservacion se han

enfocado principalmente en organismos terrestres, sin considerar que el




panorama para los organismos acuaticos ya es preocupante (Ehrlich y Ehrlich,

1992).

La Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacién
(FAO, 1995) y la Unién Internacional para la Conservacion de la Naturaleza
(UICN, 1991) sugieren que la conservacion de la diversidad genética de
especies nativas debe mantenerse como una cuestién de principio,
independientemente de si son o no de utilidad para la humanidad. Por tanto, es
necesario implementar métodos que permitan la conservacion de estos recursos,
a fin de detener la pérdida de muchas especies de peces y preservar las que atin

quedan (Ceballos, 1993).

El desarrollo de las ANP es una de las estrategias utilizadas para impedir la
destruccion o degradacion del habitat. No obstante, Bart (1999) sugiere que esta
practica no ofrece garantia para la proteccion de las especies. Ademas, de que

es costosa y requiere mucho tiempo para llevarlo a cabo (Hiemstra et al., 2005).

La acuicultura también ha sido una alternativa para disminuir la presion ejercida
por el proceso de extincion. Sin embargo, esta alternativa puede ser utilizada
solo para reforzar a corto plazo las poblaciones locales que tengan problemas
temporales de reclutamiento. Esto se debe a que la mayoria de los recursos
geneticos aln se encuentran ubicados en las poblaciones silvestres y el cultivo
de muchas especies es dependiente de la obtencién ya sea de reproductores o

de semilla de dichas poblaciones (FAO/PNUMA, 1984). Por esto, la




conservacion de las distintas poblaciones de organismos debe ser
complementada con ofros procedimientos.  Actualmente tecnologias
reproductivas y de criopreservacion, asi como la utilizacién de Bancos de Genes
serian una alternativa viable en la conservacion de las especies (Bart, 1999;

Gibson y Pullin, 2005).

La criopreservacion de gametos es una herramienta reciente que ha sido
sugerida para la conservacion del recurso genético de especies raras o en
peligro de extincién, o de aquellas especies cuyo material biolégico representen
un potencial econémico para el productor (Graham y Brandhorst, 1999; Bozkurt,
2005: Fickel et al., 2007). La conservacion de los recursos genéticos implica
conservar células a ultra bajas temperaturas (-196°C) con el propésito de reducir
y detener la tasa metabdlica para mantener la viabilidad celular por tiempos
prolongados y restituirla en el momento mas oportuno de su utilizacion (Avila-

Portillo et al., 2006).

Varios procedimientos para criopreservacion de espermas han sido
desarrollados durante los ultimos 20 afios (Leung y Jamieson, 1991; Ritar y
Campet, 2000; Ohta et al., 2001). En peces, por ejemplo, la conservacion del
recurso genético ha sido realizado en esperma de salmonidos y ciprinidos
(Lubzens et al., 1997; Vladi¢ y Jarvi, 1997; Lahnsteiner, 2000). Sin embargo, los
resultados difieren con respecto a los diferentes protocolos de congelacion
utilizados. Por tanto, los protocolos ya esta'blecidos necesitan ser ajustados para

ser utilizados con ofras especies.



En el caso de la criopreservacién de huevos y embriones de organismos
acuaticos, se ha tenido poco éxito (Bart, 2000). El problema es el gran tamario y
el alto contenido de lipidos que estos presentan. Incluso la organizacion polar
gue tienen tanto los ovocitos como los embriones ha hecho dificil su
conservacion a bajas temperaturas (Hiemstra et al., 2005). Ademas, en
embriones la criopreservacion involucra una serie de procesos entre éste y su
medio circundante, por lo que el conocimiento de esta relacion es esencial para

el desarrollo de metodologias de congelacion.

Aunque los métodos de criopreservacion para esperma de peces han sido
exitosas para mas de 80 especies de peces de agua dulce y marinos (Scott y
Baynes, 1980; Rana, 1995; Leung y Jaemison, 1991; Figiel y Tiersch, 1997;
Medina-Robles et al., 2005), la criopreservacion de huevos y embriones no ha
sido del todo satisfactoria y solo existen pocas publicaciones con respecto a este
tépico (Zell, 1978; Liu et al., 1993; Zhang y Rawson, 1995; Blesbois y Labbé,

2003; Tervit et al., 2005).

La congelacion del material biologico (-196°C) tiene la ventaja de que puede ser
mantenida por dias o por periodos prolongados como meses o afios. La
conservacion a corto plazo en peces implica la extraccion de los gametos y la
suspension de las muestras con una solucion fisiolégica o extensora (SE), la cual
es un compuesto de sales cuya funcion es mantener la viabilidad de la céelula
durante el proceso de congelacion (Graybill y Horton, 1969). Después las

muestras se almacenan a 4°C y se evalla la calidad de los gametos.



Durante la criopreservacion a largo tiempo, las muestras son mezcladas con la
SE, a la cual se le adiciona uno o varios agentes crioprotectantes (ACP). Los
ACP son sustancias hidrosolubles y de baja toxicidad que disminuyen el punto
eutéctico de una solucidn (punto en el cual una composicion dada de Ay B
solidifica como un elemento puro), para alcanzar una concentracion de solutos a
una temperatura menor, de forma que la célula estara mas deshidratada y el
gradiente osmético al que estara sometido sera menor (Avila-Portillo et al.,

2006).

Las muestras asi preparadas, son colocadas en pajillas o viales, se congelan a
diferentes velocidades de enfriamiento y se almacenan a -196°C en nifrogeno
liquido. Después, las muestras son descongeladas y la calidad del material
criopreservado es evaluado. En el caso del esperma, su capacidad para fertilizar

es el principal indicador de la calidad de éstos (Tiersch, 2000).

Durante la conservacion del material gén':ico, las muestras estan sujetas a
cambios drasticos, principalmente durante el proceso de enfria-miento y
congelacién. Este procedimiento puede causar un dafio a nivel celular, por lo que
es de primordial importancia cuidar la viabilidad y funcionalidad celular durante el

proceso (Wayman y Tiersch, 2000)

Las técnicas que permiten la determinacion del dafio a nivel celular en
organismos acuaticos aun se encuentran en sus inicios, por consiguiente es

necesario evaluar técnicas especificas que permitan detectar los cambios



ocasionados por el proceso de congelacion. Entre estas opciones las técnicas de
fluorescencia y el ensayo cometa podrian ser algunas alternativas viables

(Mason, 1999) para evaluar el dafio ocasionado por el proceso de congelacion.

La conservacion del recurso genético es una herramienta importante desde el
punto de vista ecolégico y acuicultural ya que puede ser una alternativa viable
para la conservacién del recurso genético de especies silvestres y de cultivo
(Leibo, 2000). La técnica de criopreservacién ha sido ampliamente reconocida
por sus multiples beneficios. En peces, la utilidad de conservar los recursos
génicos a corto plazo (dias, semanas) es reflejada en procesos como la
reproduccion asistida. Incluso, la disponibilidad de esperma congelado podria
facilitar la fertilizacion artificial en otras partes del mundo, evitando el problema

del transporte de reproductores (Bart, 1999).

Por otra parte, la conservacion de material genético podria tener una influencia
favorable en los programas de repoblamiento de peces, aumentando
poblaciones de especies objetivo de la pesca comercial. Esto punto es de
especial interés para aquellas especies que conservan una significativa
variabilidad genética, o que presentan genotipos o haplotipos particulares como
es el caso de la trucha de San Pedro Martir, O. mykiss nelsoni (Camarena-

Rosales et al., 2008; com. pers. Camarena-Rosales, 2010).

La criopreservacién de gametos ha sido de utilidad en la seleccién de

reproductores, en la proteccion sanitaria del material biolégico, en el suministro



permanente de gametos para utilizacién en criaderos o en investigaciéon y como
resguardo de lineas genéticas importantes. Ademas, es una herramienta
fundamental en los bancos de germoplasma (Medina-Robles et al., 2005), cuyo
objetivo es mantener lineas genéticas de interés en investigacion y preservar
material genético por tiempo indefinido, a fin de proteger a los organismos de la
extincién, de la pérdida de la variabilidad genética y de la hibridacién con otras

especies (Cloud, 2000).

La técnica de criopreservacion aplicada a subespecies como O. mykiss nelsoni
podria beneficiar a otras truchas nativas del noroeste de México, cuya diversidad
estd amenazada por fragmentaciéon de su habitat o hibridacion con especies
exoticas (Ruiz-Campos et al., 2003). Incluso, la optimizacién de la técnica podria
ser de gran utilidad para otras especies de salmoénidos que se encuentren en
peligro de extincion. Por lo anterior, la estandarizacién de la técnica de
congelacion del esperma de O. mykiss nelsoni podria ser considerada como una
estrategia adecuada y factible a corto plazo para incrementar la poblacion de la

trucha de San Pedro Martir.

Por consiguiente el objetivo de este trabajo es obtener la reproduccion en
cautiverio de la trucha de la Sierra de San Pedro Martir (O. mykiss nelsoni) en
condiciones de laboratorio y determinar un protocolo a corto y largo plazo, que
permita la conservacién genética del esperma de estos peces. Esto con el

propésito de asegurar un acervo genético que permita contribuir a la
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conservaciéon de su poblacibn y como apoyo para otras truchas que se

encuentran en peligro de desaparecer.

TRABAJOS PREVIOS Y PERSPECTIVAS

En los ultimos afios la criopreservacion de gametos y embriones ha sido
fundamental en el desarrollo de tecnologias reproductivas para animales de
granja. La criobiologia como el estudio de los efectos de las bajas temperaturas
en los sistemas biologicos, tiene una larga historia. El primer experimento fue
reportado por H. Power en 1663, quien mantuvo a un Oematodo parasito
congelado en vinagre durante varias horas y este se recuperd después de
descongelarlo. Sin embargo, el éxito de esta practica se logré hasta el siglo XX
con la introduccién del glicerol como ACP de las células durante el proceso de
congelacion (Polge et al., 1949), y el subsecuente descubrimiento del Dimetil

sulféxido o DMSO (Me2SO) (Lovelock y Bishop, 1959).

A raiz de estos descubrimientos muchas células y tejidos empezaron a ser
congelados. Los primeros trabajos fueron realizados en esperma de mamiferos
(Polge et al., 1949), de toro (Bratton et al., 1955), de cerdo (Pursel y Johnson,
1975) y de ratén (Okuyama et al., 1990). Después, se continué con gametos y
embriones de aves, mosca de la fruta, conejos y ratas (Schaffner et al., 1941;

Whittingham et al., 1972; Bank y Maurer, 1974; Steponkus et al., 1990).
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En organismos acuaticos, los trabajos, inician con Blaxter (1953), quien fertilizé
huevos de arenque (Clupea harengus) utilizando semen congelado. A la fecha,
se cuenta con un registro de entre 50 y 200 especies de peces, en los cuales la
congelacibn de esperma ha logrado ser exitosa (Billard et al., 19952 Rana,
1995). Sin embargo, los resultados en este sentido no siempre han logrado ser
reproducidos, por lo que se han tenido que reconstruir los protocolos utilizados o
incluso, desarrollar métodos alternativos a fin de comparar resultados con otras

especies (Tiersch, 2000).

En peces, los grupos beneficiados con la criopreservacion han sido
principalmente especies de interés en la pesca deportiva, especies de agua
dulce, organismos de importancia comercial, especies marinas, peces salobres,
especies silvestres y especies que se encuentran en peligro de extincion. En
este ultimo caso, los estudio han sido escasos, debido principalmente a que son
pocas las organizaciones que se encargan de la preservacion de material

genético para fines de conservacion (Beardmore, 1996).

En la trucha de San Pedro Martir, no existe informacion sobre la criopreservacion
de gametos. Sin embargo, se tiene antecedentes de trabajos en esperma de
especies cercanas como O. gorbuscha (Hodgins y Ridgway, 1964); O. kisutch y
O. tschawytscha (Ott y Horton, 1971); O. nerka (Bilinski et al., 1981) y O. mykiss
(Wheeler y Thorgaard, 1991; Holtz, 1993; Gwo et al., 1993; McNiven et al., 1993;

Conget et al., 1996). Los resultados obtenidos en la conservacién de material
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genético en estas especies han sido significativos, por lo que las perspectivas de

aplicar la técnica de congelamiento en O. mykiss nelsoni es viable.

Los primeros estudios en la trucha de San Pedro Martir fueron realizados por
Ruiz-Campos (1989, 19912, 1991b, 1993, 1994), Ruiz-Campos y Cota-Serrano
(1992), Ruiz-Campos y Pister (1995) y Ruiz-Campos et al. (1997). Estos trabajos
se refieren a su distribucién, bionomia, ecologia poblacional, habitat y estado de
conservacion. Sin embargo los estudios para lograr su reproduccién en
cautiverio son escasos (Ruiz-Campos, 1994), pese a que éstos podrian ser
relevantes en los programas de repoblamiento y conservacion de esta trucha

endémica.

En el caso de la criopreservacion, las condiciones climaticas durante el periodo
reproductivo (enero-marzo) de esta subespecie de trucha, han obstaculizado
para obtener muestras de esperma y re:alizar estudios de conservacion del
material genético de estos peces (Ruiz-Campos, 1994). Por esto, se requiere de
programas estratégicos que permifan mant:aner hasta la maduraciéon gonadica a
esta trucha en condiciones de laboratorio, a fin de realizar estudios para la
criopreservacion de su material genético, alternativa que podria apoyar de

manera sustancial su conservacion biolégica.

Durante la criopreservacion de esperma de salmoénidos, Scott y Baynes (1980)
hacen una analisis de los protocolos utilizados en O. gorbuscha, O.

tschawytscha y O. kistch. Los autores sugieren que las diferencias en las
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técnicas utilizadas se deben a las SE, ACP, al método de congelamiento y al
descongelamiento, lo cual esta en funcion de la calidad de los gametos. El uso
de SE y ACP, es determinante para mantener la viabilidad del esperma durante
su almacenamiento a bajas temperaturas. Al igual, otros factores como la
presion osmética y la contaminacion por bacterias, son factores importantes que

pueden ser determinantes en este proceso.

Las SE han ayudado a mantener una alta movilidad del esperma después del
proceso de congelacion al estabilizar las condiciones fisico-quimicas en el
plasma seminal durante el almacenamiento (Tan-Fermin et al., 1999), y para
mejorar las tasas de fertilizacion en algunas especies (Tambasen-Cheong et al.,
1995; Ohta y Izawa, 1996). Su composicion puede tener una formulacién simple
cuando incluye uno a dos ingredientes o compleja cuando se mezclan con varios
aditivos de alto peso molecular. Estos aditivos contribuyen a mantener la
viabilidad de la célula durante el proceso d_e enfriamiento. Por ejemplo, los
azucares proporcionan una fuente de energia esencial para el metabolismo

anaerobio del esperma (Scott y Baynes, 1980).

Generalmente las SE son elaboradas acorde al criterio de que su composicion
ionica y presién osmética sean similares a aquellas en la sangre o plasma
seminal del organismo (Morisawa y Susuki, 1980). No obstante, algunos autores
preparan medios con la misma composicion iénica y osmolalidad que la del
plasma seminal para mantener inactivo al esperma de los peces (Villani y

Catena, 1991; Tan-Fermin et al., 1999; Asturiano et al., 2004).
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Las SE mas utilizadas en peces son NaCl, KCI, CaCl,, NaHCO;, MgSO,,
NaH;PO4 (H20), KHCO3 (Medina-Robles, 2005). No obstante, a pesar de la gran
lista de ingredientes que pueden ser utilizados, las SE simples (1-2 ingredientes),
son mas eficientes (Scott y Baynes (1980). Al respecto, Horton y Oft (1976)
evaluaron la efectividad de diferentes SE y encontraron que el mejor resultado
fue con una SE que contenia so6lo NaCl para la tonicidad celular, NaHCOs como
amortiguador y lecitina para proteger la membrana. No obstante, Stein y Bayrle
(1978) encontraron diferencias especie-especificas utilizando la misma solucién
extender entre la trucha arcoiris y la trucha café. Resultados similares fueron
reportados por Gwo et al. (1993) para Cyprinus carpio, O. mykiss y Fugu
niphoble. Sin embargo, a la fecha no existe un criterio general que determine el
éxito de usar un extender de formulacion compleja o simple para la

criopreservacion de esperma de peces.

Referente a los ACP, estos son quimicos que reducen el daiio producido en las
celulas durante el congelamiento en nitrogeno liquido y durante el proceso de
descongelacion. Bioguimicamente se pueden distinguir tres tipos, los alcoholes
(metanol, etanol, propanol, 1-2 propanediol y glicerol), los azlcares (glucosa,
lactosa, sucrosa, sacarosa) y el DMSO (Avila~PortiIlo et al., 2006). Los ACP
también pueden clasificarse en agentes penetrantes y no penetrantes de
acuerdo a su habilidad para penetrar a través de las membranas celulares

(Medina-Robles, 2005).
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Los ACP permeables son sustancias de bajo peso molecular (glicerol, metanol,
etilenglicol, 1,2-propanodiol, butanediol, acetamida y DMSO) que pueden
penetrar el citoplasma celular (Mizukami et al., 1999). De esta manera, el fluido
intracelular puede ser superenfriado a temperaturas entre -5 y —15°C, sin que
ocurra la formacion de cristales de hielo, debido a que estas sustancias
disminuyen el punto de congelacién debido a una reducida interaccion entre las
moléculas de agua (Vincent et al., 1998). En estas temperaturas, los cristales de
hielo se forman en el medio externo y cuando las temperaturas descienden por
debajo de estos intervalos, se inicia la formacién de cristales de hielo intracelular

(Mizukami et al., 1999).

Los ACP no permeables como el polivinil alcohol, hialuronato de sodio y la
albumina no penetran la membrana celular debido a su alto peso molecular. La
funcion de estos quimicos es remover osméticamente el agua intracelular,
remplazandola por los ACP permeables durante el enfriamiento, y prevenir el
choque osmético por medio del control de la rehidratacion intracelular durante la

descongelacion (Mizukami et al., 1999).

De los ACP el dimetil sulféxido (M2SO) y el glicerol (Gly) son los méas utilizados,
solos 0 en combinacién con aditivos de alto peso molecular como la sucrosa,
lactosa, fructosa, glicina, glucosa, yema de huevo, albimina de suero bovino,
propina D, lecitina y manitol (Scott y Baynes, 1980). Actualmente, el Metanol

(Jensen et al., 2008), el Dimetil acetamida (Bozkurt, 2005; Peng et al., 2008),
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Propilen-glicol (Joo y Dupré, 2002) y etilenglicol (Carmona-Undurraga, 2005;

Zhang et al., 2005) han sido utilizados con excelentes resultados.

No obstante, aunque la presencia de los ACP es requerida para la supervivencia
celular durante el proceso de criopreservacion, estos compuestos pueden ser
potencialmente téxicos (Wayman y Tiersch, 2000). Ademas, su eficiencia
depende de la permeabilidad de la membrana plasmatica, y de la toxicidad que
producen al penetrar a la célula. Asi, cada especie responde de singular manera
a estas sustancias, originando diferentes efectos sobre los organismos al aplicar
las mismas metodologias (Renard y Cochard, 1989), lo que indica que los ACP

tienen efectos especie-especificos (Yao et al., 2000).

Aungue la funcion que tienen la soluciones extenders y los ACP sobre el proceso
de congelacién a corto y largo plazo del esperma es importante, Stoss et al.
(1978) sugieren considerar también otros factores como la presion osmotica,
dilucién, temperatura, contenido de oxigeno, materia organica disuelta y pH; los
cuales podrian mejorar los resultados. En virtud de la interaccién entre todas
estas variables, es recomendable realizar pruebas de calidad en el esperma,

como viabilidad y contaminacion bacteriana (Jenkins, 2000).

Evenson et al. (1982) y Auger et al. (1989) determinaron que la calidad del
esperma congelado puede tener una relacion directa con el contenido de ATP de
la mitocondria. Tsvetkova et al. (1995), encontraron que durante la congelacion

de esperma de C. carpio, la cantidad de ATP disminuye y esto podria deteriorar
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la calidad de las muestras. Para la misma especie, la movilidad del esperma se
detuvo cuando la cantidad de ATP disminuy6 en 50 y un 80%, por tanto la
movilidad dependi6 de la cantidad de ATP almacenado (Billard et al., 1995b). Lo
anterior no es exclusivo para especies de agua dulce; en especies como
Oreochromis niloticus, que tolera aguas saladas, se ha encontrado que el nivel
de movilidad del esperma disminuye al 70%, cuando la funcionalidad

mitocondrial disminuye al 30 % (Segovia-Quintero et al., 2000)

Paniagua-Chavez et al. (2006), mencionan que la calidad del esperma puede ser
evaluada en funcion de su movilidad (porcentaje de espermas que se desplazan
activamente), viabilidad (condicién de la membrana citoplasmatica), o por la tasa
de fertilizacion (porcentaje de ovocitos fertilizados). Sin embargo, en la mayoria
de los casos la movilidad ha sido el parametro mas utilizado para evaluar la
calidad del esperma, aunque la posible correlaciéon entre este parametro y la
fecundidad no ha sido plenamente demostrada (Verstegen et al., 2002). A lo
anterior Mason (1899) y Gallardo-Escarate (2005) sugieren que técnicas como
fluorescencia y la innovacién del procesamiento digital de imagenes, podrian ser
una opcion en la determinacion de la viabilidad del esperma después del proceso

de congelacion.

Aunque la criopreservacion de esperma de peces ha sido lograda para algunas
especies, la preservacion de embriones ha tenido serios problemas (Medina-

Robles et al., 2005). Los principales problemas encontrados en los embriones de
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peces son su tamafo (>1 mm), el complejo sistema de membranas que

presentan, la baja permeabilidad y el alto contenido de vitelo (Tiantian, 2004).

En estudios realizados en O. mykiss, se determiné que la criopreservacion de
blastémeros aislados podria ser una alternativa viable en la criopreservacion de
embriones (Leveroni y Maisse, 1998). Incluso, se sugiere que la técnica de
vitrificacion puede ofrecer buenos resultados (Bart, 2000). Desafortunadamente,
el desarrollo de esta técnica requiere de una concentracién y distribucion
homogenea del ACP, proceso que alin no ha sido alcanzado. A la fecha, la
criopreservacion de embriones de peces ha sido meramente empirica y sus
resultados son escasos y poco alentadores. Sin embargo, los resultados
obtenidos con gametos podrian ser el punto de partida para resolver estos

problemas.

La conservacion de recursos génicos es una herramienta importante para la
preservacion de material genético de especies acuaticas. No obstante, su
desarrollo aun adolece de la falta de informacion sobre la biologia y fisiologia de
las especies, asi como una estandarizacion de la técnica para ser aplicada en
otros organismos (Lahnsteiner, 2000) y alcanzar tasas de fertilizacion cercanas a
las obtenidas con esperma fresco. Ademas, es necesario evaluar nuevos ACP
que disminuyan los efectos toxicos y de criodario sobre la célula espermatica
(Medina-Robles et al., 2005). Incluso, se ha recomendado explorar los alcances

y mecanismos de la conservacion del material genético asi como la utilidad del
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Banco de Genes, como herramientas complementarias en los procesos de

conservacion de los recursos naturales (Gibson y Pullin, 2005).

En la actualidad, los bancos de germoplasma son més comunes para las plantas
que para animales (Wild, 1997). No obstante la produccién animal también se ha
visto beneficiada con los criobancos de esperma y embriones, los cuales han
permitido mejorar la produccién de carne y leche en el ganado doméstico.
Incluso, los bancos de esperma y embriones congelados se han convertido en

una solucion para el mantenimiento de los genotipos (Wildt, et al., 1997).

Para peces existen algunos bancos de genes ubicados en Noruega, Finlandia,
India, Rusia, Filipina, Canada, Estados Unidos, Brasil, Colombia y Venezuela
(Harvey, 2000) en donde los costos en tiempo, dinero y esfuerzo de estos
proyectos, han resultado ser menores a los que conlleva la conservacién en
granjas o ANP. Ademas, se cuenta con la ventaja de evitar el riesgo de Ila

contaminacién y el uso de espacios mas pequerios.

Gibson y Pullin (2005), sugieren trabajar muy de cerca con grupos como la Union
Internacional para la conservacion de la Naturaleza (UICN), la FAO vy otras
agencias para revisar el estado en que se encuentra la conservacién de
especies silvestres y actuar donde sea neqesario desarrollar estrategias para la

conservacion de especies endémicas en peligro de extincion.

Mexico es uno de los paises mas diversos en cuanto a recursos naturales se

refiere, sin embargo, una gran cantidad de especies, principalmente nativas, se
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encuentran en peligro de extincion y los peces, principalmente los de agua dulce,

son el grupo con las perspectivas mas criticas de conservacion (Ceballos, 1993).

A la fecha se ha prestado poca atencién a la importancia de establecer y
proteger los recursos naturales, principalmente, aquellos que se encuentran en
los sistemas acuaticos localizados en las regiones de montafia, a pesar de que
éstas constituyen una importante reserva de diversidad biolégica, como es el
caso de Ia sierra de San Pedro Martir. Asi, la importancia que tiene la
criopreservacion de recursos génicos de esta zona, es elaborar nuevos planes

de manejo que permitan la conservacion de sus especies.
DESCRIPCION DE LA SUBESPECIE

La trucha arcoiris O. mykiss nelsoni (Evermann, 1908), es una subespecie
endémica de la pendiente occidental de la Sierra de San Pedro Martir, Baja
California, México (Miller, 1950; MacCrimmon, 1972; Smith, 1984) en altitudes de
600 a 2,000 m (Ruiz-Campos, 1991a). Esta subespecie es considerada uno de
los stocks mas puros de trucha arcoiris costera en Norteamérica (Berg et al.,
ms). Entre sus caracteristicas sobresalen su capacidad euritérmica y
comportamiento no migratorio en su habitat natural (Needham, 1938), lo que le
confiere un gran atractivo y potencial acuicultural. Ademas representa un
patrimonio biogeografico y evolutivo que tiene prioridad de conservacién (Ruiz-

Campos, 1994).
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No obstante, O. mykiss nelsoni es considerada una subespecie rara y sujeta a
proteccion especial por la NOM-ECOL-059 (Secretaria de Medio Ambiente y
recursos Naturales, 2002) debido a la restringida distribucion y abundancia que

presenta en su habitat natural.

Densidad. Historicamente O. mykiss nelsoni ha experimentado fuertes
fluctuaciones en su densidad poblacional como consecuencia del efecto de la
construccion de avenidas que modificaron la geomorfologia del arroyo y
provocaron alteraciones en su habitat (Everman, 1908; Nelson, 1921; Needham,
1938; Ruiz-Campos, 1993). Los estudios realizados por Ruiz-Campos (1993)
determinan que la densidad de truchas en el Arroyo san Rafael es de 0.023 a

0.088 individuos/m?.

Diferenciacion sexual. La diferenciacion sexual de la trucha de San Pedro
Martir se basa en una caracteristica sexual secundaria a nivel de rostro y maxila
(Fig. 1.1). En las hembras el diametro ocular es igual a la longitud del rostro y en
los machos este diametro es mucho menor. Ademas, a partir del primer afio de
edad en los machos se observa una protuberancia de color oscura en la parte
apical de la maxilar inferior y en las hembras este perfil es mas redondeado

(Ruiz-Campos, 1993).
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Figura. 1.1. Macho y hembra de O. mykiss nelsoni.

Fecundacion y desove. La trucha de la Sierra de San Pedro Martir es una
especie ovipara de fecundacidon externa que se caracteriza por alcanzar la
madurez gonadica después del primer afio de vida, con una talla de 103-112 mm
de longitud patrén (Ruiz-Campos, 1993). Los machos inician el desarrollo
gonadal mas temprano que las hembras, presentandose la madurez sexual a
partir del intervalo de talla de 73-82 mm de longitud patrén. Lagler et al. (1984)
sugiere que este fenémeno puede ser consecuencia del elevado nivel de

metabolismo de los machos influenciado por procesos endécrinos.

El periodo de desove de la trucha de la Sierra de San Pedro Martir es anual y se
presenta en la estacion de invierno, durante los meses de enero a marzo, siendo
el mes de febrero el de mayor actividad reproductiva. Sin embargo, aunque la
reproduccion tiene lugar una sola vez al afio, los machos pueden fecundar méas

de una vez. La temperatura registrada durante estos meses fluctia entre 5.2 a
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13.2°C y es considerada como 6ptima para la incubacién de los huevos de esta

trucha (Ruiz-Campos, 1993).

Las hembras, presentan un promedio de fecundidad absoluta de 15.34
ovocitos/cm de longitud, menor a la registrada en otras subespecies de truchas
arcoiris con un promedio de 93.9 bvocitos/cm de longitud (Rounsefell, 1957). La
trucha de la Sierra de San Pedro Martir presenta un tamafio menor al comparado
con otras subespecies de edad similar, por lo que la cantidad de ovocitos
maduros también es menor. El tamafio promedio de los ovocitos de O. mykiss
nelsoni es de 3.14 mm (Ruiz-Campos, 1993). Billard (1992) sugiere que un
tamano del ovocito puede verse influenciado con la edad y talla de la hembra.
Incluso, un bajo régimen alimenticio puede alterar de manera importante el
tamafio de los gametos. No obstante, Ruiz-Campos (1993) concluye que el
tamafio del ovocito en la trucha de la Sierra de San Pedro Martir es

independiente de la talla y el peso del orgal_jismo.

Desarrollo ontogénico. Ruiz-Campos (1994) describe 23 dias desde la etapa

de fertilizacion hasta la eclosion para la trucha de San Pedro Martir (Tabla I.1).




Tabla 1.1, Desarrollo ontogénico de O. mykiss nelsoni.

Dia

Descripcion

a h~r w

12

13

14

17
19

20
23

37

Formacion del blastocito
El blastocito mide ~1 mm diametro
Migracion celular descendente para cubrir el vitelo

Embrion, notocorda y los pliegues neurales longitudinales son
visibles.

Se aprecia acumulacién de gotas de aceite en el vitelo

Embrion en fase oculada.

Se observa el corazén latiendo y el flujo sanguineo es visible

Corazoén indiferenciado

Aleta dorsal visible

Elongacion del embrion

Se observan movimientos
Aletas pectorales formadas

El embridon comienza a pigmentarse

Tracto digestivo visible en su parte posterior
Inicia el proceso de eclosién

Eclosion masiva

Longitud total de la larva 9.22 mm
Absorcion del saco vitelino

La larva mide 17.3 mm

Tomado de Ruiz-Campos, 1994,

24
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Clases de edad y longevidad. La longevidad de la trucha de la Sierra de San
Pedro Martir es de 4 afios. Ruiz-Campos (1993) registra cinco clases de edad (0-
IV afios) y una longitud maxima de 220 mm longitud patron durante el Gltimo afio
(IV). La baja longevidad de esta especie es posiblemente atribuida a factores
geneticos, ligados con el alto costo energético que es asociado al proceso de
primera madurez gonadica y reproduccién (Jonsson et al., 1991; Ruiz-Campos,

1993).

Crecimiento. La tasa de crecimiento somético anual registrado para la trucha de
San Pedro Martir en términos de longitud y peso es mayor durante el primer afio
de edad. Ademas, esta trucha presenta un lento crecimiento de tipo alométrico
con la longitud del pez (Ruiz-Campos, 1993; Ruiz-Campos et al.,, 1997). De
acuerdo a estos mismos autores la longitud promedio por clases de edad se

presenta en la Tabla |.2.

Tabla |.2. Clases de edad en la trucha de San Pedro Martir.

EDAD Longitud promedio (mm)r Peso promedio (g)
0 68.576 7.314
I 108.621 24.518
Il 138.101 46.579
1 168.314 82.100
vV 211.000 151.800

Tomado de Ruiz-Campos, 1993 y Ruiz-Campos et al., 1997.
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Caracteristicas morfolégicas. La trucha de la Sierra de San Pedro Martir
presenta manchas negras en ambos lados del iris de los ojos. Las aletas son
pareadas y de color naranja brillante. La aleta pélvica presenta un color
amarillento y la aleta anal presenta manchas negras de formas circulares y
ovaladas que son de distinto tamafio (Fig. 1.2). La linea lateral esta bien
desarrollada y es de color rojo o rosa y se pueden observar algunas manchas

circulares negras en la regién ventral (Ruiz-Campos et al., 2003).

Figura. 1.2. Caracteristicas morfolégicas externas de la trucha de San Pedro Mértir.

Habitos alimenticios. La dieta de la trucha de la Sierra de San Pedro Martir es
selectiva y basicamente insectivora, dominada en un 90 % por larvas y pupas del
diptero Simulidae, y larvas de tricépteros como Hydropschidae, Sericostomatida,

e Hydroptilidae (Ruiz-Campos y Cota-Serrano, 1992).
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Sin embargo, la dieta de esta subespecie tiene diferencias estacionales en la
composicion cualitativa de su alimento. Durante las estaciones de otofio-invierno
las presas bentonicas son el alimento preferido y durante primavera-verano la
dieta se caracteriza por una mayor cantidad de dipteros, efemeropteros y
tricopteros. Las truchas de edad 0 ¢ juveniles del afio (<85 mm longitud patron)
se alimentan en mayor proporcion de larvas y pupas de dipteros y las truchas
adultas (286 mm longitud patrén) prefieren presas como larvas de tricopteros

(Ruiz-Campos, 1993).

Distribucién. La trucha arcoiris costera O. mykiss nelsoni se distribuye en la
pendiente occidental de la Sierra de San Pedro Martir a altitudes de 500 a 2030
msnm. El habitat preferido de esta subespecie son los arroyos de aguas frias,
claras y bien oxigenadas. Ademas muestra un patron de permanencia
principalmente en las pozas y recodos con una profundidad >30 cm, mayor
cobertura (sombreado), sustrato arenoso y mayor disponibilidad de presas (Ruiz-

Campos y Pister, 1995).

La distribucion original de la trucha de la Sierra de San Pedro Martir, fue
restringida a una seccion de 24.2 km del arroyo Santo Domingo y a su tributario,
el Arroyo la Zanja en las proximidades del Rancho San Antonio (Evermann,
1908: Needham, 1938). Entre los afios de 1929 y 1941 la distribucion de esta
subespecie se amplia a otros arroyos de la Sierra de San Pedro Martir (Arroyos
la Grulla, La Misién, La Zanja, Valladares y San Rafael) debido a las

introducciones realizadas por el naturalista Charles Edward Utt, (Ruiz-Campos y
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Pister, 1995). Ruiz-Campos (1993) registra la presencia de ésta trucha solo en
los Arroyos San Antonio de Murillos, La Zanja (parte baja), El Potrero, La Grulla,

San Rafael y La Misién o San Pedro.

Sin embargo, la dispersioén de O. mykiss nelsoni hacia aguas mas arriba se ha
visto imposibilitada debido a la presencia de una cascada ubicada 5 millas arriba
del arroyo del Rancho San Antonio, la cual es considerada una barrera fisica

para la dispersion de esta subespecie (Ruiz-Campos, 1993).

SITIO DE RECOLECTA

La Sierra de San Pedro Martir, es la formacidén batolitica mas alta dentro del
rango Peninsular y estd comprendido desde el sur de California, E.U.A. hasta el
extremo sur de la peninsula de Baja California, México (O’Connor y Chase,
1989). Al Este la Sierra esta delimitada por un escarpamiento o escalén que
supera los 2,500 m y que separa las cuencas del Valle Chico y Valle San Felipe,
las cuales forman parte de la llamada depresion del Golfo. Al Norte, colinda con
la Falla de agua Blanca y la parte occidental de bajo relieve (Barajas, 1991). El
Arroyo San Rafael donde se distribuye O. mykiss nelsoni, es perenne en sus
partes altas y medias, de naturaleza estrecha (5.58 m) y poco profundo (0.34 m).

El arroyo se ubica entre el Rancho Mike's Sky y el Rancho Garet, en la porcién

Noroeste de la Sierra de San Pedro Martir a 1,231 msnm (Fig. 1.3).
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Figura 1.3. Localizacion geografica del Arroyo San Rafael en la Sierra de San Pedro
Martir, Baja California, México. Tomado de Ruiz-Campos, 1994.

Geohidrologia. El Arroyo San Rafael se caracteriza por tener sus valles fluviales
en forma de “V” con una pendiente muy pronunciada, lo que permite la formacion
de sistemas de rabiones o de corriente. Presenta poca acumulacion de materia
organica y tiene un sustrato “limpio” compuesto principalmente de arena (93.1%),
materia organica (0.83%) y grava de naturaleza ganitica. El arroyo esta
catalogado como una poza de mediana profundidad (1.5 a 2.0 m) que puede ser
temporal y dependiente de los niveles de flujo de los arroyos. Esto debido al
azolvamiento proveniente de zonas aledafias o al rompimiento de la estructura

del represo natural durante la temporada de lluvias en invierno (Ruiz-Campos,

1993).
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Hidrologia. La Sierra de San Pedro Martir se caracteriza por una serie de
corrientes intermitentes que drenan las areas del clima mediterraneo (lluvias de
invierno), las cuales se vuelven criptorreicas (corrientes de agua subterraneas)
en sus partes préximas a la desembocadura al Océano Pacifico. Dichas partes
presentan avenidas cuando algun ciclén recorre o cruza la Peninsula (Tamayo y
West, 1964). Al Norte, el Arroyo San Rafael, es uno de los flujos de agua que
bajan a la Sierra de San Pedro Martir con direccion al Océano Pacifico. Ademas
este arroyo tiene tres fributarios que son la Fresa, Vallecitos y Agua Zarca (Ruiz-

Campos, 1991a).

Calidad del agua. La calidad del agua en el Arroyo San Rafael depende de las
caracteristicas geomorfologicas, hidrométricas y de las condiciones
meteorologicas presentes. Ruiz-Campos (1993) registr6 un promedio de
temperatura de 15.4 °C con una minima de 5.2 °C durante el invierno y hasta
29.4 °C en los meses mas calidos durante la temporada de verano. Incluso
durante esta temporada, en un ciclo de 24 horas, la temperatura del agua
registré un intervalo de 14°C a 24.6°C Ruiz-Campos (op. cit.). Las temperaturas
mas bajas se obtuvieron entre las 05:00 y las 09:00 horas y las mas altas entre
las 14:00 y 15:00 horas. Asi mismo, las cantidades de oxigeno mas altas (10.8
ppm) se encontraron entre las 05:00 y 06:00 horas y las mas bajas (6.7 ppm) a
las 14:00 horas. En invierno la temperatura del agua vario de 5.8 a 12.6°C
durante el transcurso del dia. Los valores mas bajos (5.8 a 6.8°C) se encontraron

entre las 01:00 y las 09:00 horas y los mas altos (12.2 a 12.6°C) entre las 13:00 y
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15:00 horas. El contenido de oxigeno registré sus valores mas bajos (10.5 ppm)

a las 18:00 horas y los mas altos (14.0 ppm) a las 06:00 horas.

El pH registrado en el arroyo es considerado de los mas altos en la Sierra,
valores de 8.3 son registrados durante el afio. La dureza total de agua en el
arroyo tiene un promedio de 119.3 ppm, el calcio es un catiéon dominante
(promedio 73.2 ppm), le sigue los iones bivalentes como el magnesio (promedio
46.8 ppm) y por ultimo los silicatos (promedio 14.6 ppm). En el caso de los
nutrientes, los fosfatos (ortofosfatos) y los nitratos se encuentran en cantidades

<0.2 ppm (Ruiz-Campos, 1993).

Clima. El clima predominante en la Sierra de San Pedro Martir es sub-htiimedo
con precipitacion principalmente invernal, semifrio con una temperatura media
anual de 7°C y un promedio diario de 10°C (Alvarez y Maisterrena, 1977). El
clima se caracteriza por una precipitacion promedio anual del orden de 400 m,

con maximos durante algunos afios de mas de 1000 m.

El origen de las lluvias es de tipo orogréficb, causadas por tormentas tropicales
que entran al Golfo de California o del Océano Pacifico; o bien causadas por
frentes frios de tormenta que se originan en el Golfo de Alaska, que se mueven
en direccién sureste (Alvarez, 1985). La temperatura ambiental presenta un
amplio intervalo anual y diario, con minimos hasta de -12°C durante los meses

de invierno (Yruretagoyena-Ugalde, 1992) y maximos de 35°C en el verano.
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Vegetaciéon. En la Sierra de San Pedro Martir predominan dos tipos de
vegetacién, el chaparral de montafia y el bosque de coniferas (Wiggins, 1980;
Delgadillo-Rodriguez, 1992). En los margenes del Arroyo San Rafael se
distinguen tres niveles de vegetacién: En la parte alta se encuentran freatoilas
como el encino Quercus agrifolia, en la parte intermedia domina el sauce (Salix
lasiolepis y S. laevigata), aliso (Platanus racemosa) y el alamo (Populus
fremontii) y la parte baja representada por la cola de caballo (Equisteum
hiemale), el pasto de banco (Muhlenbergia richardsoni) y juncos (Scirpus sp.,

Cyperus sp., y Juncus tiehmii).

La vegetacién acuatica presenta formas emergentes como el tule (Typha
dominguensis) y el apio acudtico (Rorippa nasturtium), formas flotantes
enraizadas (Potamogeton natans), formas flotantes libres como la lenteja de
agua (Lemna gibba y L. trisulca), y formas sumergidas como Berula erecta,
Ceratophyllum demersum, Ranunculus aquatilis, y R. hydrocharoides (Delgadillo-

Rodriguez, 1992).

La localizacién geografica del sitio de recolecta fue determinado usando un
sistema de GPS (Sistema de posicion global) y su ubicacion se asenté en un
mapa topografico 1:250,000 publicados por el Instituto Nacional de Estadistica,
Geografia e Informatica (INEGI) y 1:50,000 publicado por la Comision de

Estudios del Territorio Nacional (CETENAL).
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OBJETIVO GENERAL

Establecer la maduracién gonadica en cautiverio de la trucha de la Sierra de San Pedro
Martir Oncorhynchus mykiss nelsoni en condiciones de laboratorio y determinar un
protocolo a corto y largo plazo, que permita la conservacion del esperma de esta

subespecie nativa.

OBJETIVOS PARTICULARES

Mantener a la trucha de la Sierra de San Pedro Martir O. mykiss nelsoni en condiciones

de laboratorio.

Establecer las condiciones 6ptimas para la maduracion gonadica de la trucha de la

Sierra de San Pedro Martir en condiciones de cautiverio.

Desarrollar un protocolo para la conservacion a corto plazo del esperma de la trucha de

San Pedro Martir.

Desarrollar un protocolo para la criopreservacion del esperma de O. mykiss nelsoni.

Evaluar el dafio ocasionado por el proceso de congelacion en esperma de la trucha a
nivel celular y de DNA, utilizando sondas fluorescentes y el Ensayo Cometa

respectivamente.
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MANTENIMIENTO ~ EN  CAUTIVERIO  E
INDUCCION A LA MADURACION GONADICA
DE LA TRUCHA DE SAN PEDRO MARTIR
(Oncorhynchus mykiss nelsoni, EVERMANN)
EN CONDICIONES DE LABORATORIO

Capitulo Il
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RESUMEN

El mantenimiento y la maduracién gonadica de la trucha de San Pedro Martir
(Oncorhynchus mykiss nelsoni Evermann) fueron estudiadas en condiciones de
laboratorio utilizando un sistema de fotoperiodo artificial y un sistema cerrado de
recirculacion. Después de 13.2 meses de cautiverio, el sistema de recirculacion
mantuvo una calidad 6ptima de agua durante el mantenimiento de estas truchas.
Las tasas de peso y crecimiento durante este tiempo fueron de 0.86 g/diay0.42
mm/dia respectivamente. Este crecimiento somatico es hasta ahora el mas alto
reportado para esta subespecie en condiciones de cautiverio. El sistema de
fotoperiodo promovié el desarrollo gonadal de los machos en un promedio de 7.5
meses, y el cambio del tipo de alimento favorecié la madurez gonadica en las _
hembras y la calidad de los espermatozoides liberados por los machos. Las
muestras de esperma de ocho machos maduros (200-320 mm LT) fueron
obtenidas por presion abdominal, y en un periodo de 97 dias (enero-abril 2009)
los machos fueron exprimidos en seis ocasiones con intervalos de 12-28 dias. La
movilidad de los espermatozoides vario de 80% a 95% con una actividad maxima
de 15-17 segundos y un tiempo total de movilidad de 50-55 segundos. En las
diferentes espermiaciones el volumen de esperma varid de 165 ML a 228
HL/organismo y el nimero de espermatozoides por espermiacion de 235 x 10° a
4772 x 10° células/mL. La longitud promedio del flagelo fue de 33.17 + 0.83 um y
el ancho y longitud de la cabeza fueron de 2.14 + 0.031 y 272 £ 0.04 um,
respectivamente. Este trabajo demuestra que la trucha de San Pedro Martir (O.
mykiss nelsoni) puede ser mantenida y aclimatada en un sistema de recirculacion
y que es posible inducir la maduracién gonadica y mejorar la calidad de los
gametos en estos peces mediante un sistema de fotoperiodo simulado y un
suministro adecuado del alimento. Esta informacion puede ser de gran ayuda en
la gestién de programas de conservacion para esta trucha endémica de México.
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INTRODUCCION

n México, la trucha arcoiris Oncorhynchus mykiss, es una de las

especies icticas mas cultivadas (Arredondo-Figueroa, 1983:

Arredondo-Figueroa et al., 1996; Carta Nacional Pesquera, 2006).
Sin embargo, en el pais existen por lo menos seis entidades evolutivas de
truchas nativas cuya informacion referente a su cultivo atn es desconocida
(Ruiz-Campos et al., 2003; Hendrickson et al., 2008; Espinosa et al., 2007).
La trucha de San Pedro Martir (TSPM) (Oncorhynchus mykiss nelsoni) es la
poblacion de trucha arcoiris costera mas austral en Norteamérica (Behnke.,
2002) y pese al gran atractivo que le confieren sus caracteristicas
euritérmicas y comportamiento no migratorio para la acuicultura (Ruiz-
Campos et al., 1997) esta subespecie aln no ha logrado ser mantenida en

cautiverio.

Estudios sobre la biologia y ecologia de esta subespecie de trucha han sido
realizados por Ruiz-Campos y Cota-Serrano (1992), Ledn-Garcia (1992),
Ruiz-Campos (1993), Gardufio-Franco (1994), Ruiz-Campos y Pister (1995),
Ruiz-Campos et al. (1997), y Ruiz-Campos et al. (2003). No obstante, el
mantenimiento en condiciones controladas con el propésito de reproduccion,
repoblacion y manejo de poblaciones de esta trucha aun necesitan ser

investigados.

Las primeras pruebas de cultivo de la TSPM fueron realizados entre 1936 y
1937, a partir de ejemplares recolectados por Paul R. Needham en el Arroyo

Santa Cruz [sic] cerca del Rancho San Antonio, en Baja California, México y
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los trasladé a la Piscifactoria de Forest Home, en California (E.U.A). Sin
embargo, nueve meses después de ser mantenidas en un arroyo
experimental de la piscifactoria mencionada, los organismos murieron debido
a una creciente provocada por una lluvia que devasté el arroyo (Needham,

1955),

A la fecha, pocos han sido los intentos para mantener a esta subespecie en
cautiverio. En Nuevo Ledn, en 1986, en las instalaciones del laboratorio de
Acuicultura de la Universidad Auténoma de Nuevo Leén, a cargo del Dr.
Arcadio Valdéz Gonzalez, se mantuvieron en cautiverio por varios meses
ejemplares de esta trucha nativa. Estas truchas murieron por efecto de las
altas temperaturas del verano. En Baja California, Ruiz-Campos (1994)
mantuvo a esta trucha en condiciones de laboratorio con el propésito de
reproducirla. Desafortunadamente, el cautiverio de estos peces no duré mas
de dos meses debido a que los organismos se infestaron con piojos ancla
(Learnea sp.) que adquirieron via carpas (-Cyprinus carpio) mantenidas en un
estanque usado como filtro bioldgico. ,;En el 2000, en el Centro de
Investigacion Cientifica y de Educacion Sﬁperior de Ensenada (CICESE) se
mantuvieron ejemplares de esta trucha en cautiverio durante seis meses. Sin
embargo, los organismos murieron debido a las altas temperaturas (>26°C)
que prevalecieron durante la temporadab de verano en la region (Dras.

Carmen Paniagua y Monica Hernandez, com. pers.)

En general, las truchas al igual que el resto de los salmonidos tienen

exigencias muy altas en lo que se refiere a la calidad del agua (Fernandez-
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San Juan, 1985). El ambiente acuatico donde habitan estos peces es un
complejo ecosistema con mdltiples variables fisico-quimicas, de las cuales la
temperatura, los sdlidos suspendidos, el pH, el oxigeno disuelto (OD), los
compuestos nitrogenados (nitrégeno total de amoniaco, nitritos, nitratos), el
bidxido de carbono (CO,) y la alcalinidad tienen un papel decisivo (Timmons
et al., 2009). Cada una de estas variables es importante, pero la interrelacién
entre éstas influyen de manera significativa en el estado de salud de los

peces (Malone y Beecher, 2000; Timmons et al., 2009).

Actualmente en los sistemas de cultivo intensivos se manejan diferentes
técnicas para mantener en condiciones éptimas la calidad del agua donde se
encuentran los organismos (Malone y De Los Reyes, 1997). Estos sistemas
se han enfocado en la transformacién y remocién de los desechos
nitrogenados, para lo cual la filtracién biolégica ha demostrado ser eficiente
(Hochheimer y Wheaton, 1991). A raiz de la eficacia de estos filtros en la
calidad del agua, su uso ha sido extendido tanto en sistemas de cultivo de
especies comerciales como peces ornamentales y peces tropicales (Malone y

Beecher, 2000).

Ademas, el mantenimiento de organismos en cautiverio también exige un
adecuado suministro de agua, por lo que la fuente de agua utilizada debe ser
investigada y cuantificada en términos de cantidad y calidad. De las fuentes
de agua que existen para las operaciones en acuicultura (aguas superficiales,
subterraneas y municipales), la eleccién depende de la disponibilidad y

economia del productor.
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Pese a la constante innovacion tecnolégica mencionada para optimizar las
diferentes variables de la calidad del agua en los sistemas de cultivo, los
problemas para el mantenimiento de especies nativas ain no han sido
totalmente cubiertos. Los estudios realizados en la trucha dorada (O.
chrysogaster), sugieren que durante su mantenimiento en cautiverio tanto su
crecimiento, como la tasa de fecundidad y reproduccion se ven alteradas.
(Barriga Sosa et al., 2010). En general, la reproduccion de las especies
acuaticas solo ocurre cuando las condiciones ambientales favorecen la
supervivencia de la descendencia y esto rara vez sucede en cautiverio. Por
tanto, estos organismos dificilmente maduran en condiciones de cultivo

(Valdebenito, 2008).

La manipulacion de algunos factores ambientales como el fotoperiodo,
temperatura, salinidad, volumen del tanque, vegetacion del sustrato, etc.,
pueden incluso contribuir a mejorar la maduracioén sexual de los peces para el
proceso de reproduccién (Donaldson y Hunter, 1983; Zanuy et al., 1995; Prat
et al., 1999; Rodriguez et al., 2000; Bromage et al., 2001). Sin embargo, el
efecto de estos factores externos sobre la maduracién gonadica puede variar

considerablemente entre las distintas especies (Rottmann et al., 1991).

Entre los factores ambientales, la luz y la temperatura han sido sefialadas
como claves importantes para el desarrollo gonadal de muchas especies de
peces (Titarev, 1975; Billard, 1985; Taranger y Hansen, 1993; Pankhurst et
al., 1996; Davies y Bromage, 2002). En peces teledsteos, la regulacion

reproductiva esta controlada tanto por variaciones de Iuz como de
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temperatura (De-Vlaming, 1975; Billard y Breton, 1979), y en salmoénidos
como O. mykiss las variaciones de luz son las que afectan su reproduccién
(Pohl-Brascheid y Holtz, 1990; Randall, 2001; Bonnet et al., 2007: Pornsoping

et al., 2007; Valenzuela et al., 2007).

Los métodos mas utilizados para controlar la maduracién gonadica en los
peces son el control del fotoperiodo y la administracion de hormonas, los
cuales afectan la fisiologia de los reproductores y modifican su calendario de
maduracion. No obstante, estas modificaciones no se transmite a los
descendientes y el estimulo puede ser renovado o modificado para la

siguiente temporada de liberacién de gametos (Diaz y Neira, 2005).

En condiciones naturales, la trucha de San Pedro Martir tiene una madurez
- gonadica a partir del primer afio de vida (Ruiz-Campos, 1993) y su época de
reproduccion se extiende de enero a marzo (Ruiz-Cahpos, 1993; 1994). Por
lo que las estrategias de maduracion gonédica y reproduccion de esta trucha
en cautiverio podrian ser mejoradas mediante una apropiada manipulacion
ambiental. Debido al interés tanto de conservacién como de cultivo de esta
trucha, el objetivo de este capitulo consistié en disefiar un sistema que nos
permitiera mantener a O. mykiss nelsoni bajo condiciones controladas de
laboratorio, con el propésito de establecer su posible aclimatacién a las
condiciones de cultivo, estimar su tasa de crecimiento bajo condiciones
controladas e inducir su maduracién gonadica usando un régimen de

fotoperiodo simulado.
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OBJETIVO GENERAL

Determinar las condiciones Optimas para el mantenimiento y maduracion
gonadica de la trucha de la Sierra de San Pedro Martir (Oncorhynchus mykiss

nelsoni) en condiciones de cautiverio.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Desarrollar un sistema que permita mantener a la trucha de San Pedro

Martir en cautiverio bajo condiciones controladas.

2. Evaluar las condiciones o6ptimas de la calidad de agua para el

mantenimiento en cautiverio de la trucha de San Pedro Martir.

3. Determinar las condiciones 6ptimas de un sistema artificial de fotoperiodo

para inducir la maduracion gonadica de la trucha de San Pedro Martir.

4. Determinar la tasa de crecimiento somatico de la trucha de San Pedro

Martir en condiciones de cautiverio.
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MATERIALES Y METODOS

I. Captura de los organismos.

El @rea geografica del sitio de captura de la TSPM fue determinado usando
un Sistema de Posicion Global (GPS) y por dos mapas topograficos. El
primero (1:250,000) publicado por el Instituto Nacional de Estadistica,
Geografia e Informatica (INEGI) y el segundo (1:50,000) por la Comisién de
Estudios del Territorio Nacional (CETENAL). La captura de los organismos
fue realizada en el Arroyo San Rafael ubicado entre el Rancho Mike’s Sky y el
Rancho Garet, en la porcion Noroeste de la Sierra de San Pedro Martir en el
Municipio de Ensenada Baja California (ver capitulo 1). Este arroyo se
encuentra a 1,231 metros sobre el nivel del mar (msnm) y se caracteriza por

ser estrecho (5.58 m) y poco profundo (0.34 m) (Ruiz-Campos, 1993).

En Marzo de 2007, 20 truchas (90-170 mm de longitud total [LT]) fueron
capturadas del Arroyo San Rafael con un equipo de electropesca (AC Smith-
Root 15-B POW) en un tl%émo de arroyo de 300 m (Fig. 2.1A) ubicado en

31°05'49.8" N, 115°37'18" W y 1,231 msnm.

Las truchas recolectadas fueron colocadas en bolsas de plastico con agua del
medio y oxigeno a saturacion (Fig. 2.‘IB).lLas bolsas se cerraron con una liga
para evitar la pérdida de oxigeno y fueron transportadas dentro de un
contenedor apropiado al Banco de Germoplasma de Especies Acuéticas

(BGEA), del CICESE.
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Figura 2.1. Equipo de electropesca utilizado para capturar a la trucha de San Pedro
Martir A). El transporte de los organismos fue realizado en bolsas de plastico con
oxigeno a saturacion B).

Il. Mantenimiento de los organismos en cautiverio.

I.1. Peso corporal y longitud total. Una vez en el laboratorio, las truchas fueron
medidas (longitud total [LT] en mm) y pesadas (g). La masa corporal de los
organismos fue determinada con una balanza portatil (OHAUS Adventure Pro®)
Posteriormente, las truchas se colocaron en un tanque de fibra de vidrio de 250

litros que contenia ~200 L de agua y un sistema de aireacién constante.
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Il.2. Periodo de cuarentena. Con el propésito de eliminar bacterias
provenientes del agua del arroyo usada para el transporte de las truchas, se
agregaron al tanque 20 g/L de oxitetraciclina (Pfizer S. A. de C. V). Los peces
fueron mantenidos en esta condicién por tres dias. Después, el agua que
contenia este antibiético fue removida, y el tanque se conecté a un sistema
de recirculacién. Al mismo tiempo los organismos fueron aclimatados de
acuerdo al promedio estacional registrados por Ruiz-Campos (1993, 1994)
para la TSPM en condiciones naturales (periodo de luz [L]: oscuridad [O], ~10

h L, 14 h Oy una temperatura entre 11-17°C).

11.3. Sistema de recirculacién. El sistema de recirculacion consistié en un
tanque circular de fibra de vidrio de 250 L con ~200 L de agua (incluyendo el
agua del biofiltro) conectado a una bomba (Mag Drive MD12, 57 L/min) que
movia el agua desde el tanque hasta un filtro biolégico (BBF1, 16 gpm, 1 )
El filtro tenia la funcién de remover compuestos nitrogenados y capturar
solidos >15 |, los cuales fueron descargados periddicamente. El filtro se
encontraba conectado a un enfriador (Aqualogic Delta Star AE3 ¥ hp), el
cual mantenia la temperatura del agua a la establecida para las diferentes
épocas de afo (Fig. 2.2). Dado que el agua utilizada por el sistema provenia
de la ciudad y para evitar que las truchas recibieran agua tratada con cloro,
un barril de plastico de 200 L conteniendo agua aireada y declorada con

tiosulfato de sodio fue usado como reservorio.
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Fig
ura 2.2. Sistema de recirculacién para el mantenimiento en cautiverio de O. mykiss
nelsoni. Un tanque circular de fibra de vidrio A) es conectado a una bomba B) que
mueve el agua del tanque a un biofiltro C), el cual es conectado a un enfriador de agua
D) que se encarga de regresar el agua al tanque. Un barril conteniendo agua

desclorinada fue utilizado como reservorio de agua E).

En el estanque, a temperatura, el pH y los compuestos nitrogenados (nitrégeno
total de amoniaco “NTA” [NHg/NH,'], nitritos [NO,] y nitratos [NOs]) fueron
registrados cada tercer dia con una prueba API para acuarios de agua dulce
(Aquarium Pharmaceuticals, Philadelphia, Pennsylvania). El intercambio de agua

(100%) se realiz6 con agua aireada y declorada cada semana o mas frecuente

dependiendo de los resultados obtenidos de la calidad que presentara.




62

Il.4. Alimentacién. Durante las primeras tres semanas las truchas fueron
alimentadas con misidos congelados (Oceanaquatics, British Columbia) a una
razén equivalente del 3% de su peso humedo. Después, estos fueron
reemplazados gradualmente con alimento comercial (El Pedregal Silver Cup,
42% de proteina y 15% de lipidos, 3.5 mm). Cuando las truchas estuvieron
completamente acostumbradas al alimento comercial, estas fueron
alimentadas dos veces al dia (5% de su peso humedo). El mantenimiento de
las truchas bajo condiciones controladas fue de 14 meses (marzo de 2007 a

abril de 2009).

lll. Induccion a la maduracién gonadica.

lll.1. Sistema artificial de fotoperiodo (SAF). El sistema consistié en un foco
fluorescente de L blanca (25W, 110-127 V) y dos reflectores (tipo bombilla)
compuestos de diodos emisores de L (LED) (Montana 15 LED MR-16, 1W,
127 V). Estos reflectores fueron cubiertos de un plastico de polietileno rojo o
azul a fin de tener diferente cantidad de L (Fig. 2.3A). Los focos se
conectaron individualmente a un controlador de tiempo eléctrico (Omron H5S)
(Fig. 2.3B) y se adaptaron a una lampara de acero inoxidable. Esta estructura
fue suspendida 90 cm por encima del tanque y sirvié para concentrar la L

sobre la superficie del agua (Fig. 2.3C).
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Figura 2.3. Sistema de fotoperiodo artificial. El sistema consiste de una ldmpara de
acero inoxidable que contiene en su interior tres focos, A) los cuales estan conectados
individualmente a un controlador de tiempo eléctrico B). Este sistema fue suspendido 90
cm por encima de la supetficie del agua contenida en el tanque de mantenimiento de los
peces C).

El régimen de L iniciaba simulando el alba por 15 minutos de L roja, después de
este tiempo, un segundo foco con L azul se encendia durante 15 minutos y al
final se prendia el foco con L blanca. Los tres focos encendidos simulaban el
efecto de la L total del dia (3.8 W/m2). Para simular el ocaso, la L blanca se
apagaba primero, seguida por la azul y finalmente la roja. Los tres focos
apagados simulaban el efecto de oscuridad. Cada foco fue apagado con 15

minutos de diferencia. La duracién de los periodos de luz y oscuridad (L:O)

fueron diferentes segun la estacién del afio que se deseara simular.
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1 W/m 2 = 2.50+10"® cuantio/m?%s (1)

lll.2. Régimen de fotoperiodo. Para la maduracién gonadica, ocho machos y
cinco hembras (~2 afios de edad) fueron expuestos en un SAF a diferentes
ciclos de L:O (Tabla I.1). Todos los periodos presentaron un alba y un ocaso
simulado de 30 minutos cada uno y la temperatura tuvo una variacion diaria
maxima de <1°C. Los organismos fueron pre-aclimatados por un mes y

después expuestos al SFA por 7.5 meses (abril de 2008 a enero de 2009).

Tabla 11.1. Régimen de fotoperiodo simulado para la trucha de San Pedro Martir.

Estacion del afio Ciclo de Temperatura Tiempo
luz (°C) (dias)
Aclimatacién 12L:12° 14 33
Primavera 14L:10° 13 36
Verano 16L:8° 15 35
Otofio 13L:11° 17 63 .
Invierno 6L:18° 11 92

/11.3. Obtencion de esperma. La obtencion del esperma se realizd de forma
manual (Fig. 2.4). Para evitar el estrés, dos machos fueron colocados en un
contenedor de 20 L. Inmediatamente se procedié a anestesiar a los
organismos afiadiendo al agua 100 uL/L de solucién de aceite de clavo,
preparado previamente con etanol (1:9) (Anderson et al., 1997; Keene y

Noakes, 1998; Meka y McCormick, 2005).
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Después de 10-15 minutos de inmersion con el anestésico, los organismos se
retiraron del agua y se procedié a secar el orificio genital con papel
absorbente para evitar cualquier tipo de contaminacién o activacién de las
muestras. Finalmente, se presion6 suavemente la zona abdominal para
obtener el esperma, la primera muestra contaminada con urea y heces fue
eliminada antes de tomar la muestra final de esperma. Las muestras de
semen fueron recolectadas con pipetas de plastico de 1.8 mL, colocadas en
una hielera previamente enfriada con hielo (~4°C) y transportadas al
laboratorio del BGEA (~5 min). Los machos fueron exprimidos seis veces
durante 3.2 meses (enero a abril de 2009) en intervalos de 2-4 semanas entre

cada espermiacion.

Los peces exprimidos fueron trasladados a un tanque de 245 L con 200 L de
agua limpia y aireacion constante para su recuperacion (~10 min) antes de
ser regresados a su tanque de mantenimiento original. ElI mismo

procedimiento fue realizado para los seis machos restantes.
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Figura 2.4. Obtencién de esperma. Organismos agrupados por parejas y colocados en
contenedores con una solucién de aceite de clavo A). Peces adormecidos debido al
efecto del anestésico B). Para evitar contaminacién de las muestras, se limpié el orificio
genital C) y se procedi6 a presionar ligeramente el abdomen para extraer el esperma. La
toma de esperma se realizé con pipetas de plastico D). Los peces de los cuales se
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lll.4. Evaluacién de la movilidad. Inmediatamente después de la obtencion de
esperma, 0.5 UL de cada muestra se mezcl6 en un portaobjetos con 20 L de
agua corriente para activarlos. El porcentaje de esperma con movimiento
vigoroso hacia delante fue evaluado con un microscopio (Nikon H600L,
Eclipse 80-i) a un aumento de 400X, usando microscopia de campo oscuro.
Aquellas muestras que presentaron una movilidad 280% fueron
seleccionadas para los experimentos. Para evitar sesgos, la estimacion de la

movilidad de los espermatozoides fue realizada por el mismo observador.

IIl.5. Namero de espermatozoides. Las muestras de esperma se fijaron con
una solucion de lugol al 1% y fueron contadas en un hematocitémetro. El
numero promedio de espermatozoides fue calculado a partir de tres
repeticiones. El conteo de espermas se realizé con un microscopio (Nikon
HBO0OL, Eclips 80-) a un aumento de 400X. La cantidad de los

espermatozoides fue expresada como x 10° cel/mL.

lll.6. Morfometria del espermatozoide. El tamafio (um) y la forma del
espermatozoide fueron determinadas a partir de 51 espermatozoides. Estos
fueron observados en un microscopio con un aumento de 400X y
fotografiados con el programa “Image-Pro Plus” (Media Cybernetic, Inc.,
version 5.1). Los parametros medidos fueron la longitud del flagelo y el ancho

y largo de la cabeza.
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IV. Analisis estadistico.

El efecto de cada extraccion de esperma en la movilidad y cantidad de
espermatozoides fue analizado estadisticamente usando un ANOVA de una
via. Las diferencias especificas entre los grupos fueron identificados mediante
una prueba de Tukey. Los datos obtenidos en porcentaje se transformaron a
la raiz cuadrada del arcoseno antes de su andlisis. Los andlisis estadisticos
se realizaron con el programa de SAS para Windows® (SAS Institute Cary,
North Carolina). La diferencia del peso corporal y la longitud total de las
truchas, antes y después del tiempo de cautiverio, fue evaluada con una
prueba de t para datos no pareados. Este analisis estadistico fue realizado
con el programa de Systat, Inc. (SigmaStat ® 3.1, Point Richmond, CA).

Todas las pruebas fueron ejecutadas con un o« = 0.05.

RESULTADOS

Mantenimiento de los organismos. Después de un periodo de 13.2 meses en
cautiverio, las truchas registraron una supervivencia final del 65%. La
mortalidad registrada fue debida a que aigunos de los peces saltaron hacia
afuera del tanque. Los 13 organismos restantes (ocho machos y cinco
hembras) presentaron una supervivencia final del 100% después de 7.5
meses que estuvieron en condiciones de fotoperiodo. Durante este periodo
los parametros de la calidad del agua (promedio + DE) fueron 0.15 + 0.09
mg/L para NTA, 0.02 + 0.09 mg/L para nitritos y 3.38 £ 7.71 mg/L para

nitratos. Los valores de pH variaron entre 7.4 y 8.5 (7.93 + 0.17).
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Peso corporal y longitud total de las truchas de San Pedro Martir. Cuando las
truchas llegaron al BGEA, el indice promedio (+ SD) de peso corporal y LT fue
de 20 £ 11 g (intervalo 8-47 g) y 125 = 23 mm (intervalo 90-170 mm),
respectivamente (Fig. 2.5A). Después de 13.2 meses bajo condiciones de
laboratorio, los valores de peso corporal y longitud incrementaron a 360 + 75 g
(intervalo 230-449 g) y 290 + 31 mm (200-320 mm), con una tasa de crecimiento
de 0.86 g/d y 0.42 mm/d, respectivamente. Después de 7.5 meses en SAF, los
valores finales fueron 426 + 104 g (intervalo 274-662 g) y 348 + 18 (intervalo
303-370 mm) y la tasa de crecimiento en peso y longitud por dia fue de manera
respectiva 0.29 g/d y 0.26 mm/d (Fig. 2.5B). Las diferencias entre antes y
después de 13.2 meses fueron significativas para el peso corporal (ts,40 = 20.04,
P <0.0001) y la longitud total (tz.040 = 17.45, P <0.0001), asi como para después
del periodo en el cual estuvieron en condiciones de fotoperiodo en el caso de la
longitud (tz0e4 = 5.89, P <0.0001) pero no se detectaron para el peso (t»oss =

1.87, P <0.073731).

-
B A o e e

Figura 2.5. Trucha de San Pedro Mértir antes A) y después de dos afios bajo

condiciones de cautiverio B).
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Maduracion gonadica en machos de la trucha de San Pedro Martir en
condiciones de fotoperiodo. El nimero de machos que liberaron esperma en
cada periodo de espermiacién vari6 entre tres y ocho (Tabla 11.2). El volumen
de esperma por organismo oscilé entre 165 y 228 pL y no se encontraron
diferencias significativas entre espermiaciones (F2s53 = 0.25, P <0.9373). Sin
embargo, fueron encontradas diferencias (Fz31 = 358.5, P <0.0001) en la
concentracion de espermatozoides. Altas concentraciones de células (4 772 x
10° cel/mL) fueron obtenidas durante la quinta ocasién que los machos fueron
exprimidos, concentraciones <321 x 108 cel/mL se registraron durante las dos

primeras veces que los machos liberaron esperma.

Diferencias significativas fueron detectadas en la movilidad espermatica de
estos peces (F231= 19.81, P <0.0001). Altos porcentajes de movilidad (>90%)
fueron encontrados durante la cuarta y quinta vez que los machos liberaron
esperma. Porcentajes bajos de movilidad fueron encontrados durante la
primera y la segunda vez que se recolecté esperma (80% en ambos casos)

(Tabla 11.2).

En general, después de que los espermas fueron activados con agua
corriente, estos presentaron un movimiento vigoroso hacia el frente por ~15-
17 segundos (actividad maxima). Después, la movilidad disminuyd

progresivamente hasta detenerse después de ~50-55 segundos.




71

Tabla 1.2. Recolecta de esperma después de que O. mykiss nelsoni se mantuvo 7.5

meses bajo condiciones de fotoperiodo artificial. Diferentes letras indican diferencias

significativas entre valores en la misma columna (ANOVA de una via, a = 0.05,

a<b<c<d<e). Los datos son expresados como el promedio £ SD.

Machos que

Concentracién

Espermiacion Fecha liberaron \(3:_7:,;'; de esEermas Movilidad
esperma (10°/mL)

1 Enero7 3 217 + 104a 235+ 90a 80 = 4a
2 Enero 23 3 187 £ 201a 321+ 110a 80 £ 3a
3 Febrero 12 8 226+90a 1005+ 115b 87 +6b
4 Marzo 12 6 173+ 132a 3000 + 448d 95+ 3c
5 Marzo 23 7 228+ 175a 4772 +63% 91+ 6¢c
6 Abril 7 7 165+ 152a 2500 £ 270c 86 +6b

La longitud promedio del flagelo del espermatozoide de la trucha de San Pedro

Martir fue de 33 + 6 pm vy la longitud y el ancho de la cabezade 2 £+ 0.2y 3£ 6

pm, respectivamente (Fig. 2.6A).

Maduracién gonédica en hembras de la frucha de San Pedro Martir en

condiciones de fotoperiodo. En el caso de las hembras, estas no presentaron

signos de madurez gonadal. A excepcion de un organismo, la cual expulsé ~70

ovocitos de color blanquecino opaco y de ~4 mm de diametro promedio (Fig.

2.6B).




12

Figura 2.6. Espermatozoides de la trucha de San Pedro Martir a un aumento de 400X y

A) ovocitos liberados e hidratados B).

DISCUSIONES

La trucha de San Pedro Martir ha sido inducida a la maduracién y a la liberacion
de gametos ex situ mediante inyeccién de gonadotropina coriénica humana (3
Ul/g de peso) (Gardufio-Franco, 1994; Ruiz-Campos, 1994). No obstante ningun
estudio habia reportado el ciclo de maduracién gonadica de esta trucha en
condiciones de cautiverio usando un SAF, ni tampoco se habia evaluado la
calidad de los espermatozoides después de ser liberados. Este estudio
demuestra que es posible aclimatar a la trucha de San Pedro Martir, mantenerla

en cautiverio e inducir su maduracién gonadica en un sistema cerrado.

Mantenimiento en cautiverio. Para iniciar el mantenimiento en cautiverio de la
TSPM (O. mykiss nelsoni), la prevencién de enfermedades fue uno de los
primeros pasos. En este estudio la adicion de oxitetraciclina en el tanque de

cultivo resulté ser un método eficiente para el control de enfermedades durante
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el mantenimiento de estos organismos. Similares resultados han sido reportados
en O. mykiss (Sichlau et al., 2003; Grondel et al., 2008), O. ishawytscha (Abedini
et al, 1998), Clarias gariepinus (Grondel ét al., 2008), utilizando oxitetraciclina
como tratamiento para prevenir enfermedades. Ademas, cabe mencionar que las
TSPM no presentaron irritaciones externas después de haber sido tratados con
este antibidtico. Por tanto, podemos sugerir la adicion de oxitetraciclina como
medida preventiva cuando se pretende mantener organismos silvestres en

cautiverio.

Durante el mantenimiento de esta trucha, el sistema cerrado ayudé a mantener
una calidad del agua adecuada para el desarrollo de estos peces. En general, el
pH registré valores constantes alrededor de 8, el cual es un valor cercano al
establecido por Wild et al. (1971) como 6ptimo para el proceso de nitrificacion y
cae en el intervalo (6.5-9.0) sugerido por Timmons et al. (2009) como ideal para
el crecimiento y salud de la mayoria de los animales dulceacuicolas. La
exposicion a un pH extremo puede ser estresante o letal pero lo mas importante
en acuicultura son los efectos indirectos resultantes de las interacciones del pH
con ofras variables. En este trabajo los valores de pH (~8.0) fueron mantenidos
dentro del intervalo mencionado anteriormente, lo cual pudo ser importante para
controlar las reacciones de equilibrio y solubilidad de la forma no ionizada y la

ionizada de amoniaco y del nitrito.

En el caso de la temperatura, ésta present6 ligeros incrementos durante el

primer afio de cautiverio de la TSPM los cuales, pudieron ser ocasionados por la
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presencia de aparatos cercanos al tanque de mantenimiento cuyo
funcionamiento resultaba en un desprendimiento de calor. Durante el segundo
afo la incorporacién de un enfriador al sistema de recirculacién nos permitio

mantener un control de la temperatura del agua.

En las diferentes formas nitrogenadas (NTA, nitritos y nitratos), los valores mas
altos se registraron durante los primeros meses de cautiverio de la trucha. Sin
embargo, estos valores obedecen al periodo en el cual la maduracion del filtro
biolégico alin estaba en proceso y el establecimiento de las bacterias benéficas
encargadas de la transformacion de los compuestos nitrogenados todavia no
concluia. Durante el segundo afio, el filtro maduré completamente. Con las
comunidades bacterianas ya formadas se logré disminuir las concentraciones de
las diferentes formas nitrogenadas y mantener estos valores dentro de los
reportados como tolerables para la trucha arcoiris en un sistema de cultivo
(Russo y Thurston, 1977; Arredondo-Figué_roa et al., 1996; Arredondo-Figueroa
et al., 2007). En el caso especifico dé los nitratos, debido a las altas
concentraciones obtenidas durante los prirheros meses, se decidid realizar los
intercambios de agua en intervalos mas corto logrando que las concentraciones

se mantuvieron de 0.00 a 2.29 mg/L en los meses subsecuentes.

En adicién, como medida preventiva, la remocion del cloro del agua procedente
del municipio pudo ser relevante para la salud de las truchas. Lo anterior se debe
a que este quimico afiadido al agua del tanque pudo haber reaccionado con la

materia organica y generar compuestos téxicos como los trihalometanos o
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acidos halocéticos (EPA, 1999), los cuales son toxicos para cualquier

organismos acuatico.

En general se puede mencionar que tanto las variables fisico-quimicas como las
diferentes formas nitrogenadas mantuvieron valores cercanos a los reportados
para esta trucha autoctona en condiciones naturales (Ruiz-Campos, 1993) o la
trucha arcoiris en condiciones de cultivo (Fernandez-San Juan, 1985: Garcia-
Ortega y Calvario-Martinez, 2003; Ingle de la Mora et al., 2003; Arredondo-
Figueroa et al., 2007). Por tanto, es posible que las condiciones experimentales
probadas en este trabajo fueron adecuadas para el mantenimiento y crecimiento

en cautiverio de la trucha de San Pedro Martir.

Crecimiento de los organismos. En este trabajo se reporta por primera vez el
mas alto crecimiento somatico en longitud (29b + 8.62 mm LT) y peso corporal
(360 £ 20.87 g) para O. mykiss nelsoni mantenida en cautiverio. Estos valores
fueron superiores a los reportados para individuos silvestres de la misma
subespecie con edad méxima de 4 anos (241.6 mm LT [211 SL mm] y 151.8 g)
(Ruiz-Campos, 1993; Ruiz-Campos et al., 1997). Similares resultado fueron
reportados por Barriga-Sosa et al. (2010) para otra de las truchas endémicas, la
trucha dorada (O. chrysogaster). Lo anterior sugiere que el mantenimiento en
condiciones de cautiverio de las truchas endémicas es una opcion viable, la que
podria ser fundamental en la acuicultura de especies con potencial comercial en

México.
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Ruiz-Campos (1993) y Ruiz-Campos et al. (1997) sugieren que el lento
crecimiento de los organismos silvestres puede deberse a la poca disponibilidad
de alimento y a las altas temperaturas del agua que prevalecen durante el
verano (16.5°C a 24.5°C) en los arroyos de la Sierra de San Pedro Martir. En
este trabajo, las truchas fueron alimentadas constantemente y la temperatura del
agua no alcanzd los altos valores registrados por los autores citados. Por tanto,
estas condiciones pudieron favorecer el qrecimiento de estos organismos en

condiciones de cautiverio.

Maduracion gonadica de la TSPM en cautiverio. En general los organismos
silvestres presentan problemas para madurar sexualmente y reproducirse en
cautiverio, lo cual puede deberse a que las condiciones ambientales no son
iguales a las que prevalecen en su habitat natural (Donaldson y Hunter (1983).
En peces, la madurez sexual es un proceso que depende de la interaccion de los
ritmos endogenos y factores exégenos corﬁo estimulos ambientales y sociales,
por tanto, su control durante el mantenimiento de los organismos con fines de
maduracion gonadica es fundamental (Bromage et al., 2001). En O. mykiss
nelsoni, la luz y la temperatura fueron factores relevantes para su desarrollo
gonadal en condiciones de cautiverio, lo que coincide con lo reportado en O.
mykiss (Pohl-Brascheid y Holtz, 1990; Randall, 2001; Bonnet et al., 2007;

Pornsoping et al., 2007; Valenzuela et al., 2007).
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En este estudio los machos de la TSPM liberaron esperma en seis ocasiones en
un periodo de 97 dias. La cantidad de espermatozoides obtenidos en esta
subespecie de trucha fue ligeramente mayor (165-228 pL/organismo) a lo
reportado en O. mykiss nelsoni (~100-200 - pL/organismo) por Ruiz-Campos
(1994) en su habitat natural. Por otra parte, tanto el volumen como la cantidad de
espermatozoides fue inferior a los registrados en la trucha arcoiris en
condiciones de cultivo (Bastardo et al., 2004: Rains et al., 2005; Bozkurt et al.,

20086).

Las diferencias en la literatura con los resultados obtenidos en este estudio
podrian ser explicadas por otras variables como diferencias en el tamafio de la
goénada, presencia de hembras listas para ovular (Billard, 19886), tipo de alimento
(Lahnsteiner et al., 1998) o incluso el uso de hormonas para inducir la liberacién
de espermatozoides, lo que es comin en peces de cultivo (Valdebenito, 2008).
No obstante, el uso de hormonas no esta exento de efectos negativos sobre la

calidad de los gametos (Diaz y Neira, 2005).

Durante este estudio, las truchas fueron alimentadas con un alimento exclusivo
para crecimiento y en mayo de 2009 se cambi6 a uno especifico para inducir la
maduracion gonadal de estos peces (45% de proteina, 10% de grasas, con
pigmento). Nueve meses después del cambio de alimento (Enero 2010), las
truchas liberaron esperma y tanto el volumen como el ndmero de esperma
obtenido durante la primera espermiacion (2009) incrementé significativamente

de 216.67 pl/org a 847.14 pliorg y de 235 + 29.89 hasta 6881 + 23.53,
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respectivamente. Ademas, de acuerdo a los resultados obtenidos con respecto a
la integridad de membrana mediante sondas fluorescentes (Live/Dead kit L-

7011) los espermatozoides mostraron una integridad de membrana >80%.

En adicion, la calidad de los espermatozoides de la TSPM fue diferente conforme
avanzo la temporada de espermiacion, lo que coincide con lo reportado en peces
salmonidos (Billard et al., 1971), donde generalmente en la primera extraccién de
esperma el volumen obtenido es pequefio y conforme avanza la temporada tanto
la calidad como la cantidad de los espermatozoides incrementa hasta alcanzar

un maximo, para después disminuir.

En los machos de O. mykiss nelsoni, el fotoperiodo y la temperatura fueron
factores relevantes para inducir la maduracion gonadica de esta trucha, y el tipo
de alimento fue fundamental para mejorar la calidad de los espermatozoides. Por
tal motivo, los factores antes mencionados deben ser considerados durante la

maduracion gonadica de la TSPM bajo condiciones de cultivo.

En cuanto a la morfologia de los espermatozoides de O. mykiss nelsoni, ésta
resulté muy similar a lo que se ha descrito en muchos peces teledsteos, en
donde la ausencia de acrosoma es un caracter comun (Mattei, 1970). El
acrosoma es un pequefio deposito situado en el extremo apical de la cabeza del
espermatozoide que contiene enzimas degradativas (hidroliticas) cuya funcién es
ayudar al espermatozoide en la penetracion del huevo durante el proceso de

fertilizacion. En las truchas este mecanismo no es necesario porque el
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espermatozoide alcanza la membrana plasmatica del huevo a través de un

estrecho micrépilo (Rudolfsen et al., 2008).

La cabeza del esperma de la TSPM tiene una forma elongada y su forma (ancho
y largo) asi como la longitud del flagelo fueron muy similares a los reportados en

O. mykiss (Fribourgh y Soloff, 1976; Tuset et al., 2008).

Evaluacion de la calidad de los espermatozoides. En este estudio el porcentaje
de movilidad registrado para los espermatozoides de la TSPM fluctu6 entre 80 y
95%. Aunque existen una gran variedad de técnicas que permiten evaluar la
calidad del esperma como sondas fluorescentes (Garner y Jhonson, 1995),
Rodamina123 (Segovia et al., 2000), ensayo cometa (Cabrita et al., 2005) y la
capacidad de fertilizacion de los espermatozoides (Paniagua-Chavez et al.,
2006); el porcentaje de movilidad ha sido el procedimiento mas utilizado
(Tiersch, 2000) ya que su evaluacion es rapida y relativamente barata. Sin
embargo, aunque la posible relacién ent:re el porcentaje de movilidad y la
fecundidad adn no ha sido completamente‘ demostrada (Ciereszko et al., 1999),
la evaluacion de la calidad del esperma por medio de la movilidad puede ser
considerado como un buen indicador cuando el estudio no involucra precisién

extrema en la evaluacion del dario.

En el caso de las hembras de O. mykiss nelsoni, estas no lograron madurar
sexualmente durante el primer afio que permanecieron en condiciones de

mantenimiento. Después, cuando fueron mantenidas en un SAF, la liberacion de
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gametos ocurrié en el 20% de estas truchas, no obstante la inmadurez de los
ovocitos obtenidos fue evidente. Posteriormente, se les proporciono un alimento
exclusivo para maduracion y se mantuvieron en un SAF. Nueve meses después,

el 80% de las hembras desovaron gametos de buena calidad.

Durante el primer afio en que los machos y las hembras de la TSPM
permanecieron en el laboratorio la temperatura, las condiciones de luz, el
alimento, la maduracion del filtro y el estrés de los organismos al cautiverio
pudieron ser factores relevantes para que la maduracion gonadica de estos
peces no se llevara a cabo. Durante el ségundo arno a diferencia de los machos,
en las hembras el control de la luz y la temperatura no fue suficiente para que

estas alcanzaran a completar su maduracién gonadica.

Estay (1988) menciona que durante el cultivo de los organismos, las condiciones
ambientales inadecuadas, la alimentacion y él estrés de los organismos durante
su cautiverio generan dificultades durante su reproduccion. No obstante, estas
alteraciones son registradas mas frecueri'témente en las hembras, las cuales,
segun Zohar y Mylonas (2001) responden al presentar ausencia tanto del

desarrollo gonadal, como de la maduracion final de los ovocitos o del desove.

Las hembras de la TSPM presentaron un comportamiento similar al descrito por
los autores anteriormente citados, estas fueron mas sensibles a las condiciones
ambientales prevalecientes durante su cautiverio y mas especificas en cuanto al

tipo de alimentacion que los machos de la misma subespecie, lo cual fue
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determinante para alcanzaran su maduracion gonadica. Resultados similares
han sido reportados por Pohl-Branscheid y Holtz (1990) en O. mykiss. En este
estudio, el cambio de alimento fue determinante en la maduracién gonadica de

las hembras de la trucha de San Pedro Martir.

Los resultados obtenidos para el mantenimiento y maduraciéon gonadica de la
trucha de San Pedro Martir en cautiverio, podrian ser importantes para promover
proyectos que resulten en beneficios tanto para la conservacion de la poblacion
de esta trucha, como para las regiones locales donde habitan estos peces. En el
caso de O. mykiss nelsoni se podrian promover proyectos de repoblacion de
esta trucha nativa en su medio natural y establecer lugares prioritarios para la
conservacion de su poblacion. Incluso, se podria ayudar a elaborar programas
turisticos estableciendo sitios destinados exclusivamente para la pesca
deportiva, la cual ha sido practicada en esta trucha por afios sin un permiso
previo. En las comunidades locales las ventajas de una produccién basada en
sus propios recursos naturales podrian mejorar el nivel nutricional de las familias
y ademas puede ser una fuente de ingresos econémicos mejorando la calidad de

vida de la region.

En general los requerimientos para mantener cualquier especie en cautiverio son
importantes y estos se vuelven mas relevantes cuando se trata de mantener
especies endémicas o en peligro de extincion como es el caso de la TSPM. En
este trabajo, el sistema de recirculacion utilizado demostré ser una herramienta

atil para mantener a la TSPM en cautiverio. Incluso, este sistema podria ser
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adaptado para estimular las condiciones de crecimiento de ésta y otras truchas
autoctonas que se encuentran en peligro de extincion. Ademas, se proporcionan
los requerimientos basicos para inducir la maduracion gonadica de esta trucha
en condiciones controladas de laboratorio. Con la informacion generada en este
trabajo se podrian generar futuros programas de reproduccién, repoblacion y
conservacion de la poblacion mas meridional de trucha arcoiris costera en

Norteamérica.
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CONSERVACION A CORTO PLAZO DEL
ESPERMA DE LA TRUCHA DE SAN PEDRO
MARTIR (Oncorhynchus mykiss nelsoni,
EVERMANN)

Capitulo 1l
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RESUMEN

El presente capitulo ofrece un protocolo de conservacion a corto plazo de los
espermatozoides de la trucha de San Pedro Martir (Oncorhynchus mykiss nelsoni).
La concentracion iénica, la osmolalidad y el potencial de hidrégeno fueron evaluadas
como soluciones extensoras. El agua destilada, el agua corriente, el agua de rio, el
NaCl y soluciones como D532 y DIA 532 fueron probadas como medios de
activacién de los espermatozoides de esta trucha. El esperma de la trucha fue
mantenido en distintas soluciones extensoras a diferentes tasas de suspension (1:3,
1:6, 1:9). Las muestras fueron mantenidas a 4°C por 10 dias y el porcentaje de
movilidad e integridad de membrana evaluados diariamente. Nuestros resultados
sugieren que la inactivacién y la subsecuente activacion de los espermatozoides
fueron influenciadas tanto por la concentracién ionica como por la osmolalidad. Los
espermatozoides suspendidos en la solucién extensora de Erdhal y Graham (1:9) y
la solucién DIA 532 como medio de activacion resultaron ser 6ptimas para mantener
a los espermatozoides a 4°C por siete dias y con un porcentaje de movilidad 280%.
Una relacion lineal fue obtenida entre el porcentaje de movilidad e integridad de
membrana en las tres suspensiones evaluadas. La integridad de membrana fluctuo
en promedio un 26% menor que el porcentaje de movilidad, lo que sugiere un
posible efecto del SYBR14 en la membrana mitocondrial de los espermatozoides. El
protocolo desarrollado aqui para la conservacion a corto plazo del esperma de la
trucha de San Pedro Martir, podria confribuir a prolongar la disponibilidad del
esperma de esta trucha nativa para procesos reproductivos en cautiverio y ayudar

con los programas para su repoblamiento y conservacion.
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INTRODUCCION

| conocimiento del proceso reproductivo de los peces en cautiverio es
un componente esencial de la acuicultura que permite la produccion
continua de juveniles durante todo el afio. No obstante, este proceso
de reproduccion puede no ser obtenido debido a la asincronizacion de la
madurez gonadica de los reproductores en condiciones de cultivo (Bozkurt y
Secer, 2005), por lo que ha sido necesario desarrollar alternativas que permitan
prolongar el tiempo de supervivencia de los espermatozoides liberados por los

peces bajo condiciones controladas.

El almacenamiento de esperma a bajas temperaturas (4°C) surge como una
estrategia para extender el tiempo de viabilidad de los espermatozoides por
horas o dias sin alterar su habilidad de fertilizacion (Cabrita et al., 2009). La
utilidad de esta técnica ha sido reflejada en la reproduccion de especies
cultivadas con importancia comercial (Cloua et al., 1990; Bozkurt y Secger, 2005),
y podria contribuir en los procesos reprodu;ctivos éncaminados a la conservacion
de aquellas especies que estan amenazada o en peligro de extincion (Bozkurt et
al., 2009) como es el caso de la trucha de San Pedro Martir (TSPM),

Oncorhynchus mykiss nelsoni.

Actualmente la reproduccion de esta trucha en condiciones de cautiverio atin no
ha sido exitosa, pese al estado de proteccidbn que estos peces presentan

(Secretaria del Medio Ambiente y Recursos Naturales, 2002). La conservacion
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de los espermatozoides de O. mykiss nelsoni mediante técnicas criogénicas por
tiempos prolongados, podria ayudar a optimizar los procedimientos de
reproduccion de estos peces y contribuir a la preservacion de esta trucha en

condiciones naturales.

Existen numerosos métodos de almacenamiento a corto plazo para el esperma
de peces de agua dulce como O. mykiss, Cyprinus carpio, Sarotherodon
mossambicus (Scott y Baynes, 1980; Harvey y Kelley, 1984; Saad et al., 1988), y
especies marinas como el rodaballo (Scophathalmus maximus) y algunas
especies de teleosteos Macrozoarces americanus y Latris lineata (Chereguini et
al., 1997; Yao et al., 1999; Ritar y Campet, 2000). Sin embargo, estas t&cnicas
suelen ser especificas para cada especie (Stein y Bayrle, 1978: Gwo et al.,

1993).

Durante la conservacién de espermatozoides a temperaturas bajas, estos
gametos son suspendidos en una solucién extensora y posteriormente
almacenados a 4°C por dias o semanas. La solucién extensora tiene la funcién
de mantener a los espermatozoides en un estado inactivo sin afectar sus
funciones fisiologicas vitales y al mismo tiempo no interferir con su habilidad para
ser activados (Routray et al., 2007). Durante este procedimiento los
espermatozoides estan sujetos a cambios en su medio fisico y quimico, por
tanto, la calidad espermatica debe ser monitoreada constantemente. A la fecha
el porcentaje de movilidad ha sido el criterio mas utilizado para evaluar la calidad

del esperma (Cabrita et al., 2009), aunque la determinacién de la integridad de
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membrana por medio de sondas fluorescentes como SYBR14 y yoduro de
propidio (Garner y Jhonson, 1995) son opciones viables en la determinacién de

la calidad del esperma después de su conservacion a bajas temperaturas.

La conservacion a corto plazo de los espermatozoides de la trucha arcoiris O.
mykiss nelsoni podria contribuir a los procesos de reproduccién de esta
subespecie en condiciones de cautiverio. Ademas, un adecuado
almacenamiento del esperma de esta trucha incrementa su uso potencial para
estudios a largo plazo (criopreservacion) encaminados a mejorar el estatus
comercial, ecoldgico o de conservacion. En virtud de lo anterior, el objetivo del
presente trabajo es desarrollar un protocolo que permitiera conservar el esperma
de O. mykiss nelsoni a bajas temperaturas por corto tiempo, y evaluar el efecto

de este procedimiento sobre la movilidad e integridad de membrana.
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OBJETIVO GENERAL

Determinar un protocolo que permita la conservacién a corto plazo del esperma

de la trucha de San Pedro Martir O. mykiss nelsoni.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Determinar una solucién extensora para inactivar el esperma de Ia trucha
de San Pedro Martir.

e Generar un medio de activacion para‘el esperma de esta trucha nativa.

e Evaluar la integridad de membrana de los espermatozoides de este
salménido, mediante el uso de tinciones fluorescentes después de su

almacenamiento a bajas temperaturas.
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MATERIALES Y METODOS

l. Curvas de inactivacion para el esperma de O. mykiss nelsoni.

I.1. Obtencion de las muestras de esperma. En marzo de 2008, diez machos
sexualmente maduros de O. mykiss nelsoni fueron capturados en el Arroyo San
Rafael, en la parte noroccidental de la Sierra de San Pedro Martir, ubicado en el
municipio de Ensenada, Baja California. La captura de los organismos se realizé
con ayuda de un equipo de electropesca (AC Smith-Root 15-B POW) a 90 y 120
V. La obtencion del semen fue realizada acorde a la técnica descrita por Gwo et
al. (1993). Brevemente, los peces capturados fueron extraidos del agua y la
papila urogenital fue limpiada con un papel secante. Después la region ventral
fue presionada para permitir la expulsion del esperma. La primera muestra de
esperma fue eliminada por estar contaminada con orina o heces. Las muestras
de esperma fueron recolectadas en pipetas Pasteur de 1.8 mL, las mismas que
fueron selladas con papel parafilm, colocadas en una caja térmica de unicel
(preparada previamente con hielo a 4°C) y transportadas (4 horas de viaje) al
Banco de Germoplasma de Especies Acuédticas (BGEA) en el Centro de
Investigacién Cientifica y de Educacién Superior de Ensenada (CICESE), en

Ensenada, Baja California.

1.2. Evaluacién de la movilidad. Ya en el laboratorio, fueron colocados 0.5 pL de
cada muestra en un portaobjetos y se mezclaron con 20 L de agua corriente

para activarlos. Las muestras fueron observadas en un microscopio (Nikon



98

H600L, Eclipse 80-i) con un aumento de 400X, y el porcentaje de movilidad

evaluado de acuerdo al método descrito en el capitulo |.

Debido a la poca cantidad de esperma obtenido durante la recolecta de esperma
en el campo, las muestras que presentaron una movilidad 280% fueron
agrupadas en una sola muestra, la cual fue utilizada para experimentacion. Para
evitar errores en las mediciones, la estimacion de la movilidad fue realizada por

el mismo observador.
Il. Inactivacion del esperma de la trucha de San Pedro Martir.

Il.1. Inactivacion del esperma en diferentes soluciones extensoras (SE). La
inactivacion del esperma de O. mykiss nelsoni fue probada en cuatro SE
previaménte utilizadas en peces salménidos y ciprinidos (Tabla Ill.1). Cada una
de las SE fueron evaluadas a diferentes osmolalidades (95, 191, 284, 379, 469,
561, 656, 750, 842 y 941 mOsmol/kg). Una alicuota de 5 uL de esperma fue
suspendida en 15 pL de cada una de las SE a las diferentes osmolalidades y el
porcentaje de movilidad fue evaluado con el método antes descrito. Después, las
muestras de esperma suspendidas en los diferentes SE a las diferentes
osmolalidades fueron reactivadas con agua corriente y el porcentaje de
movilidad fue nuevamente medido. La osmolalidad fue evaluada con un

osmoémetro (Precision Systems Inc.-uOsmette Model 5004).
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Tabla I11.1. Soluciones extensoras utilizadas para inactivar el esperma de la trucha de

San Pedro Martir (O. mykiss nelsoni).

Nombre de la SE/especie en
la que ha sido utilizada

Composicion de la SE

Referencia

(SE1) Kurokura/C. carpio

(SE2) Cosson/O. mykiss

(SE3) Lahnsteiner/Salmonidos

(SE4) Scott y Baynes/Salmonidos

75.29 mM NaCl, 83.17 mM KCI, 1.50
mM CaCl,, 0.84 mM MgCl,, 2.38 mM
NaHCOg, pH 8.14 y 326 mOsmol/kg

125 mM NaCl, 0.1 mM CaCl, y 30
mM  Tris-Cl y pH 85. 280
mOsmollkg

102.67 mM NaCl, 42.25 mM KCI,
1.02 mM CaCly»2H,0, 0.81 mM
MgSO,47H,0, 19.72 mM Hepes y
pH 7.8, 313.23 mOsmol/kg

140 mM NaCl, 20 mM KCI, pH 8.0,
320 mOsmol/kg

Bozkurt y Secer (2005)

Cosson et al. (1999)

Lahnsteiner (2000)

Scott y Baynes (1980)

I1.2. Inactivacion del esperma en soluciones con diferentes pH. La inactivacién

del esperma de la TSPM fue probada en agua destilada preparada a diferentes
pH (5, 6, 7, 8, 9, 10), los cuales fueron ajustados con &cido clorhidrico 0.5 y 1
mM e hidréxido de sodio 0.5 y 1 mM (HCI-NaOH) o con tris (hidroximetil)
aminometano 3 mM y 4 (2-hydroxyethyl) - acido 1-piperazineethanesulfonico
2mM (Tris-Hepes) (SIGMA Chemical Co., St. Louis, MO) (Bromage y Roberts,
2001; Salinas-Flores, 2003). El procedimiento utilizado para evaluar el efecto de
los diferentes pH en la movilidad de los espermatozoides de la TSPM fue el
descrito en el punto Il.1. La osmolalidad en los diferentes pH fue registrada con

ayuda de un osmometro y ésta oscilé entre 0-2 mOsmol/kg en todos los pH

evaluados.
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I1.3. Inactivacion de los esperma en diferentes sales. La inactivacion del esperma
de la TSPM fue evaluada con cloruro de sodio (NaCl) a 2, 16, 36, 71, 100, 143,
183, 221y 254 mOsmol/kg o con cloruro de potasio (KCl) a 1, 18, 37, 56, 75, 94,
114, 132, 148, 164 y 188 mOsmolkkg (Bromage y Roberts, 2001). El
procedimiento utilizado para evaluar el efecto de las diferentes sales a las
diferentes osmolalidades en la movilidad del esperma fue el mismo descrito en el

punto I1.1.
lll. Activacion del esperma de la trucha de San Pedro Martir.

La activacién del esperma de la TSPM fue evaluada con ocho soluciones
activadoras (SA), cuatro utilizadas previamente en especies de agua dulce y

cuatro probadas por primera vez en este trabajo (Tabla I11.2).

/1. Inactivacién del esperma. Para inactivar el esperma de la O. mykiss nelsoni,
se seleccionaron las mejores SE obtenidas en los puntos I1.1, 11.2 y 1.3. Ademas,
se decidi6 incorporar la SE de Erdhal y Graham (1980) (SE-EG), la cual ha sido
utilizada por Cabrita et al. (2009) en los espermatozoides de O mykiss y sugerida
por el mismo autor (com. pers.) para los espermatozoides de la TSPM. La SE-
EG contenia 0.102 g/L de CaCl,*2H,0, 0.22 g/L de MgCl,*6H,0, 0.26 g/L de
NazHPO4, 2.61 g/mL de KCI, 0.1 g/L de acido citrico, 10 g/L de glucosa, 10mL de
una solucién de KOH (1.27 g/100 mL), 20mL de una solucidén de bicina (5.9

9/100 mL), 333 mOsmol/kg y pH 7.4. Todos los quimicos utilizados fueron de
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grado analitico (Sigma Chemical Co., St. Louis Missouri, USA) y la osmolalidad

fue evaluada con un osmémetro.

lll.2. Activacion del esperma con diferentes soluciones activadoras. Alicuotas de
0.5 uL de muestras de esperma suspendidas en los diferentes extensores fueron
mezcladas con 10 pL de cada una de las SA (Tabla I11.2). Inmediatamente, el
porcentaje de movilidad fue evaluado. Las muestras fueron generadas por

triplicado.

Tabla I1.2. Soluciones activadoras que fueron empleadas para activar el esperma de la
trucha de San Pedro Martir.

Agente activador Especie Formula Referencia

Agua destilada Osmerus mordax pH 5.6, 0 mOsmol/kg DeeGraaf y
Berlinsky (2004)

Agua corriente Xyrauchen texanus ~ pH 7.0, 14 mOsmol/kg Figiel et al. (1996)

Agua del habitat O. mykiss nelsoni pH 10.99, temperatura 15 °C, Este trabajo
natural de la TSPM solidos disueltos totales 0.149

g/L, porcentaje de saturacion

de oxigeno 71.9, oxigeno 7.40

mg/L, conductividad del agua

0.234 ysfcm, 0 mOsmol/kg

NaCl O. mykiss nelsoni NaCl 143 mOsmol/kg Este trabajo

O. mykiss NaCl 183 mOsmol/kg Este trabajo

O. mykiss nelsoni NaCl 221 mOsmol/kg Este trabajo
Solucién D532 O. mykiss 1 mM CaCl2, 20 mM Tris, 30 Dietrich et al. (2005)

mM glycine, 125 mM NaCl pH
9.0, 302 mOsmol/kg

Solucién DIA 532 O. mykiss 0.51 g/l NaCl, 3.75 g/l glycine, Billard (1977);
2.42 g/l Tris, 87.39 mOsmol/kg  Cabrita et al. (2001)
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IV. Conservacion a corto plazo del esperma de la trucha de San Pedro

Martir.

IV.1. Obtencién de las muestras de esperma. En Febrero de 2009, ocho machos
de O. mykiss nelsoni mantenidos y madurados en cautiverio (capitulo 1l de este
trabajo) fueron colocados por pares en tinas (20 L) con 15 L de agua del tanque
de cultivo y 100 pL de aceite de clavo preparado previamente en etanol (1:9)
(Meka y McCormick, 2005). Una vez que los peces perdieron el equilibrio (10-15
minutos de incubacion) se procedié a la recolecta de esperma. Las muestras asi
obtenidas se transportaron (3 minutos) al BGEA para evaluarlas en cantidad y

calidad.

IV.2. Volumen y nimero de espermas en las muestras recolectadas. El volumen
de esperma fue determinado por la cantidad de microlitros obtenidos en cada
muestra. Para evaluar el nimero de espermatozoides, se tomé una alicuota de 1
HL de esperma de cada muestra y se fijo6 con lugol al 1%. El conteo de
espermatozoides se realizd con un hematocitometro en un microscopio (Nikon
HB00L, Eclipse 80-)) a un aumento de 400X. El numero promedio de
espermatozoides fue calculado de tres réplicas y el nimero de espermas fue

expresado x 10° células por mililitro.

IV.3. Calidad de las muestras de esperma. La calidad de esperma fue evaluada
en funcion del porcentaje de movilidad de acuerdo a la metodologia antes

descrita. La mejor SA obtenida en el experimento anterior fue utilizada como
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medio de activacion. Debido a la poca cantidad de esperma obtenido, las
muestras que presentaron una movilidad 280% fueron agrupadas en una sola
muestra, la cual fue utilizada para experimentaciéon. Para evitar errores en las

mediciones, la estimacion de la movilidad fue realizada por el mismo observador

IV.4. Conservacién a corto plazo del esperma a diferentes concentraciones
(esperma.SE). Tres tasas de suspension: 1:3, 1:6 y 1:9 fueron evaluadas para la
conservacion a corto plazo del esperma de la TSPM. Muestras de esperma de
100 pL fueron colocadas en tubos cénicos de 1.5-mL y se mezclaron con 300 L,
600 pL y 900 pL de la SE-EG. El esperma suspendido en las diferentes
diluciones fue mantenido por triplicado en un refrigerador convencional a 4°C por
10 dias. Durante el mantenimiento de las muestras, el porcentaje de movilidad y
la integridad de membrana del esperma fueron evaluados diariamente. Una

muestra de esperma sin SE fue utilizada como muestra control.

IV.5. Evaluacién de la integridad de membfana de los espermas conservados a
corfo plazo. El kit LIVE/DEAD para viabiliaad de esperma (L-7011 Molecular
Probes, Inc., USA) fue utilizado para determinar la integridad de membrana vy el
protocolo de tincion fue realizado acorde a Molecular Probes (2005). De cada
tasa evaluada (esperma:SE) una alicuota de 100 pL de cada muestra fueron
mezcladas con 0.50 pL de SYBR 14 (20 nM concentracién final) e incubada en la
oscuridad por 10 minutos a temperatura am-biente (~19°C). Después, la muestra
fue incubada por otros 10 minutos con 0.50 pL de yoduro de propidio (YP), el

cual tenia una concentracion final de 12 uyM. Una vez que terminé el periodo de
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incubacion, las muestras fueron observadas en un Microscopio de Fluorescencia
a un aumento de 200 o 400X, usando un filtro azul (excitacidon 490 nm y emision
510 nm). Finalmente un total de 10 campos (100 células por campo) fueron
observados en cada muestra. Células que mostraban integridad de membrana
fueron registradas como viables (fluorescencia verde). Las células que no
mostraban integridad de membrana fueron registradas como no viables

(fluorescencia roja).
V. Analisis estadistico.

Recolecta de esperma de la trucha de San Pedro Martir. Las diferencias entre el
porcentaje de movilidad y el nUmero de espermatozoides, de cada uno de los
organismos que liberaron esperma en condiciones controladas de laboratorio,

fueron evaluadas usando un ANOVA de una via.

Inactivacion y activacion del esperma. Para determinar el efecto de las diferentes
SE sobre el porcentaje de movilidad se utiliz6 una ANOVA de dos vias con la
siguiente combinacién de variables independientes: SE a diferentes presiones
osmoticas, diferentes valores de pH con diferentes soluciones amortiguadoras, y
las diferentes SE escogidas con diferentes SA evaluadas. El efecto de las
diferentes osmolalidades de NaCl o KCI ;sobre el porcentaje de movilidad fue

evaluado con un analisis de varianza de una via.



105

Conservacién a corto plazo del esperma. Las diferentes tasas de suspension y
su efecto en el porcentaje de movilidad e integridad de membrana con respecto
al tiempo de almacenamiento fueron calculados con un andlisis de varianza de
dos vias. Un analisis de regresion lineal fue utilizado para determinar la
correlacién entre el porcentaje de movilidad y la integridad de membrana. El
coeficiente de determinacién (R? fue utilizado para analizar la relacion entre

éstas dos variables.

Antes de los analisis realizados, los porcentajes de movilidad fueron
transformados a la raiz cuadrada del arcoseno. Diferencias especificas entre los
grupos de tratamientos fueron identificadas por una prueba de Tukey a un o« =
0.05. El analisis fue realizado con el programa estadistico SAS para Windows®

(SAS, Insititute, Cary, North Carolina, USA).



106

RESULTADOS

Muestras de esperma de O. mykiss nelsoni recolectadas en campo. Durante la
recolecta de esperma de la trucha de San Pedro Martir, se obtuvo un volumen

total de 400 uL de esperma con un porcentaje de movilidad del 80%.

Inactivacion del esperma con diferentes soluciones extensoras. El porcentaje de
movilidad del esperma de O. mykiss nelsoni obtenido en cada una de las SE a
las diferentes osmolalidades utilizadas fue significativamente diferente (F1s =
560.04, P < 0.0001) (Fig. 3.1). La inactivacion del esperma fue observada
cuando los espermatozoides fueron suspendidos en presiones osméticas de 469
hasta 941 mOsmol/kg. Ademas, cabe destacar que altos porcentajes de
movilidad (87.5-100%) fueron observados en los espermas suspendidos en

osmolalidades de 95 y 191 mOsmol/kg (principalmente en la SE4 y la SE2).

Después, los espermatozoides mantenidos en estas condiciones fueron
reactivados con agua corriente y su movilidad fue significativamente diferente
(F156 = 112.81, P < 0.0001) en las distintas SE y osmolalidades (Fig. 3.1). El
porcentaje mas alto de movilidad (25%) con respecto al control, fue observado
en los espermatozoides mantenidos en la SE2 a 469 mOsmol/kg, pero posterior
a ésta osmolalidad, la movilidad de los espermatozoides fue nula en todos las
SE evaluadas. Por tanto, la SE2 a una osmolalidad de 469 mOsmol/kg podria

ser una SE viable para los espermatozoides de la TSPM.
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Figura 3.1. Porcentaje promedio (+ Error estandar) de movilidad (linea continua de color
rojo) del esperma de O. mykiss nelsoni, suspendido en las diferentes soluciones
extensoras (SE1, SE2, SE3, SE4) a las diferentes osmolalidades, y posteriormente

activado con agua corriente (linea punteada). La muestra control presenté un 80% de
movilidad.

Inactivacion del esperma en soluciones con diferente pH. Los espermatozoides
de O. mykiss nelsoni suspendidos en las diferentes soluciones de pH ajustadas
con HCI-NaOH o Tris-Hepes presentaron diferencias significativas en el
porcentaje de movilidad (Fo2s = 416.18, P < 0.0001). La inactivacion de los

espermatozoides fue obtenida sélo cuando éstos fueron mantenidos en un pH de
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5 o 7 ajustados con Tris-Hepes. Los maximos porcentajes de movilidad con
respecto al control fueron registrados en un pH de 8 ajustado con HCI-NaOH

(81.25%) o Tris-Hepes (60.42%) (Fig. 3.2).

Después de reactivar las muestras de esperma con agua corriente, la movilidad
de los espermatozoides fue significativamente diferente (Fge1r = 137.81, P
<0.0001) en los distintos pH evaluados (Fig. 3.2). Sin embargo, el hecho de
utilizar HCI-NaOH o Tris-Hepes como amortiguador para ajustar los valores de
pH no fue diferente (Fes1 = 0.98, P < 0.3325). Aunque cabe destacar que el
mejor porcentaje de movilidad después de ser reactivados (27.08%) con
respecto al control, fue obtenido cuando los espermatozoides fueron
suspendidos en una solucién con un pH = 7 ajustado con Tris-Hepes. Por tanto,
esta solucion fue seleccionada como una opcién para inactivar los

espermatozoides de O. mykiss nelsoni.
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Figura 3.2. Porcentaje promedio (+ Error estandar) de movilidad del esperma de la
trucha de San Pedro Martir (Iinea continua de color rojo), registrado en los diferentes
valores de pH ajustados con HCI-NaOH (grafica de la izquierda), o con Tris-Hepes
(gréfica de la derecha), y posteriormente activado con agua corriente (linea punteada).
La muestra control presenté un 80% de movilidad.
Inactivacion del esperma en KCI o NaCl. La movilidad de los espermatozoides de

O. mykiss nelsoni no fue igual en las diferentes osmolalidades evaluadas de

NaCl (F51 = 28.83, P < 0.0001) o KClI (F2.30 = 274.54, P < 0.0001).

Los espermatozoides suspendidos en NaCl registraron una actividad ascendente
conforme incrementaban la osmolalidad de ésta sal. La movilidad maxima
(100%) con respecto al control, fue observada cuando los espermatozoides se
suspendieron en una solucion de NaCl a 143 mOsmol/kg, y la inactivacion de los
espermatozoides no ocurrié en ninguna de las osmolalidades evaluadas (Fig.

3.3). Sin embargo, cuando los espermatozoides fueron colocados en KCI a las
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diferentes osmolalidades, la inactividad de los espermatozoides fue observada

en 75, 132, 148 y 188 mOsmol/kg (Fig. 3.3).

Después, cuando las muestras de esperma fueron activadas con agua corriente
el porcentaje de movilidad obtenido fue significativamente diferente tanto en
NaCl (Fzs1 = 74.82, P < 0.0001) como KCI (Fz3 = 96.61, P < 0.0001) a las
diferentes osmolalidades. La actividad méaxima de los espermatozoides fue
registrada en 71 mOsmollkg de NaCl (5.42%) y 132 mOsmolkg de KCI
(27.08%). En virtud de lo anterior, el NaCl a las diferentes concentraciones
probadas podria no ser un medio apropiado para inactivar el esperma de O.
mykiss nelsoni, pero KCl a una concentracién de 132 mOsmol/kg podria ser una

alternativa.

100 100 -
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° ] I
O 60 T 60
8 ]
S 40 =
5 40
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Figura 3.3. Porcentaje promedio (+ Error estandar) de movilidad (linea continua de color
rojo) del esperma de la trucha de San Pedro Mértir en diferentes presiones osméticas de
NaCl (izquierda) o KCI (derecha), y posteriormente activado con agua corriente (linea

punteada). La muestra control presenté un 80% de movilidad.
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Medios de activacion evaluados en el esperma de la trucha de San Pedro Martir.
Se detectaron diferencias significativas (Figs = 191.65, P < 0.0001) en el
porcentaje de movilidad de los espermatozoides mantenidos en las diferentes SE
previamente seleccionadas (SE2 a 469 mOsmol/kg, agua destilada ajustada a un
pH de 7 con Tris-Hepes, KCI a una concentracion de 132 mOsmol/kg, SE de
Erdhal y Graham), y posteriormente activados con las diferentes SA evaluadas

(Fig. 3.4).

Los porcentajes mas altos de movilidad en las diferentes SE (SE2-43.75%; pH 7-
29.17%, KCI 132 mOsmol/kg-33.33%; SE-EG-91.67%) fueron obtenidos con DIA
532 como SA, y los mas bajos, en las distintas osmolalidades de NaCl (143, 183,
221 mOsmol/kg) y en tres de las SE (SE2- 2.08%; KCI 132 mOsmol/kg-0%; SE-
EG-37.50%) (Fig. 3.4). La SE-EG y la solucion activadora DIA 532, se
consideraron como o6ptimas para la conservacién a corto plazo de los

espermatozoides de la TSPM.
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Figura 3.4. Porcentaje de movilidad (promedio + Error estandar) del esperma de la
trucha de San Pedro Martir registrado en diferentes SE previamente escogidas, y
activado con diferentes soluciones activadoras. La muestra control presenté un 80% de
movilidad. *SE = solucion extender que fue incorporada (Erdhal y Graham, 1980).

Muestras de esperma de O. mykiss nelsoni recolectadas en el laboratorio. Las
muestras de esperma obtenidas de los ocho machos presentaron diferencias
significativas tanto en la movilidad (F2es = 9.70, P < 0.0001) como el nimero de
espermatozoides (Fzes = 406.64, P < 0.0001). El volumen de esperma oscild
entre 90 y 355 uL por organismo con un porcentaje promedio de movilidad del
87% y una cantidad de espermatozoides de 800-1200 x 10° cel/mL. El esperma
de todos los organismos fue agrupado en una sola muestra y se obtuvo un
volumen total de 1805 pL con una cantidad promedio de espermatozoides de

1005 x 10° cel/mL. Estos espermas fueron utilizados para los experimentos de

conservacion a corto plazo.




113

Conservacion a corto plazo del esperma de la trucha de San Pedro Méartir en
diferentes tasas (esperma:SE). Los espermatozoides de la TSPM presentaron
diferencias significativas en el porcentaje de movilidad (Fise = 566.12, P <
0.0001) e integridad de membrana (Fys = 215.99, P < 0.0001) cuando fueron
mantenidos en las diferentes diluciones (1:3, 1:6, 1:9) con la SE-EG durante los

nueve dias que permanecieron almacenados a 4°C.

El mayor porcentaje de movilidad (>80% por siete dias) e integridad de
membrana (280% por dos dias) registrado, fue obtenido cuando los
espermatozoides se mantuvieron en una relacién 1:9 con la SE. La muestra
control y los espermatozoides que permanecieron en una relacion 1:3 y 1:6
mantuvieron un porcentaje de movilidad 280% durante 2-4 dias y una integridad
de membrana 280%, Unicamente al principio del experimento (Fig. 3.5 y 3.6).
Despueés, la movilidad e integridad de membrana de los espermatozoides en la
muestra control y los mantenidos en las diferentes tasas de suspension,

decayeron conforme transcurrié el tiempo.
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Figura 3.5. Porcentaje de movilidad (promedio + Error estandar) de los espermatozoides

almacenados en las diferentes diluciones a 4°C por nueve dias.
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Figura 3.6 Porcentaje de integridad de membrana (promedio + Error estandar) de los
espermatozoides almacenados en las diferentes diluciones a 4°C por nueve dias.

El analisis de regresion indica que hubo una relacion significativa (P < 0.0001)
entre el porcentaje de movilidad e integridad de membrana del control y

suspensiones 1:3, 1:6 y 1:9 (Fig. 3.7).
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La muestra control y los espermatozoides que fueron mantenidos en una
relacion 1:3, y 1:6 con la SE presentaron una correlaciéon del porcentaje de
movilidad e integridad de membrana >90% (Fig. 3.7). Sin embargo, esta

correlacion disminuy6 (78.5%) cuando fueron suspendidos en una dilucion 1:9.
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Figura 3.7. Regresion lineal entre el porcentaje de movilidad e integridad de membrana
de los espermatozoides mantenidos por nueve dias a 4°C, en las diferentes diluciones
evaluadas (1:3, 1:6 y 1:9).
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DISCUSIONES

Efecto de la concentracién idnica en la inactivacion del esperma de la trucha de
San Pedro Martir. En el fluido seminal del tracto genital de los machos de peces
de agua dulce, los espermatozoides se ehcuentran inmoviles (Tabares et al.,
2005), lo que sugiere que la composicion iénica de este liquido los inmoviliza y
los mantiene viables. Sin embargo, cada especie presenta caracteristicas
especificas en cuanto a los factores que inactivan o activan su movilidad
espermatica, su duracién y el patron de actividad flagelar, lo que hace dificil
transferir protocolos de manejo de una especie a otra de forma exitosa
(Valdebenito et al., 2009). La mayoria de las soluciones extensoras (SE)
evaluadas en este trabajo resultaron eficaces para el esperma de otras especies
(Scott y Baynes, 1980; Cosson et al., 1999; Lahnsteiner, 2000; Bozkurt y Seger,
2005), aunque no para los espermatozoides de la trucha de San Pedro Martir

(TSPM).

En este trabajo, como una alternativa para propagar esta subespecie de trucha
en condiciones de cautiverio, se desarrolld6 un protocolo para mantener el
esperma en un refrigerador convencional sin alterar su habilidad de fertilizacion,
para lo cual es fundamental disminuir la actividad metabodlica de los
espermatozoides en una SE. De acuerdo a Scott y Baynes (1980), el medio mas
adecuado para esta finalidad es una SE de formulacién simple. Sin embargo,

Morisawa y Suzuki (1980) y Wayman et al. (1996) coinciden en indicar que una
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SE con una composicién compleja y similar a la del plasma seminal del

organismo objetivo podria ser una mejor opcion.

En el presente estudio se determind que la formulacion compleja de la SE-EG
fue la mas adecuada para la inactivacion de los espermatozoides de la TSPM.
Esta solucion fisiologica contiene los iones principales (potasio, sodio, calcio,
magnesio, fosforo y glucosa) registrados en el plasma seminal de O. mykiss
(Glogowski et al., 2000). Al igual su pH (7.4) y osmolalidad (333 mOsmol/kg), los
cuales, son cercanos a los determinados por Glogowski et al. (2000) y Bozkurt et
al. (2006) para la misma especie. Por consiguiente, esta SE deberia presentar el
ambiente idnico adecuado para mantener inactivos a los espermatozoides de la

TSPM sin afectar su viabilidad.

Estudios previos en el fluido seminal de peces de agua dulce (Scott y Baynes,
1980), sugieren que el sodio (Na®) y el potasio (K") son dos de los principales
componentes ionicos. En los espermatozé_idés de O. mykiss, los trabajos de
Alavi y Cosson (2008) reportan que el ;IV(*' tiene la funcion de controlar la
movilidad de los espermatozoides de estos peces. A lo anterior, Morisawa et al.
(1983a) y Billard et al. (1987) sugieren que altas concentraciones intracelulares
de K* (20-40 mM) suprimen totalmente la movilidad del esperma de la trucha
arcoiris. Lo reportado por estos autores, coincide con la baja o nula movilidad
observada en los espermatozoides de O. mykiss nelsoni, cuando estos fueron

suspendidos en presiones osmoticas de 75-148 mOsmol/kg (40-80 mM de KCl).
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Por tanto, podemos sugerir que las SE con altas concentraciones de K™ podrian

ser eficientes para inactivar la movilidad de los espermatozoides de la TSPM.

En contraste al efecto inhibidor del potasio, una vez que los espermatozoides
son liberados al medio externo, la presencia de altas concentraciones de sodio
(Na®) restablecen su movilidad (Baynes et al., 1981), situacién que es
coincidente con la activacion de la movilidad de los espermatozoides de la TSPM
observada en este trabajo a diferentes osmolalidades de NaCl. Estudios previos
en la trucha arcoiris por Billard et al. (1987) y Gatti et al. (1990) reportaron
resultados similares a los obtenidos en este estudio. Sin embargo, en este
trabajo hubo ausencia de movilidad después de la reactivacion del esperma con

agua corriente.

Con excepcion de la SE2, todas .Ias SE evaluadas en este trabajo contenian K,
Ca®" (excepto SE4), éitas concentraciones de Cl;” y Na® (excepto SE-EG) e
iones divalentes como Mg,", el cual se enqontraba como MgCl; (SE1, SE-EG) o
como MgSO4 (SE3). Aunque las concentraciones de Na vy I\llg2+ fueron muy
diferentes, la relacion molal Na;HPO4:MgCl2*6H,0 de la SE-EG fue similar (1.85
mM:1.08 mM respectivamente). Ademas, a diferencia de las otras SE, la SE-EG
contenia glucosa y acido citrico, lo que pudo ser relevante para la calidad de los

espermatozoides de la TSPM mantenidos en temperaturas bajas.

Marshall et al. (1993) sugieren que en el plasma seminal de peces salmonidos,

bajas concentraciones de Na® y altos contenidos de K™ mantienen inactivos a los
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espermatozoides hasta que son liberados al exterior y una vez que la relacion
Na’/K* cambia (216/1) la movilidad espermatica es activada. En este trabajo
concentraciones mayores del i6n K en relacién al Na™ sélo fueron encontradas
en la SE-EG, lo cual pudo haber contribuido a la efectiva inactivacion de los
espermatozoides de la TSPM. Resultados similares fueron reportado por Stoss

et al. (1977), Baynes et al. (1981) y Christen et al. (1987) en O. mykiss.

Por otra parte, algunos monosacaridos como la glucosa han sido identificados en
el plasma seminal de peces y aunque su funciéon no es clara, se les relaciona
con la alta demanda de energia de las testa durante la espermatogénesis o
durante la sintesis de lipidos de los espermatozoides (Soengas et al., 1993). La
glucosa también es conocida por contribuir en el mantenimiento del equilibrio
osmotico (Ramos, 1986) y proteccion de la membrana plasmatica de los
espermatozoides de peces mantenidos en temperaturas ultra-bajas (-196°C)
(Cabrita et al., 2009). Incluso los trabajos de Lin y Dabrowski (1996) en
espermas del lucio (Esox masquinongy) sugieren que la glucosa es parte
importante durante el proceso de activacion de la movilidad espermatica de

estos peces.

En cuanto el acido citrico, este es conocido por su efecto anti-oxidativo
(Dabrowski y Ciereszko, 1996) y se cree que podria contribuir a la osmolalidad
del plasma seminal (Piirone, 1994). Ademas, debido a su habilidad para atrapar

los iones de calcio y magnesio se ha sugerido que podria ser una parte
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importante del mecanismo responsable de mantener a los espermatozoides en

un estado inactivo (Baynes et al., 1981).

Los resultados obtenidos en este estudio podrian indicar que una vez que los
espermatozoides de la TSPM son liberados al medio externo, el Na®, el I\J‘lg2+
(bajas concentraciones ~1-2 mM) y la glucosa podrian contribuir en la
recuperaciéon del potencial energético usado para la movilidad espermatica de
estos peces. En cuanto al K" y el acido citrico estos pudieron ser efectivos
durante el mantenimiento inactivo de los espermatozoides de esta truché nativa.
Sin embargo, futuros estudios son necesarios para determinar el efecto de la
glucosa y el acido citrico en la movilidad espermatica de estos peces, asi como

también determinar el efecto de la relacion Na*/Mg®* en este proceso.

Los estudios realizados en la trucha arcoiris sugieren que una SE compuesta de
glucosa como fuente de energia y Na*, Ca? y Mg®* como iones antagénicos del
efecto inhibitorio del potasio en la movilidad espermatica, es ideal para la
conservacion a corto plazo en bajas temperaturas de los espermatozoides de
estos peces (Billard y Cosson, 1992; Cosson et al., 1999; Hatipoglu y Akgay,
2010). Los resultados obtenidos en este trabajo apoyan lo establecido por los

autores citados anteriormente.

Efecto de la osmolalidad en la inactivacion del esperma de la frucha de San
Pedro Martir. El efecto de la concentracion iénica en una SE es dificil de separar

de la osmolalidad y ambos son considerados factores relevantes en la inhibicion
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de la movilidad de los espermatozoides (Cosson et al., 2000). En este estudio,
los espermatozoides de la TSPM que fueron suspendidos en las diferentes SE
evaluadas (excepto la SE2), registraron una supresion de la movilidad en
osmolalidades >284 mOsmol/kg y su actividad fue favorecida en condiciones

hiposméticas (95-191 mOsmol/kg).

Scott y Baynes (1980), sugieren que la activaciéon de los espermatozoides de
peces de agua dulce generalmente ocurre en condiciones hiposméticas, estos
autores reportan periodos mas largos de activacién entre 100 y 200 mOsmol/kg
y una ausencia de movilidad en osmolalidades extremas de 0 6 >300 mOsmol/kg
(Cosson et al., 1999). Lo anterior, coincide con los resultados obtenidos en este
trabajo, a excepcién de los espermatozoideé suspendidos en la SE2, donde el
intervalo de activacién de la movilidad fue superior (191-379 mOsmol/kg) al

referido para peces de agua dulce por Cosson et al. (op. cit).

Estudios previos en peces de agua dulce por Cosson et al., op. cit y Krasznai et
al. (2003a) sugieren que cuando los espermatozoides son suspendidos en
osmolalidades extremas éstos pueden presentar dafios estructurales a nivel de
membrana, aunque reversibles una vez que la osmolalidad es corregida. Pero
cuando el choque es prolongado (condiciones hiperosmoéticas) se puede
modificar la permeabilidad de la membrana y la organizacion de la bicapa
lipidica, lo que ocasiona ruptura de las mis_mas y la muerte celular (Krasznai et

al., 2000).
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Acorde a lo anterior, los espermatozoides de la TSPM suspendidos entre 191-
469 mOsmol/kg y después reactivados con agua corriente registraron una baja o
nula movilidad. Esta situacion pudo ser ocasionada por dafios a nivel de
membrana, lo que evitdé la completa reestructuracién de estos gametos. Los
espermatozoides suspendidos en presiones osmoticas >469 mOsmol/kg no
presentaron movilidad después de ser reactivados con agua corriente, por lo que
acorde a Krasznai et al. (2000) los dafios a nivel de membrana fueron
irreversibles en estas condiciones, lo que ocasiond la muerte de estos
espermatozoides. En el caso de la SE-EG, la osmolalidad de 333 mOsmol/kg
mantuvo a los espermatozoides de la TSPM inactivos sin alterar
considerablemente su calidad, lo que sugiere que mas que la osmolalidad algun
componente ionico podria estar involucrado en la activacion de la movilidad

espermatica de esta trucha.

Los efectos de la osmolalidad en la movilidad espermatica de peces ciprinidos y
en tel_éésteos marinos y de agUa dulce,'_i; han sido enfatizados en diversos
estudios (Cosson et al., 1999: Darszon ét al., 1999; Krasznai et al., 2003a,
2003b). En este trabajo la osmolalidad parece no ser un factor determinante en
la movilidad espermatica de la TSPM, la cual parece estar mas influenciada por
iones como el K*, Na*y Mg**. Lo anterior coincide con Morisawa et al. (1983a) y
Alavi y Cosson (2005) quienes sugieren que en peces salménidos la movilidad

espermatica parece ser influenciada a nivel idnico.
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Los trabajos realizados por Billard y Cosson (1992) mencionan que aunque las
altas presiones osmoticas inhiben la movilidad espermatica en salmaénidos, la
presiébn osmoética del plasma seminal de estos peces (aproximadamente 300
mOsmol/kg) no es lo suficientemente alta como para explicar el por qué de la
inhibicién de la movilidad en el esperma. Estas aseveraciones permiten pensar
en la accion de uno o varios factores encargados de llevar a cabo la sefializacién

para el inicio de la movilidad espermatica en estos peces

Si se toman en cuenta los conocimientos actuales sobre las sefales osmoticas
en la activacion de los espermatozoides de peces, la primera sefal percibida por
la membrana podria ser osmética (Alavi y Cosson, 2006). Este proceso implica
que el flujo de agua en cualquier direccion provoca la distorsion local de la
membrana plasmatica de los espermatozoides y con esto los canales de la
membrana podrian responder a esta sefial mecanica mediante el aumento de la
permeabilidad local permitiendo que iones como Na®, Ca?*, Mg®" o K' se
desplacen dentro o fuera de la membrana a través de estos canales (Yang y
Sachs, 1993). Esto podria provocar un efecto autocatalitico a lo largo de la
membrana flagelar y un cambio en la concentracion idnica lo que ocasionaria la
rapida activacion de la movilidad espermatica de estos peces (Alavi y Cosson,

2006).

En la TSPM el mecanismo de activacién propuesto en peces salmoénidos por
Alavi y Cosson (op. cit.) podria ser una explicacion a lo encontrado en este

estudio. Los espermatozoides de la TSPM podrian responder primeramente a la
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sefial osmotica activando los diferentes canales idnicos, ocasionando un cambio
en la concentracion iénica y un desencadenamiento de la movilidad espermatica
de estos peces. Sin embargo, estudios puntuales de osmolalidad en los
espermatozoides de la TSPM requieren ser realizados a fin de corroborar lo

antes mencionado.

Efecto del pH en la inactivacién del esperma de la trucha de San Pedro Martir. El
pH extracelular (pHe) es otro de los factores reconocidos por ser importante en
la activacion o inactivacion de la movilidad espermatica en peces dulceacuicolas
(Marian et al., 1997). En este trabajo, la movilidad de los espermatozoides de la
TSPM fue estimulada cuando éstos fueron colocados en una solucién de agua
destilada con en un pH 28 y suprimida en valores <7. Sin embargo, después de
que estos espermatozoides fueron reactivados con agua corriente el porcentaje

de movilidad observado fue bajo.

Los trabajos realizados en O. mykiss reportan que una SE con un pH de 7
suprime la movilidad espermatica (Ingermahn et al., 2008), aumenta su actividad
en un pH de 8.0 y se estabiliza en un intervalo de 8.5 a 9.5 (Darszon et al., 1999:
Alavi y Cosson, 2005). Incluso, un pH de 8.5 ha sido establecido como 6ptimo
para el mantenimiento de los espermatozoides de esta trucha (Woolsey et al.,
2006). Los resultados obtenidos en los espermatozoides de la TSPM
suspendidos en los diferentes valores de pH presentaron un patrén similar a lo

reportado por Ingermann et al. (op. cit.) en 0. mykiss.
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Los estudios realizados en salménidos concernientes al papel que tiene el pH en
la movilidad espermatica no han sido del todo consistentes (Morisawa vy
Morisawa, 1986, 1988; Hamamah y Gatti, 1998; Marian et al., 1997; Cosson et
al., 1999; Ingermann et al.,, 2008). A la fecha los trabajos de Woolsey y
Ingermann (2003) sugieren que el pHi esta directamente relacionado con el pHe
y que la previa incubacién de los espermatozoides en este pHe podria controlar
en parte la movilidad espermatica a través de una influencia en la actividad
hidrolitica ATP por la dinein-ATPasa. Los resultados obtenidos en este trabajo
sugieren que la accion del pHe sobre el potencial de movilidad en los
espermatozoides de la TSPM posiblemente podria tener una contribucion sobre
la movilidad espermatica. Sin embargo, futuros estudios son necesarios para
determinar su contribucion en el proceso de activacion espermatica de O. mykiss

nefsoni.

Por otro, lado se ha sugerido que el tipo de amortiguador utilizado para ajustar el
valor de pH en sistemas bioquimicos, es un factor que podria también ser
relevante en la calidad espermatica (Stoll y Blanchard, 1990). En este trabajo
nuestros resultados sugieren utilizar la combinacion HCI-NaOH o Tris-Hepes

indistintamente para ajustar el pH.

Estudios realizados en el salmén del Atlantico (Salmo salar) y el bacalao (Gadus
morhua) sugieren que los amortiguadores constituidos de bicarbonato (KHCO3)
son mejores que los basados en fris o fosfato para la movilidad y capacidad de

fertilizacion de los espermatozoides de estas especies (Mounib, 1978). Lo
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anterior podria ser debido a la baja toxicidad de estos amortiguadores y a la
habilidad del espermatozoide para fijar CO2 (Mounib et al., 1968). Incluso se ha
recomendado que para sistemas biologicos se utilice como sistema de
amortiguacién el Hepes o una combinacioén Hepes/Bicina en lugar de tris o HCI,

debido a la posible toxicidad de éstos ultimos (Cabrita et al., 2009).

En estudios de bioquimica y biologia molecular el Hepes, tris, NaOH y HCI, son
usados ampliamente como amortiguadores del pH (Jenkisn y Woods Ill, 2002;
Baicu y Taylor, 2002). Sin embargo, es recomendable utilizar el Hepes debido a
su eficacia para mantener el pH fisioldgico a bajas temperaturas (Baicu y Taylor,
op. cit.) y el tris debido a que su rango de pH (7-9.2) coincide con el pH
fisioldgico de muchos organismos (El-Harakany et al., 1984). Por tanto y acorde
a lo descrito anteriormente, sugerimos que una combinacién Tris-Hepes podria
ser una mejor opcion para ajustar el pH cuando se trabaja con sistemas
biolégicos como los espermatozoides. Esta opcion permite proteger la viabilidad
celular del esperma de estos peces durante el mantenimiento a bajas

temperaturas.

Soluciones activadoras. Como ya fue mencionado, cambios en la concentracién
idnica o en la presion osmética pueden ser importantes en la activacion de la
movilidad espermatica en peces de agua dulce. En este estudio soluciones
hiposméticas como el agua destilada, agua corriente, agua de rio y DIA 532

fueron mejores para reactivar la movilidad de los espermatozoides de la TSPM
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que aquellas soluciones que presentaron una osmolalidad >87.39 mOsmol/kg

(NaCl y D532).

Los trabajos realizados por Morisawa et al. (1983a) sugieren que durante la
espermiacion de peces salmonidos la actividad espermaética es favorecida por
una disminucion en la concentracion de potasio y que en ciprinidos (Morisawa et
al., 1983b) una osmolalidad inferior a la del plasma seminal (300 mOsmol/kg) es
fundamental para este proceso. En adicion Takai y Morisawa (1995) sugieren
que un cambio en la osmolalidad externa en los espermatozoides de teledsteos
de agua dulce se convierte en un cambio en la concentracion intracelular de K,
y este cambio afecta el axonema flagelar como una sefial para iniciar o terminar

la movilidad del esperma.

Los resultados obtenidos en este estudio fueron similares a lo encontrado en
ciprinidos, lo que sugiere que en la TSPM la osmolalidad mas que la
concentracion iénica podria tener un papel fundamental en la activacién de los
espermatozoides. Sin embargo, el intervalo sugerido para esta trucha nativa (0 a
87.39 mOsmol/kg) fue inferior a lo reportado para ciprinidos. Por otro lado,
futuros estudios podrian ser realizados para determinar si lo sugerido por Takai y
Morisawa (1995) en peces teledsteos ocurre también durante el proceso de

activacion de la movilidad espermatica en la TSPM.

En condiciones de laboratorio, generalmente la activacion de la movilidad en

peces de agua dulce es llevada a cabo por agua corriente (Figiel et al., 1996), o
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agua destilada (Deegraf y Berlinsky, 2004). Sin embargo, en peces salménidos,
el pez espatula (Polyodon spathula) y el esturién (Scaphirhynchus platorynchus),
se ha reportado que la movilidad espermatica dura mas y el dafio es menor
cuando se utiliza una SA compuesta con algunas sales ((Billard, 1978; Scott y
Baynes, 1980; Cosson et al., 2000). En este estudio las SA compuestas de NaCl
a las diferentes concentraciones utilizadas no favorecieron la activacion de la

movilidad del esperma de la TSPM.

Con relacién a lo anterior, Basavaraja y Hegde (2005) registraron un incremento
en la duracion de la movilidad del esperma de peces ciprinidos (Tor khudree)
cuando se utilizdé una SA compuesta de NaCl 0.5% y urea 0.4%, mas que
cuando se utilizé NaCl 0.3% o agua desclorinada o glucosa 1%. En este trabajo,
una combinacion del NaCl con glicina y tris (DIA 532) contribuyé a mejorar la
activacion del esperma de esta trucha, lo que respalda lo sugerido por
Basavaraja y Hegde (op. cit.). Posiblemente las caracteristicas osmoprotectoras
de la glicina y amortiguadoras' del Tris como reporta Kunin et al. (1992)
contribuyeron a mejorar la supervivencia de los espermatozoides de la TSPM.
Finalmente, los resultados obtenidos sugieren que la activacion de la movilidad
del esperma de O. mykiss nelsoni podria depender de la osmolalidad de Ia SAy
un incremento en el porcentaje de movilidad podria ser obtenidos por la adicion

de otros compuestos como glicina y tris.
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Conservacion a corto plazo. La conservacion a corto plazo de esperma de peces
ha sido practicada en varias especies de salmonidos (Scott y Baynes, 1980;
Billard, 1981; Jensen y Alderdice, 1984; McNiven et al., 1993) por lo que una
gran variedad de técnicas han sido desarrolladas (Cabrita et al., 2009). Sin
embargo, estas técnicas han tenido que ser estandarizados para cada especie y
aunque la conservacién del esperma de peces ha sido practicada durante
muchos afios, no existe informacion para O. mykiss nelsoni. En este trabajo se
desarrollé un protocolo para mantener a los espermatozoides de la TSPM en

bajas temperaturas por corto tiempo (dias).

Carpentier y Billard (1978) y Scott y Baynes (1980), sugieren que los
espermatozoides de salmonidos pueden ser mantenido por varios dias entre 1-
4°C. No obstante, el éxito de esta conservacion depende de factores como la
temperatura, volumen espermatico y un ambiente gaseoso (Blyulkhatipoglu y
Holtz, 1984; Jensen y Aiderdice, 1984; Rana, 1995; Hatipoglu y Akgay, 2008). En
este trabajo, los espermatozoides de la TSPM fueron mantenidos a 4°C en
diferentes suspensiones (esperma:SE) y un porcentaje de movilidad 280% por
siete dias y por dos dias para la integridad de membrana fue registrado cuando

estos fueron suspendidos en una dilucién 1:9 con la SE-EG.

Trabajos con esperma de Prochilodus lineatus (Marques y Pereira, 2004), C.
carpio (Bozkurt y Secger, 2005), Ctenopharyngodon idella (Bozkurt et al., 2009) y
Salmo frutta abanticus (Hatipoglu y Akgay, 2010) detectaron bajos porcentajes

de movilidad después de que éstos fueron mantenidos a 4°C (después de 20 hr-
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30%, después de tres dias-18%, después de 8 hr-56%, después de dos dias-
53%). En el salmén de rio (Brycon orbignyanus) un porcentaje de movilidad
>37% fue reportado después de que los espermatozoides de esta especie fueron
mantenidos a 4°C en una suspension 1:10 con la SE (Maria et al., 2006). No
obstante, los estudios realizados por Biyiikhatipoglu y Holtz (1978) en O.mykiss
y Basavaraja y Hegde (2005) en Tor khudree demostraron que la conservacion a
corto plazo del esperma de estos peces a 4°C puede ser mejorada en un

ambiente oxigenado.

Los resultados obtenidos en el presente estudio fueron superiores a los
reportados en las especies citadas anteriormente, lo que sugiere que los
espermatozoides de la TSPM podrian tener una mayor resistencia al
almacenamiento a bajas temperaturas que otras especies de agua dulce. No
obstante, estudios referentes a la conservacion a corto plazo del esperma de la

TSPM en un ambiente oxigenado podrian ser considerados a futuro.

En lo referente a la relacion esperma:SE para la preservacion del esperma de
peces de agua, los trabajos realizados a la fecha presentan inconsistencias en
sus resultados. En peces salmonidos Truscott y Idler (1969), Ott y Horton (1971)
y Horton y Ott (1976) sugieren que la calidad del esperma no varia en diluciones
de 1:1 a 1: 9. En el esperma de O. mykiss (Legendre y Billard, 1980), Esox
Jucius, Dicentrachus labrax y Sparus aurata (Billard, 1978) no fueron
recomendables diluciones por encima de 1:3 y 1:2 respectivamente. En Brycon

orbignyanus, una dilucion 1:10 fue encontrada como Optima durante la
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conservacion a corto plazo del esperma. En este estudio se determiné que una
dilucion 1:9 (esperma/SE) fue la adecuada para la conservacion a corto plazo del
esperma de esta trucha nativa, lo que coincide con lo reportado por Maria et al.

(2006) en el salmon de rio, Brycon orbignyanus.

La variabilidad de nuestros resultados con los registrados en otros estudios
podria ser debidos a factores como la alimentacion, condiciones ambientales o
tiempo de espermiacion, el cual puede jugar un papel importante en las
diferencias encontradas ya que la calidad del esperma varia conforme avanza la

temporada de reproduccion (Akgay et al., 2004).

Calidad del esperma conservado a corto plazo. La determinacion de la calidad
del esperma de peces ha sido evaluada cominmente por el porcentaje de
movilidad (Lahnsteiner y Patzne'r, 1998). Aunque en muchas especies la
duracion de la movilidad es muy corta e incluso puede variar estacionalmente
(Hatipoglu y Akgay, 2010). En este estudio el porcentaje de movilidad y la
integridad de membrana fueron utilizados para evaluar la calidad del esperma de
la TSPM vy la relacién entre estas dos variables fue positiva en las tres diluciones

probadas durante los nueve dias que permanecio el esperma almacenado a 4°C.

Estudios previos (Kao et al., 1998; Vetter et al., 1998) en humanos y ratas,
sugieren que la integridad mitocondrial es afectada de la misma manera que la
movilidad. En la TSPM la integridad de membrana presentd un patrén de

comportamiento similar al de la movilidad, no obstante los valores registrados en
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el porcentaje de movilidad fueron ligeramente mayores que los obtenidos para la

integridad de membrana.

Los trabajos de Rodriguez-Martinez et al. (2001) reportan que el dafio detectado
por las diferentes técnicas en la membrana plasmatica de los espermatozoides
de cerdos no siempre estuvo de acuerdo con la fertilidad del semen, a menos
que este dafio fuera muy importante. Incluso los trabajos realizados por
Donoghue et al. (1995), reportan un efecto deletéreo del 20-23% del SYBR14

sobre l|a viabilidad evaluada en esperma de guajolote.

En el esperma de la TSPM, la integridad de membrana fluctué en promedio un
26% menor que el porcentaje de movilidad. Lo anterior, acorde a Donoghue et al.
(op. cit.) posiblemente se relacione con la afeccién del SYBR14 a la membrana
mitocondrial de los espermatozoides de esta trucha. Aunque, no al grado de
inhibir su movilidad espermatica, como sugierén Rodriguez-Martinez et al. (op.
cit.). No obstante, futuros estudios podrian ser direccionados para determinar el
efecto de SYBR14 en la calidad espermétiéa y en su habilidad de fertilizacién O.

mykiss nelsoni.

Los resultados obtenidos en este estudio sugieren que técnicas como la
movilidad y la integridad de membrana pueden ser efectivas en la determinacion
de la calidad espermatica durante la conservacion a corto plazo de los

espermatozoides de la TSPM.
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El protocolo de conservacion a corto plazo desarrollado en este trabajo para los
espermatozoides de la TSPM podria contribuir a prolongar la disponibilidad del
esperma de esta trucha para procesos reproductivos en cautiverio, reduciendo la
manipulacion y el estrés originado en los machos para obtener esperma.
Ademas, los espermatozoides almacenados en estas condiciones podrian servir

como base para estudios de criopreservacion.

En este estudio, los espermatozoides O. mykiss nelsoni pudieron ser
almacenados en un refrigerador a 4°C con un porcentaje de movilidad =280% por
siete dias y por dos dias para la integridad de membrana. Ademas, nuestros
resultados sugieren que tanto el porcentaje de movilidad como la integridad de
membrana pueden ser utilizados para determinar el dafio ocasionado al esperma

de O. mykiss nelsoni debido a su almacenamiento.
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RESUMEN

En el presente estudio se elaboré el primer protocolo para la conservacién a largo
plazo de los espermatozoides de la trucha de San Pedro Martir (Oncorhynchus
mykiss nelsoni). La citotoxicidad del Dimetil sulféxido (DMSO), N-N, Dimetil
acetamida (DMA), Etilenglicol (ETG), Glicerol (GL), metanol (MT) o 1,2-Propanodiol
(PD) fue evaluada en la movilidad espermatica de la TSPM. Los espermatozoides
fueron diluidos (1:9) con la solucién extender de Erdhal y Graham y MT, DMA o
DMSO a una concentracién final de 5%. Posteriormente, las muestras de esperma
se colocaron en vapor de nitrégeno liquido a -70°C por 10 minutos a una velocidad
de enfriamiento de aproximadamente -32°C/minuto y transcurrido este tiempo,
transferidas a un tanque de nitrégeno liquido (-196°C) por 30 dias. La
descongelacion se realizé en un bafio de agua a tres tasas diferentes: 25°C por 20
s, 35°C por 10 s 6 40°C por 7 s. El porcentaje de movilidad, el uso de tinciones
fluorescentes y el ensayo cometa fueron comparados en la determinacion del dafio
causado a los espermatozoides por el proceso de congelacién y descongelacion.
Los resultados obtenidos indicaron que los espermatozoides de la TSPM
suspendidos en los diferentes ACPs presentaron una movilidad mayor cuando
fueron suspendidos en MT pero ausente cuando fueron colocados en ETG, el cual
resulté ser el ACP mas toxico. Los espermatozoides criopreservados con DMSO o
DMA o MT exhibieron un dafio evidente a nivel de membrana, el cual fue superior al
ocasionado en al ADN, pero menor que el obtenido en la movilidad espermatica.
Temperaturas de 40°C y MT como ACP presentaron una integridad de membrana, y
de ADN superior que cuando se utilizaron temperaturas de descongelacion bajas
(25°C) y ACP como DMSO o DMA. Los resultados de este estudio comprueban que
los dafios en el ADN son una causa mas de crio-dafio en espermatozoides
criopreservados de peces. La importancia de este estudio radica en que el material
congelado formara parte del “Banco Periférico de Recursos Genéticos Acuaticos en
México”, y sera considerado para futuros estudios de reproduccién ex situ de esta

especie nativa, con fines de conservacion.
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INTRODUCCION

n Mexico las condiciones geograficas favorecen al desarrolio de Ia
diversidad biolégica (Mittermeier y Goetisch, 1992). No obstante, la
actual extincién de especies y el riesgo de desaparicion de muchas
otras, como es el caso de la trucha de San Pedro Martir (TSPM), Oncorhynchus
mykiss nelsoni (Secretaria del Medio Ambiente y Recursos Naturales, 2002)
sugieren la necesidad de implementar nuevas estrategias a fin de evitar la

extincion de este grupo de peces.

Actualmente los diversos planes desarrollados para la conservacion de la
diversidad biolégica (FAO/Pnuma, 1984: Bart, 1999; Steane, 1992), coinciden en
que estrategias ya establecidas como son las zonas protegidas y la acuicultura
podrian ser complementadas con nuevas tecnologias reproductivas y de

criopreservacion.

Las pfimeras investigaciones sobre criopreservacion se realizaron en el esperma
de mamiferos (Polge et al., 1949) y contiﬁuaron con gametos y embribnes de
bovinos, ratas, caprinos, conejos y ovinos (Evenson et al, 1993; Garner y
Jonson, 1995). En organismos acuaticos, los trabajos, inician con Blaxter (1953),
quien fertilizé huevos de arenque (Clupea harengus) con semen descongelado.
A la fecha, se cuenta con un registro de entre 50 y 200 especies de este grupo
de vertebrados, en los cuales la congelacién de esperma ha logrado ser exitosa

(Rana, 1995; Tiersch et al., 2000), lo que no ha sucedido con la criopreservacion
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de huevos y embriones cuyos resultados son escasos (Zell, 1978; Liu et al.,
1993; Zhang y Rawson, 1995; Blesbois y Labbé, 2003) y poco alentadores

(Tiantian, 2004).

La criopreservacion es una herramienta que permite mantener en temperaturas
de -196°C cualquier conjunto bioldgico de células por tiempo indefinido (Tiersch,
2000). Sin embargo, durante este procedimiento, los espermatozoides pueden
sufrir dafios a nivel celular en diferentes grados, afectando su calidad y tasa de
supervivencia (Gao et al., 1997). A la fecha los agentes crioprotectantes (ACPs)
y la tasa de congelacién/descongelacion utilizada durante el proceso de
criopreservacion han sido reportados como factores clave para la viabilidad

celular (Li et al., 2006).

Los ACPs son sustancias hidrosolubles que durante el proceso de
criopreservacion favorecen la disminucion del punto eutéctico de una solucion
dada y reducen la formacion de cristales de hielo intracelular (Avila-Portillo et al.,
2006). A pesar de esto, el efecto de estos aditivos quimicos ha sido reportado
como especie-especifico (Yao et al., 2000), y la supervivencia de la célula es el
producto de numerosos factores que frecuentemente no dependen solo de Ia
accion de los ACPs. Muchas de las causas de lesiones a la célula ocurren
durante el evento de la congelacion y descongelacion celular (Cabrita et al.,

2005).
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El efecto del proceso de congelacion/descongelacion en esperma es a menudo
evaluado en términos de su movilidad, viabilidad celular y capacidad de
fertilizacion. Estudios previos en esperma de peces de agua dulce, incluyendo la
trucha arcoiris (O. mykiss), han sugerido que los daﬁds asociados al proceso de
criopreservacion estan asociados con pérdida de la integridad de la membrana
plasmatica, potencial de membrana mitocondrial y a un bajo contenido de
adenosin trifosfato (ATP) (Labbé y Maisse, 1996; Ogier de Baulny et al., 1997;
Cabrita et al., 2001b). En peces, recientemente la integridad de la membrana
plasmatica ha sido evaluada eficientemente con el uso de tinciones fluorescentes
como SYBR14 (FlajShans et al., 2004). Pero cabe mencionar que ninguno de los
parametros mencionados anteriormente provee informacion acerca de la

integridad del acido desoxirribonucleico (ADN).

El dafio al ADN ha sido observado en muchas especies de mamiferos tales
como humanos, ratones, caballos y cerdos usando diferentes técnicas (Ahmadiy
Soon-Chye 1999; Hammadeh et al., 2001; Baumber et al., 2003; Hughes et al.,
1997; Singh et al., 2003; Steele et al.,, 2000). A la fecha, en espermas de la
trucha arcoiris, la técnica del ensayo cometa ha sido utilizada eficientemente
para determinar la fragmentacion del ADN (Cabrita et al., 2005). Sin embargo,

esta técnica requiere ser estandarizada para cada grupo de peces.

La criopreservacion de material genético puede cumplir con dos funciones: la
conservacion de gametos (ovocitos y esperma), de especies raras o en peligro

de extincién y, la conservacion del material genético de especies cultivadas con
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caracteristicas Unicas que signifiquen una mejoria para un productor
(crecimiento, resistencia a enfermedades etc.,) (Figiel y Tiersch, 1998). Por
tanto, la técnica de criopreservacién es una herramienta importante desde el
punto de vista ecologico y acuicultural y puede ser una alternativa viable para la

conservacion del recurso genético de especies silvestres y de cultivo.

En la trucha de San Pedro Martir (TSPM), no existe informacién con respecto a
la criopreservacion de gametos, pero se tienen antecedentes en esperma de
otras truchas congenéricas, tales como O. gorbuscha (Hodgins y Ridgway,
1964); O. kisutch 'y O. tschawytscha (Ott y Horton, 1971); O. nerka (Bilinski et al.,
1981) y la misma trucha arcoiris, O. mykiss (Wheeler y Thorgaard, 1991; Holtz,
1993; Gwo et al., 1993; McNiven et al., 1993; Conget, 1996; Lahnsteiner et al.,
19964a; Glogowski et al., 2000; Cabrita et al., 2001a; Babiak et al., 2002: Cabrita
et al., 2005; Aral et al., 2009). Los resultados obtenidos en la conservaciéon de
material genético en estas especies han sido significativos, pero estos protocolos
son intransferibles ya que cada especie responde de singular manera al aplicar

las mismas metodologias (Renard y Cochard, 1989).

El desarrollo de un protocolo de criopreservacion para los espermatozoides de la
TSPM permitiria la conservacién del acervo genético de esta trucha, lo cual
ayudaria a incrementar las probabilidades de supervivencia de su poblacién en
su habitat natural. Ademas, las experiencias y conocimientos adquiridos con la
TSPM, podrian beneficiar en el desarrollo de técnicas especificas para otras

especies de salmonidos nativos del noroeste de México, cuyo material genético
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esta amenazado por fragmentacion de su habitat o hibridacién con especies
exoéticas (Ruiz-Campos, 1993). Incluso, el material genético criopreservado y
mantenido en un Banco de germoplasma pérmitiria el intercambio genético tanto
entre poblaciones (ya sea en la naturaleza o en cautividad) como entre
generaciones. De esta forma se mejoraria tanto la conservacion in sifu como la
conservacion ex situ al evitarse la pérdida de variabilidad genética y la
consanguinidad, fendmenos habituales en especies amenazadas (Cloud, 2000:

Medina-Robles et al., 2005).

El objetivo de este trabajo es desarrollar una metodologia que permita conservar
a los espermatozoides de la TSPM en ultra-bajas temperaturas por largo tiempo
y evaluar el efecto de la congelacién/descongelacion sobre la movilidad,

integridad de la membrana plasmatica y ADN.
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OBJETIVO GENERAL

Generar una metodologia que permita la conservacion a largo plazo del esperma

de la trucha de la Sierra de San Pedro Martir, Oncorhynchus mykiss nelsoni.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Evaluar el efecto citotéxico del DMSO, DMA, Glicerol, Etilen-glicol,
Metanol y el 1-2, propilenglicol en la movilidad espermatica de la trucha de
San Pedro Martir.

e Generar una metodologia de congelacién para los espermatozoides de
esta trucha. |

o Determinar la tasa éptima de descongelacion de los espermatozoides

~ para esta misma trucha.

e Evaluar el dafio ocasionado por el proceso de congelacién en esperma de
la trucha a nivel celular y de DNA, utilizando sondas fluorescentes y el
Ensayo de electroforesis de células individuales también conocido como

Ensayo Cometa.
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MATERIALES Y METODOS

l. Obtencién de las muestras de esperma de O. mykiss nelsoni. Durante
marzo y abril de 2009, ocho machos de la TSPM mantenidos y madurados en
cautiverio (capitulo Il de este trabajo) fueron colocados por pares en tinas de
plastico con 15 litros de agua y anestesiados con 100 pL/L de una mezcla de
aceite de clavo con etanol (1:9) (Meka y McCormick, 2005). Una vez que los
organismos perdieron el equilibrio (10-15 minutos de exposicién) se procedié a la

recolecta de esperma por el método ya descrito en el capitulo Il de esta tesis.

I.1. Valoracioén de la calidad del esperma recolectado. Una alicuota de 0.5 uL de
esperma fue colocada en un portaobjetos y mezclada con 20 pL de DIA 532
(0.51 g/l NaCl, 3.75 g/l glicina, 2.42 g/ Tris, 87.39 mOsmol/kg) como medio de
activacion. El porcentaje de esperma con movimiento vigoroso hacia delante fue
evaluado mediante observacion en un microscopio (Nikon H600L, Eclipse 80-i) a
un aumento de 400X y con microscopia de campo oscuro. Debido a que algunos
organismos liberaron muy poco esperma, las muestras que presentaron una
movilidad 2 80% se mezclaron con otras muestras y fueron utilizadas para los
experimentos. Para reducir sesgos en las mediciones, la estimacion de la

movilidad fue realizada por el mismo observador.

l.2. Volumen y nimero de espermatozoides. Una alicuota de 1 pL de esperma
fue suspendido con 1.9 mL de lugol al 1% y el nimero de espermatozoides fue

determinado utilizando un hematocitémetro y un microscopio (Nikon HB00L,




168

Eclipse 80-i) a un aumento de 400X. El niumero promedio de espermatozoides
fue calculado de tres repeticiones y expresado como x10° células/mL. El
volumen de esperma fue determinado por la cantidad de microlitros obtenidos en

cada muestra.

Il. Citotoxicidad de los crioprotectantes y concentraciones efectivas (EC50)
en el esperma de la trucha de San Pedro Martir. La citotoxicidad del Dimetil
sulféxido (DMSO), N-N, Dimetil acetamida (DMA), Etilenglicol (ETG), Glicerol
(GL), metanol (MT) o 1,2-Propanodiol (PD) fue evaluada en la movilidad
espermatica de la TSPM. Todo el procedimiento fue realizado sobre una cama

de hielo (~4°C).

A una tasa de suspension de 1:9 (esperma/solucion extender [SE]) una alicuota
de 20 pL de esperma fue mezclada con 180 pL de la SE de Erdhal y Graham
(SE-EG) (0.102 g/L CaCl,.2H20, 0.22 g/L. MgCl,.6H,0, 0.263 g/L Na,HPO,, 2.61
g/mL KCI, 0.1 g/L acido citrico, 10 g/L glucosa, 10mL de solucién de KOH [1.27
g/100MI], 20mL de solucién de bicina [5.3 g/100mL], 333 mOsmol/kg y pH = 7.4).
Esta SE fue preparada previamente a concentraciones de 5%, 7%, 10% y 15%
con cada uno de los ACP evaluados (DMSO, DMA, ETG, GL, MT o PD). Una
muestra de esperma sin SE fue utilizada como control. La solucion de DIA 532
fue utilizada como medio de activacién de los espermatozoides y el porcentaje
de movilidad fue determinado cada cinco minutos por un lapso de 30 minutos.

Como muestra control se utilizo el esperma fresco diluido en la SE-EG sin ACP.
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lll. Congelacién a largo plazo del esperma de la trucha de San Pedro Martir.
La criopreservacion de los espermatozoides de la TSPM fue llevada a cabo
sobre una cama de hielo (~4°C) en el Laboratorio de Germoplasma de Especies
Acuaticas en el Centro de Investigacion Cientifica y de Educacion Superior de

Ensenada.

lll.1. Preparacién de las muestras. Una alicuota de 660 uL de esperma de la
TSPM fueron diluidos (1:9) en 5.9 mL de la SE-EG usando MT o DMA o DMSO
como ACP permeable a una concentracion final de 5%, y 10mg/mL de BSA
como ACP no permeable. Cabe mencionar que con base en los resultados
obtenidos en el experimento de citotoxicidad se utilizé el MT a una concentracion
del 5% como ACP para la criopreservacion de los espermas de la TSPM, pero
ademas se decidio utilizar el DMA y el DMSO debido a su efectividad como ACP

en espermas de la trucha arcoiris (Babiak et al., 2002; Cabrita et al., 2005).

Los espermatozoides fueron mezclados con la SE-EG que contenia el ACP y se
incubaron por un tiempo de equilibrio (TE) de 5 minutos. Después, con ayuda de
una bomba de vacio (Cole-Palmer, Air Admiral™) las muestras de esperma
fueron vaciadas en pajillas francesas de 0.5 mL (IMV International Corporation,
Mineapolis, Minessota) y sus bordes fueron sellados con polvo sellador (IMV
International Corporation). Grupos de 5 paijillas fueron colocadas en macrotubos
de 1 cm de diametro, los cuales fueron dispuestas por pares en estructuras

metalicas denominadas “cafias” (Fig. 4.1). Antes de iniciar el proceso de
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congelacion una alicuota de 5 pL de esta mezcla fue examinada para comprobar

movilidad antes de congelar.

Figura 4.1. La mezcla del esperma y la solucién extensora es colocada en pajillas, las

cuales son puestas en macrotubos y estos, dispuestos por pares en canas.

Ill.2. Tasa de congelamiento. El congelamiento de las muestras de esperma de
la TSPM fue realizado por el método manual “simplificado”. Las cafas metalicas
conteniendo las pajillas con esperma fueron colocadas por 10 minutos en vapor
de nitrégeno liquido (VNoL) a -70°C a una velocidad de enfriamiento de ~-
32°C/min. Esto se logré colocando las cafas metalicas sobre una malla de
plastico adherida a un fragmento de tubo de PVC (8 ‘diametro x 1.5alto), el
cual fue colocado en una caja de poliestireno de 10 L (con tapa) con ~3 cm de
nitrégeno liquido (NoL). La temperatura dentro de la caja fue monitoreada
colocando una termocupla (Coler Palmer Instruments Company, Vernon Hills, IL)
adherida al mismo nivel de las cafias metalicas y el control de la temperatura fue
regulada al abrir o cerrar la caja (Fig. 4.2). Por ultimo, las muestras fueron
transferidas a un tanque de almacenamiento de NoL (TAYLOR-WHARTON, HC-

35) a -196°C donde permanecieron por 30 dias.
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Figura 4.2. Congelacion del esperma de O. mykiss nelsoni por el método simplificado.
Las canas conteniendo las pajillas con muestra fueron colocadas en vapor de nitrégeno
liquido a -70°C por 10 minutos A), después transferidas directamente al nitrégeno
liquido a -196°C B), donde permanecieron por 30 dias C).

II1.3. Descongelacion de las muestras. La descongelacion de las muestras de
esperma de la TSPM fue evaluada con tres tasas diferentes: 25°C por 20
segundos (s), 35°C por 10s 0 40°C por 7 s (Wheeler y Thorgaard, 1991; Holiz,
1993; Gwo et al., 1993). Brevemente, las pajillas fueron extraidas del tanque de
NoL y sumergidas en el bafio de agua a la temperatura escogida, una vez que
estas viraron de un color blanco opaco a ligeramente transparente fueron
sacadas del agua, limpiadas con un papel secante, cortadas en sus extremos y
la muestra colocada en un tubo de plastico de 1.5 mL el cual contenia SE-EG

(1:1), esto con el propdsito de eliminar el ACP.

Una vez descongeladas las pajillas, inmediatamente las muestras de esperma
fueron evaluadas en su porcentaje de movilidad, integridad de membrana y dafho

al ADN.
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111.3.1. Evaluacién de la movilidad. Para determinar el porcentaje de movilidad de
las muestras de esperma descongelada, una alicuota de 5 ML fue colocada en un
portaobjetos y activada con 20 pL de DIA 532. El porcentaje de movilidad fue

registrado de acuerdo a los procedimientos antes descritos.

l11.3.2. Evaluacién de la integridad de membrana con sondas fluorescentes. E| kit
LIVE/DEAD para viabilidad de esperma (L-7011 Molecular Probes, Inc., USA) fue
utilizado para determinar la integridad de membrana. El protocolo de tincién fue
realizado acorde a Molecular Probes (Molecular Probes, 2005). Alicuotas de 100
ML de muestra de espermatozoides descongelados fueron mezclados con 0.50
ML de SYBR 14 (20 nM concentracion final) e incubada en la oscuridad por 10
minutos a temperatura ambiente (~19°C). Una segunda incubacion con 0.50 uL
de yoduro de propidio (YP) (12 uM concentracion final) fue realizada por otros 10
minutos. Después del periodo de incubacion, las muestras fueron observadas en
un microscopio de fluorescencia a un aumento de 200 o 400 o 1000X, usando un
filtro azul (excitacion 490 nm y emisién 510 nm). Por cada muestra, un total de
10 campos con 100 células por campo fueron observados. Las células que
mostraban integridad de membrana fueron registradas como viables
(fluorescencia verde). Las células que no mostraban integridad de membrana

fueron registradas como no viables (fluorescencia roja)
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111.3.3. Evaluacién del ADN del esperma utilizando el ensayo cometa.

111.3.3.1. Validacion de la técnica. Para el control positivo se utilizd una solucién
de peroxido de hidrogeno (H20,) preparada a diferentes concentraciones (100,
200, 400, 600, 800, 1000 mM). Una alicuota de 50 pyL de semen fresco fue
suspendida en 30 uL H,O, a las diferentes concentraciones. La mezcla fue
mantenida por 10 minutos a 4°C y la fragmentacion del ADN fue evaluada en un
microscopio de fluorescencia a un aumento de 200 o 400 o 1000X, usando un
filtro de excitacion de 510-560 nm. Para el control negativo se utilizé una alicuota

de 50 uL de semen fresco sin Hz0x.

111.3.3.2. Preparacion de los portaobjetos con las muestras. La primer capa de
agarosa fue formada al esparcir 100 yL de agarosa 0.5% (AG) sobre un
portaobjetos esmerilado y cubierta con uh cubreobjetos. Las muestras fueron
protegidas de la luz y el polvoy mantenidaé en estas condiciones por 1.5 horas a
temperatura ambiente (~19°C) para que solidificara la AG. Transcurrido este
tiempo se retiraron los cubreobjetos y sobre la capa de AG se esparcieron 90 pL
de una mezcla que contenia 30 WL de esperma fresco (control) o descongelado y
225 pL de agarosa de bajo punto de fusién (ABPF) al 0.5 (el volumen de
esperma afiadido fue ajustado a fin de tener una concentracion final de ~10 x 10°
espermatozoides/mL), se colocaron cubréobjetos limpios y las muestras se
guardaron en un refrigerador a 4°C por 25 minutos. Al solidificar la agarosa se
removieron los cubreobjetos de las muestras y sobre la capa anteriormente

formada se esparcieron 100 puL de ABPF. Los portaobjetos fueron protegidos con
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cubreobjetos limpios y mantenidos de nuevo en un refrigerador a 4°C por 10

minutos para permitir la solidificacion de la tercera capa (Fig. 4.3A-B).

Todo el material utilizado fue primeramente enjuagado con metanol y secado a
temperatura ambiente para evitar cualquier residuo organico. Las soluciones de
agarosa fueron preparadas al momento y mantenidas en un bafio de agua (55-
60°C) para evitar que solidificaran. Las muestras de los espermatozoides
criopreservados con los diferentes ACPs y descongelados a las diferentes

temperaturas fueron evaluadas por triplicado.

l11.3.3.3. Lisis. A partir de este punto todo el procedimiento fue llevado a cabo
con luz tenue (luz roja). La solucion de lisis (2.5 M NaCl, 100 mM Na2-EDTA, 10
mM Tris, 1% Triton X-100, 1% lauryl sarcosine) fue preparada un dia antes y
mantenida en refrigeracion a 4°C hasta su uso. Primeramente se removieron los
cubreobjetos de las muestras anteriormenté preparadas y los portaobjetos fueron
colocados en jarras de plastico con ~80 mL de la solucidn de lisis a 4°C por 1
hora (Fig. 4.3B). Después de este tiempo, para descondensar el ADN, a Ia
solucién de lisis se le agregé dithiothreitol (a una concentracion final de 10mM) y
las muestras permanecieron en esta solucién a 4°C por 30 minutos. Después, a
la solucién previa se le afiadié diiodosalicilato de litio (a una concentracion final
de 4 mM) y los portaobjetos se mantuvieron en incubacién a temperatura

ambiente por 90 minutos.
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111.3.3.4. Desnaturalizacién y electroforesis. Para fomentar la desnaturalizacion
del ADN de las muestras, los portaobjetos fueron removidos de la solucion de
lisis y se les elimind el exceso de ésta solucién. Enseguida, se colocaron
horizontalmente en una camara de electroforesis (BIO-RAD) que contenia
solucion amortiguadora (300 mM NaOH, 1mM Na2-EDTA, pH 12) y
permanecieron en esta solucion por 20 min a 4°C sin voltaje. Posteriormente la
electroforesis de las muestras fue llevada a cabo por 10 minutos a 25 V y 300
mA (Fig. 4.3C-D). Todo el procedimiento fue realizado a 4°C. La solucion
amortiguadora fue preparada un dia y mantenida en refrigeracion (4°C) hasta su

uso.

111.3.3.5. Neutralizacion y fijacién de las muestras. Al finalizar la electroforesis, la
solucion amortiguadora fue drenada y los portaobjetos colocados en una charola
de plastico con solucién neutralizante (0.4 mM Tris, pH 7.5) por 5 minutos a 4°C.
Esta operacion se repitid6 dos veces con Vsolucién fresca a fin de asegurar la
eliminacion de todos los alkali y detergentes. Después, la solucion neutralizante
fue drenada y la fijacion de la muestra se realizé6 sumergiendo los portaobjetos
en una solucién de metanol por 3 minutos y posteriormente mantenidos a
temperatura ambiente para que se secaran (Fig. 4.3E-F). Los portaobjetos ya
fijados se colocaron en charolas de plastico, las cuales fueron introducidas en
bolsas oscuras de plastico para que se protegieran del polvo y de la luz. Las

muestras fueron almacenadas a ~4°C hasta su uso.
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111.3.3.6. Analisis de la muestra. Para visualizar los cometas, las muestras fueron
teflidas con 40 pL de bromuro de etidio a una concentracion de 0.5 pg/mL,
cubiertas con un cubreobjetos y observadas en un microscopio de fluorescencia

(Nikon Eclipse E800) con un filtro de excitacion de 510-560 nm (Fig. 4.3G-H).

Solucion de Neutralizacion

Figura 4.3. Ensayo cometa. Sobre un portaobjetos esmerilado se esparce una capa de
agarosa al 0.5%, una vez que ésta solidifica se le esparce encima una mezcla de
esperma y agarosa de bajo punto de fusion al 0.5%. Por ultimo, una capa de agarosa de
bajo punto de fusién al 5% es colocada sobre las dos capas anteriores A). Cuando las
tres capas de agarosa estdn solidificadas, los portaobjetos son colocados en una
solucién de lisis por 180 minutos B); posteriormente éstos son incubados por 10 minutos
en una solucién amortiguadora C) y al término de este tiempo es llevada a cabo la
electroforesis a 25 V y 300 mA durante 10 minutos D). Finalmente los portaobjetos son
colocados en una solucién de neutralizaciéon por 5 minutos E), escurridos a temperatura
ambiente y colocados en metanol por 3 minutos para su fijacion F). El analisis de la
muestras se realizé con bromuro de etidio al 0.5% G) y las muestras son analizadas en

un microscopio con un filtro de excitacién de 510-560 nm H).
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De cada portaobjetos analizado se seleccionaron él azar varios campos para
registrar las imagenes, las cuales fueron capturadas con una camara digital
(EVOLUTION®VF, Media Cybernetics). Las imagenes fueron recuperadas con el
programa Image Pro-Plus ® v. 6. 0. Aproximadamente 80 células de cada
portaobjetos fueron fotografiadas y aquellas que presentaron una prolongacion
de su material genético fueron consideradas como dafiadas y cuantificadas (%)

como células cometas (Fig. 4.4).

CABEZA COLA

CELULA COMETA

Figura 4.4. Cometa tipico que muestra el esparcimiento del material genético (cola)

cuando la célula (cabeza) es dafiada.
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IV Analisis estadistico.

Recolecta de esperma. El efecto de las diferentes temporadas de espermiacion
sobre la movilidad y el nimero de espermatozoides de la trucha de San Pedro

Martir fue evaluado mediante un ANOVA de una via.

Citotoxicidad de los crioprotectantes. Para comparar el efecto de los diferentes
ACPs (DMSO, DMA, ETG, GL, MT, PD), a las diferentes concentraciones (5%,
7%, 10% y 15%) sobre la movilidad espermatica (%), en los diferentes tiempos
(0, 5, 10, 15, 20, 25 y 30 minutos), se utilizdé un ANOVA de tres vias. Para
determinar las concentraciones efectivas (EC50) de cada uno de los ACP
evaluados en los espermas de la TSPM a diferentes tiempos, se utilizo el

Analisis “Probit” (Finney, 1971; Hong et al., 1988).

Conservacion a largo plazo. El efecto del DMSO, DMA o MT sobre lo movilidad
espermatica de la TSPM antes de ser congelados, fue evaluado con un ANOVA
de una via. Después del proceso de congelacién/descongelacién de los
espermas de la TSPM; el efecto de los ACPs mencionados anteriormente, fue
evaluado sobre la movilidad, integridad de membrana y dafio al ADN con un

ANOVA de dos vias.

Para detectar diferencias significativas especificas se utilizé la prueba a
posteriori de Tukey HSD («x = 0.05). El analisis estadistico fue realizado con el

paquete estadistico SAS para Windows ® (SAS Institute, Cary, North Carolina).
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Los resultados obtenidos en porcentaje fueron transformados a la raiz cuadrada
del arcoseno antes de ser evaluados con el ANOVA, y se considerd un nivel de

significancia de o« = 0.05.
RESULTADOS

Recolecta de esperma de la trucha de San Pedro Martir. De los ocho machos
mantenidos en cautiverio, solo siete espermiaron. La liberacién de esperma por
la TSPM durante Marzo y Abril de 2009 fue significativamente diferente tanto en
el porcentaje de movilidad (F40s = 9.29, P = 0.0041) como en el nimero de
espermatozoides (Fz05 = 225.40, P < 0.0001). En cuanto al volumen ftotal, se
obtuvieron 1.6 mL de esperma durante Marzo y 1.2 mL durante la recolecta de
Abril (Fig. 4.5). Los promedios (+ desviacion estandar) de movilidad mas altos
(91 + 6%) y concentracion de espermatozoides (4772 = 639 x10°), fueron
obtenidos durante la recolecta de espermé_en Marzo y disminuyeron en Abril (86

+ 6%, 2500 + 270 x10°, respectivamente). -

Figura 4.5. Espermatozoides de la trucha de San Pedro Martir a un aumento de 400X.

Citotoxicidad de los crioprotectantes. Con respecto al control, los
espermatozoides que fueron suspendidos'en las diferentes concentraciones de
los distintos ACPs (DMSO, DMA, ETG, GL, MT y PD), presentaron diferencias

significativas en el porcentaje de movilidad (F1 77 = 280.54, P < 0.0001) conforme
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Figura 4.5. Espermatozoides de la trucha de San Pedro Martir a un aumento de 400X.

Citotoxicidad de los crioprotectantes. Con respecto al control, los
espermatozoides que fueron suspendidos en las diferentes concentraciones de
los distintos ACPs (DMSO, DMA, ETG, GL, MT y PD), presentaron diferencias
significativas en el porcentaje de movilidad (F177 = 280.54, P < 0.0001) conforme
aumentoé el tiempo de exposiciéon del esperma al ACP. El efecto citotoxico sobre
la movilidad espermatica estuvo relacionado con la concentracion del ACP vy el
tiempo de exposicion. Los porcentajes mas altos de movilidad (55.6%) fueron
encontrados en los espermatozoides suspendidos en MT a los 5 minutos vy
concentraciones de 5y 7%. Los mantenidos en ETG perdieron movilidad desde
el inicio del experimento en todas las concentraciones evaluadas, y con DMA,
PD, GL y DMSO, la movilidad fue <20% (Fig. 4.6). El orden de toxicidad de

menor a mayor encontrado en los experimentos fue:

MT<DMA<DMSO<PD<GL<ETG.
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Figura 4.6. Efecto citotdxico de los diferentes crioprotectantes (MT [metanol], DMA [N-N,
Dimetil acetamida], GL [Glicerol], DMSO [Dimetil sulfoxido], PD [1,2-Propanodiol] y ETG
[Etilenglicol]), en la movilidad de los espermatozoides de la trucha de San Pedro Martir,

en cuatro diferentes concentraciones e incubados en diferentes tiempos de equilibrio. La

muestra control presento del 80-90% de movilidad en los diferentes tiempos.
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De acuerdo al andlisis “Probit”, las EC50 de los diferentes ACPs al 5% fueron
- entre 0.00% para el ETG y hasta 6.28%% con el MT (Tabla IV.1). Este ultimo
valor representa el mayor porcentaje de movilidad espermatica después de ser
suspendidos en el ACP, por lo que el MT a una concentraciéon del 5% con 5
minutos de equilibrio fue seleccionado para ser utilizado como ACP. El ETG, PD,

DMSO, GL y DMA no fueron recomendables para el esperma de la TSPM.

Tabla IV.1. Determinacion del EC50 para los espermatozoides de O. mykiss nelsoni,

suspendidos en los diferentes ACPs (MT [metanol], DMA [N-N, Dimetil acetamida], GL
[Glicerol], DMSO [Dimetil sulféxido], PD [1,2-Propanodiol] y ETG [Etilenglicol]) por 30
minutos.

EC50 (%)
T(ifn“i‘n'f DMA DMSO ETG GL MT PD
5 0.91 253 0.00 3.20 6.28 0.098
10 1.22 0.00 0.00 0.00 4.67 0.00
15 1.44 0.00 0.00 0.00 4.71 0.00
20 1.10 0.00 0.00 0.00 3.76 0.00
25 1.19 0.00 0.00 0.00 4.15 0.00
30 0.00 0.00 0.00 0.00 2.25 0.00

Congelacién a largo plazo del esperma. El porcentaje de movilidad de los
espermatozoides suspendidos en los diferentes ACPs antes de iniciar el proceso
de congelacion fue significativamente diferente (Fs07 = 342.84, P < 0.0001).
Antes de la congelacion, los espermatozoides que fueron suspendidos en 5%
MT presentaron los mas altos porcentajes de movilidad (58 + 1.67%) y los

mantenidos en 5% DMSO los valores mas bajos (18 + 1.67%).
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Después de que los espermatozoides de la TSPM fueron congelados vy
posteriormente descongelados, no se observd movilidad. Sin embargo, si se
obtuvo viabilidad celular, en términos de integridad de membrana (Fig. 4.7) y
ADN (Fig. 4.8). Diferencias significativas fueron encontradas en cuanto a la
integridad de membrana (F197 = 3245.13, P < 0.0001) y dafo al ADN (Foo7 =
367.81, P < 0.0001) de los espermatozoides mantenidos en los diferentes

tratamientos.

Figura 4.7. Integridad de membrana en los espermatozoides de la trucha de San Pedro
Martir criopreservados con DMSO A), DMA B) o MT C). Las observaciones fueron
realizadas en un microscopio de fluorescencia a un aumento de 200X, usando un filtro
azul (excitacion 490 nm y emision 510 nm). Los espermatozoides con membrana
danada (de color rojo) y con membrana integra (color verde) estadn sefialados por la

flechas.
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Figura 4.8. Ensayo cometa. Integridad de ADN de los espermas de la trucha de San
Pedro Martir criopreservados con DMSO A). Muestra control B) y espermas con
peroxido de hidrégeno C). Las observaciones fueron realizadas en un Microscopio de

Fluorescencia utilizando un filtro de excitacion de 510-560 nm.
Los espermas criopreservados en los diferentes ACP y descongelados a 40°C
por 7 segundos presentaron la mejor viabilidad. El mayor numero de

espermatozoides con integridad en la membrana (63.17 + 0.85%) y ADN (68.56

+ 1.88%), fueron obtenidos cuando se utilizé MT como ACP.
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Cuando los espermas fueron descongelados en temperaturas de 25°C por 20
segundos, y criopreservados con DMSO o MT, se obtuvieron los valores mas
bajos (4.24 + 0.30%) en cuanto a integridad de membrana. La integridad del
ADN alcanzé sus valores mas bajos (21.04 £ 0.73%) en estas temperaturas de

descongelacién en espermas criopreservados con DMA (Fig. 4.9).

En los espermas de la TSPM la integridad de membrana fue afectada de manera
importante por el proceso de descongelacién. Temperaturas de 40°C (7 s) y MT
como ACP favorecieron la integridad de la membrana (Fig. 4.9). El orden de
menor a mayor dafio con respecto a la temperatura fue: 40°C (7 s)<35°C (10

§)<25°C (20 s), y con respecto al tipo de ACP: MT<DMA<DMSO.
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Figura 4.9. Efecto de la temperatura de descongelaciéon en la movilidad, integridad de
membrana y de ADN de los espermas de O. mykiss nelsoni, criopreservados con DMSO
5% (Dimetil sulféxido), DMA 5% (N-N, Dimetil acetamida) o MT 5% (Metanol) como
crioprotectantes. El control presenté de un 88% para la movilidad, un 87% para la

integridad de membrana y un 92% para dafo al ADN.
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DISCUSIONES

Durante la criopreservacion las células son expuestas a un considerable estrés
fisico-quimico y su calidad y supervivencia pueden ser alteradas. Estudios
previos con espermas criopreservados de peces han reportado dafios a nivel de
la movilidad, integridad y funcionalidad de la membrana plasmatica, integridad
del ADN y desarrollo embrionario (Cabrita et al., 2005, Pérez-Cerezales et al.,
2010). Por tanto, el uso de diferentes aditivos quimicos con caracteristicas
crioprotectoras y diversos métodos de congelacién/descongelacién, han sido
evaluados para mejorar la supervivencia de los espermatozoides de peces
durante su criopreservacion (Tiersch, 2000; Medina-Robles, 2005; Cabrita et al.,

2009).

En el presente estudio los espermas de la TSPM suspendidos en los diferentes
ACPs presentaron una movilidad mayor cuando fueron suspendidos en MT y
ausente cuando se colocaron en ETG, el cual resulté ser el ACP mas tdxico.
Ademas, conforme incrementé la concentracion de los distintos ACPs y su TE, la

movilidad espermatica disminuyo.

Actualmente los aditivos quimicos como el DMSO, GL y MT han sido
ampliamente usados como ACPs en esperma de peces de agua dulce
(McAndrew et al., 1993; Medina-Robles et al., 2005). Sin embargo, su efecto
puede variar con las condiciones del sistema de experimentacién y la especie

(Fahy et al., 1987; Yao et al., 2000). El DMSO es el ACP mas utilizado, aunque
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en peces los resultados obtenidos en las diferentes especies muestran gran
variabilidad (Medina-Robles et al., 2005). Este quimico ha mostrado gran
eficiencia en el proceso de criopreservacion de esperma de Thymallus thymallus
(Lahnsteiner et al., 1996b), Chalcalburnus chalcoides (Lahnsteiner et al., 2000),
Brycon siebenthalae (Cruz-Casallas, et al., 2004) y O. mykiss (Robles et al.,
2003; Tekin et al., 2007; Betancur et al., 2008; Aral et al., 2009). No obstante,
resultados no satisfactorios han sido reportados en esperma de Acipenser
fulvescens (Ciereszko, 1999), asi como en el presente trabajo con la TSPM. De
la misma manera, el DMA y el GL han sido reportados con buenos resultados en
esperma de peces como la trucha arcoiris (McNiven et al., 1993; Lahnsteiner,
2000; Babiak et al., 2001), pero en el esperma de la trucha de San Pedro Martir

estos ACP no fueron eficientes.

EI DMSO es considerado menos téxico que el DMA y con una habilidad mayor
para penetrar en la célula que el GL, por lo que 7su efecfo letal acorde a Farshad
et al. (2009) puede ser atribuido mas a nivel bioquimico que al dafio causado por
el efecto osmético. Cuando el DMSO penetra 'lénl célula se concentra en la regién
adyacente de la bicapa lipidica, por lo que la interaccion electrostatica de este
aditivo con los fosfolipidos puede ser critica para la viabilidad de la membrana
post-descongelacion (Porcu et al., 2001). Con el propésito de minimizar el efecto
téxico de estos aditivos quimicos en las células, Best (2010) propone disminuir el
tiempo de exposicién entre estos dos componentes. Sin embargo, en este

estudio TE cortos (<5 minutos) igualmente afectaron la movilidad espermatica de
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la TSPM, lo que podria sugerir que este ACP tuvo un efecto toxico en los
espermas de esta trucha sin importar el TE. Por tanto, este aditivo gquimico no
fue recomendado para los espermas de esta trucha. Ademas cabe mencionar
que de las propiedades importantes que le confieren al DMSO su facilidad de
combinacién con otros agentes deletéreos o carcinégenos, lo que lo convierten

en un compuesto con mayor potencial toxico (Brayton, 1986).

En cuanto al MT, este aditivo quimico ha sido utilizado eficientemente en
esperma de peces de agua dulce como Clarias gariepinus (Viveiros et al., 2001),
Tunakia limbata (Ohta et al., 2001) y O. mykiss (Lahnsteiner et al., 2002; Salte et
al., 2004). No obstante, los resultados obtenidos con el uso del MT como ACP
han sido menos homogéneos que los observados con DMSO (Medina-Robles et
al., 1995). En este estudio, el MT a una concentracion del 5% fue considerado el
ACP mas adecuado antes y después del proceso de criopreservacion. Lo
anterior puede ser atribuido principalmente a su capacidad de salir y entrar mas
rapidamente de la célula (Harvey y Ashwood-Smit, 1982: Hagedorn et al., 1997;
Tiersch et al., 2000), debido a su bajo peso molecular (peso molecular = 32) con

respecto a los demas ACPs evaluados (peso molecular = 62-92).

El PD, es un aditivo quimico que ha sido utilizado con buenos resultados en
aletas de peces (Mauger et al., 2008), pero su aplicaciéon en células germinales
primordiales de estos organismos no han sido satisfactorios (Kobayashi et al.,
2003). EI ETG por su parte ha sido utilizado con buenos resultados en células

germinales de peces como la trucha arcoiris (O. mykiss) o en esperma del mono
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(Macaca fascicularis) y en humanos (Kobayashi et al., 2003; Li et al., 2005). Sin
embargo, en esperma de peces como Piaractus brachypomus (Navarro et al.,
2004), Scophthalmus maximus (Dreanno et al., 1997) y Clupea pallasi (Pillai et
al., 1994), las expectativas con este ACP no fueron buenas. En los espermas de
la TSPM el efecto citotéxico de PD y el ETG fue evidente, principalmente con
este Ultimo, el cual ocasiond la muerte de todos los espermatozoides desde el

momento en que entraron en contacto con este aditivo quimico.

Los trabajos de Wayman y Tiersch (2000) sugieren minimizar Ia concentracion
de los ACPs a fin de disminuir |a pérdida de la movilidad atribuida al efecto toxico
de los ACP. Incluso, Bromage y Roberts (2001) reportan que la concentracion
adecuada de los ACP podria estar en funcién del tipo de aditivo quimico, del TE

o del criterio usado para la evaluacién de la viabilidad post-descongelacién.

En peces, los ACPs cominmente utilizados, son manejados generalmente con
TE cortos (5-15 minutos) y concentraciones de 7 a 15% (Bromage y Roberts,
2001). En especies de agua dulce el DMSO ha sido utilizado con buenos
resultados en concentraciones de 5 al 15% (Robles et al., 2003; Navarro et al.,
2004; Akgay et al., 2004; Bozkurt y Seger, 2005; Tekin et al., 2007; Aral et al.,
2009), el MT en 10% (Babiak et al., 2002, Lahnsteiner et al., 2002; Navarro et al.,
2004) y el DMA del 15-20% (Wernecke y Pluta, 2003, Akcay et al., 2004). En
este estudio con base en el analisis “Probit’, concentraciones entre 4-6% de MT
o de 0-3% para los demas ACP evaluados con TE de 5-10 minutos fueron

recomendadas para los espermas de la TSPM. Sin embargo, esta concentracién
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podria no ser suficiente para proteger a los espermas de la TSPM durante su
criopreservacion. Incluso, concentraciones demasiado altas pueden ocasionar
alteraciones a nivel bioquimico y osmoético (Chain, 2010) que afecten la calidad

(movilidad y viabilidad) de los espermas de esta trucha.

No obstante, los trabajos en peces salmoénidos (Legendre y Billard, 1980; Stoss y
Holtz, 1983; Lahnsteiner et al., 1992; Piironen, 1993: Lahnsteiner, 2000) sugieren
minimizar o anular los TE. Esto con el proposito disminuir el efecto citotoxico de
los aditivos quimicos en las células espermaticas. Lo anterior se debe a que los
espermas de estos peces son células pequefias (ancho de la cabeza 2-3 um) y
por tanto, no existen barreras de permeabilidad que limiten la penetracion de
estos aditivos quimicos. Incluso, escasos estudios reportan que |la
implementacién de un TE mejora la calidad del esperma de estos peces post-

descongelacion (Baynes y Scott, 1987: Lahnsteiner et al., 1992).

En el presente estudio, TE cortos (0-5 min) presentaron los mejores porcentajes
de movilidad espermatica pre-congelacion en la TSPM. Lo anterior se debe
posiblemente a lo antes mencionado con respecto al tamarfio de los
espermatozoides de esta trucha (ancho de la cabeza 2 14 Mm) y al tipo de

quimico utilizado como ACP.

La temperatura del sistema en la cual Ia ihteraccién esperma/ACP es llevada a
cabo también ha sido relacionada con el efecto citotoxico de los ACPs sobre las

células (Conget et al., 1996). Se ha sugerido que en bajas temperaturas se
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necesitan grandes periodos de equilibrio y en altas temperaturas periodos mas
cortos (Chain, 2010). Sin embargo, los resultados en el presente estudio no
apoyan esta aseveracion, ya que en los espermas de la TSPM las bajas
temperaturas de exposicion entre el ACP y el esperma (4°C) con prolongados TE
(>5 minutos), no fueron favorables en la movilidad pre-congelacion de los
espermas. Aunque se coincidié en que una disminucion de la temperatura en la
cual las celulas son expuestas a altas concentraciones de solutos, podria
resultar en un dafio menor. Lo anterior es debido a que altas temperaturas
favorecen las uniones hidrofébicas de los ACPs con las proteinas, lo que puede

ocasionar su desnaturalizacién (Arakawa et al., 1990; Chao, 1991).

Los distintos ACPs, las diferentes concentraciones de cada uno y diferentes TE
en la solucién crioprotectora, son factores relevantes en los resultados que se
obtienen en la calidad del esperma antes de ser criopreservados (Fahy et al.,
1987; Rana, 1995). No obstante, durante la criopreservacion factores como el
meétodo de enfriamiento y la tasas de enfriamiento han sido reportados como
factores determinantes en la calidad y viabilidad espermatica de peces de agua

dulce (Cabrita et al., 2009).

Cuando los espermas de la TSPM fueron criopreservados; el MT de nuevo
resultd tener mas caracteristicas crioprotectoras que el DMA o el DMSO (todos
en una concentracion del 5%). No obstante, los espermas criopreservados en
estos tres ACP presentaron un evidente dafio a nivel de ADN e integridad de

membrana. Aunque este dafio fue menor comparado con el efecto que tuvieron
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en la movilidad espermatica post-descongelacion, la cual fue completamente

nula en cualquiera de estos tres ACP.

Estudios previos en espermas de humanos (Isachenko et al., 2004), perros
(Stornelli y De la Sota, 2006), cerdos (Sancho et al., 2007), monos (Li et al.,
2003) y peces (Muchlisin, 2005) sugieren que la movilidad post-descongelacion
disminuye significativamente después de la criopreservacion con respecto a la
movilidad evaluada en esperma fresco. Los trabajos de Wernecke y Pluta (2003)
en esperma de Cyprinus carpio reportan que la mejor movilidad post-
descongelacién (40%) se obtuvo con DMA a una concentracién entre 15-20%, y
usando VN,L como método de enfriamiento, antes de ser sumergidos en NoL. En
este estudio, utilizando el mismo método de enfriamiento y ACP como DMSO o
DMA o MT a una concentracion del 5%, la movilidad post-descongelacion fue

nula.

En peces de agua dulce, el enfriamiento de espermas con VN,L ha sido
ampliamente utilizado (Medina-Robles et Val., 2005) y pese a que -algunos
estudios no recomiendan el uso de VN,L para enfriar (Bromage y Roberts 2001),
algunos otros (Wernecke y Pluta, 2003; Avila-Portillo et al., 2006) sugieren que
esta técnica puede dar lugar a tasas de vida satisfactorias. Lo anterior se debe a
que el VN:L tiene una distribucién de la temperatura mas uniforme que el método
de enfriamiento programable (Salinas-Flores, 2003) y puede manejar diferentes
tasas de congelamiento, lo que no sucede cuando se utiliza hielo seco (Bromage

y Roberts, 2001). Ademés es un método de facil aplicacién y que no requiere de
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equipos especializados (Lahnsteiner, 2000). No obstante, la tasa y la
temperatura de enfriamiento antes de la inmersién en NsL son determinantes en

la supervivencia celular (Bromage y Roberts, 2001).

En este estudio, las pajillas con esperma fueron colocadas en VN,L (-70°C)
durante 10 minutos con una tasa de enfriamiento de -32°C/min y después
sumergidas en NoL (-196°C). Estudios similares demostraron ser eficientes en la
criopreservacion del esperma de O. mykiss, Cyprinus carpio, Polyodon spathula,
Acipenser brevirostrum y Scaphirhynchus albus (Vargas, 2001; Lahnsteiner et
al., 2002; Robles et al., 2003; Akgay et al., 2004; Bozkurt, 2005; Horvath et al.,
2008; Aral et al., 2009). Sin embargo, en los espermas de la TSPM la movilidad

post-descongelacion fue completamente nula.

Estudios previos en peces sub-tropicales y tropicales (Bromage y Roberts, 2001)
sugieren que estas especies prefieren bajas tasas de enfriamiento. En especies
como Dicentrarchus labrax y Tanakia limbata, tasas de enfriamiento de 5-
15°C/min resultaron en una alta activacion post-descongelacic’}n (Billard, 1978;
Ohta et al., 2001). No obstante, especies de aguas mas frias como la trucha
arcoiris, prefieren tasas entre 30-80°C/min (Scott y Baynes, 1980; Baynes y

Scott, 1987; McAndrew et al., 1993).

Considerando que altas tasas de enfriamiento son preferidas por especies de
aguas frias, posiblemente en los espermas de la TSPM la tasa evaluada, aunque

cae dentro del intervalo sugerido para O. mykiss, no fue lo suficientemente alta.
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Estas condiciones pudieron ocasionar que los espermas se deshidrataran en
extremo y quedaran expuestos a altas concentraciones de solutos, ocasionando
un dafo a nivel osmético y posibles alteraciones en la movilidad, como ha sido
sugerido en espermas de humanos y cerdos (O Connell et al., 2002: Cerolini et
al., 2001). Por tanto, futuros estudios con tasas de enfriamiento mayores podrian

ser dirigidos en los espermas de esta subespecie de trucha.

Aunque la movilidad ha sido comtnmente empleada en peces como indicadora
de la calidad espermatica, su relacion con la habilidad de fertilizar atin no ests
del todo claro. Estudios previos en O. mykiss (Ciereszko et al., 1999) reportan
que porcentajes nulos de movilidad (post-descongelacién) ocasionaron un 68%
de fertilizacion. Asi, aunque la movilidad es a menudo usada como un criterio de
viabilidad celular, ésta podria ser acompafiada por otro método de evaluacion

mas objetivo, como la integridad de membrana o ADN.

En peces, la membrana plasmatica cumple un papel importante en las diferentes
actividades celulares y rutas de sefializacion, que pueden conducir entre otros a
la activacion de la movilidad espermatica (Marian et al., 1993) y a la habilidad de
los espermas para el proceso de fertilizacién (Cabrita et al., 2001b). No obstante
durante el proceso de criopreservacion se modifica su fluidez y se altera su

permeabilidad (Hazel, 1995; Batellier et al., 2001, O'Connell et al., 2002).

Estudios en peces de agua dulce han reportado dafios en membrana y ADN, los

cuales fueron asociados al proceso de enfriamiento/descongelacion (Bromage y
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Roberts 2001; Cabrita et al., 2005). En este estudio, los espermas de la TSPM
criopreservados con DMSO o DMA o MT, presentaron dafio en la membrana, el
cual fue superior al ocasionado a nivel de ADN, pero significativamente menor
con respecto al obtenido en la movilidad espermatica. Esta diferencia puede ser
atribuida a que espermas que no presentaron movimiento, tenian una integridad
de membrana intacta (Salinas-Flores, 2003). Por lo que es probable que
estructuras involucradas en la movilidad del esperma (axonema del flagelo y/o
mitocondria) de la TSPM fueron alteradas (Billard et al., 2000; Tabares et al.,
2003). Resultados similares a lo encontrado en este estudio, han sido reportados
en espermas de Macaca fascicularis (Li et al., 2005) y de humanos (Isachenko et
al., 2004). No obstante, en esperma de carnero este patrén difiere ya que la
membrana plasmatica fue mas sensible que la parte locomotora de la célula
espermatica. En virtud de lo anterior, es evidente una respuesta especie-

especifica ante el proceso de congelacion/descongelacion.

Ademas en el presente estudio, la tempefatura de descongelacién y el tipo de
ACP fueron factores determinantes en la viabilidad de los espermas de la TSPM.
Temperaturas de 40°C y MT como ACP presentaron una integridad de
membrana y de ADN superior que cuando se utilizaron temperaturas bajas de
descongelacion (25°C) y ACP como DMSO o DMA. Cabe sefialar que a pesar de
la eficiencia reportada de estos dos factores en la viabilidad espermatica de O.
mykiss (Babiak et al., 2002; Cabrita et al., 2005; Tekin et al., 2007; Aral et al.,

2009), estos no fueron recomendables en los espermas de la TSPM.
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En cuanto al ADN, los estudios realizados en O. mykiss, Salmo trutta y peces
marinos como Dicentrarchus labrax, las alteraciones por el proceso de
enfriamiento/descongelacion en el esperma de estas especies fueron vinculadas
a nivel de la cromatina (Billard 1983; Labbé et al., 2001; Zilli et al., 2003).
Ademas, este dafio no afecto el proceso la fertilizacion, supervivencia ni la
calidad de la descendencia de estas especies. No obstante, los estudios de
Quintero (2003) realizados en esperma de caballo, cerdo y conejos sugieren que
las lesiones a nivel de la cromatina pueden incrementar la mortalidad
embrionaria. En peces, estudios recientes en trucha arcoiris encuentran que los
espermas criopreservados de esta especie con un dafio a nivel de ADN,
mantuvieron su habilidad para fertilizar pero, la supervivencia de los embriones

obtenidos fue afectada (Pérez-Cerezales et al., 2010).

Cabrita et al., (2005) sugieren que en trucha arcoiris la vulnerabilidad del ADN a
la desnaturalizacion, tiene que ver con el nivel de empaquetamiento de la
cromatina y de la tasa de histonas/protaminas en espermas, el cual es diferente
para cada especie. Lo que explica, el porqué los dafios de ADN detectados en
espermas de humanos, por ejemplo, no son reportados en otras especies como
cerdos (Evenson et al, 1994: Hammadeh et al., 2001). En la TSPM
desafortunadamente no existe informacion sobre la estructura de la cromatina.
Sin embargo, la fragmentaciéon del ADN en los espermas criopreservados de
estos peces pudo estar vinculada con un estrés hiperténico, el cual ha sido ya

reportado en peces (Hashimoto et al., 1998).
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En el presente estudio, durante el ensayo cometa el procedimiento de lisis se
realizé en una solucion hiperosmética durante largo tiempo (1 h) y esto, aunado
al tipo de ACP (principalmente con DMSO o DMA), TE (>5 minutos) y proceso de
enfriamiento/descongelacion  (temperaturas  de descongelacion de 25°C),
pudieron haber contribuido con la fragmentacién del ADN de estos espermas.
Ademas, de la posible contribucion ocasionada por eventos apoptéticos (Cabrita
et al., 2005). En peces, los trabajos de Labbé et al. (2001) reportan que los
espermas de la trucha arcoiris criopreservados con DMSO (10%) no presentaron
un efecto significativo en la fragmentacién de ADN. No obstante, los resultados
de este estudio sugieren que la adicion del DMSO en ninguna de las
concentraciones evaluadas fue recomendada para la criopreservacion de los

espermas de la TSPM.

A la fecha, se sugiere que la inestabilidad del ADN producida por la
criopreservacion podria ser reparada por el _c'lwocito después de la fertilizacién y
que este mecanismo de reparacién podria eétar en funcién del tipo y el nivel de
dafo (Ahmadi y Soon-Chye, 1999; Kopeiké et al., 2004). En espermas de
humanos, los trabajos de Ahmadi (1999) reportan que los ovocitos tienen la
capacidad de reparar el dafio en el ADN del esperma solo cuando el dafio es
menor al 8%. En peces como O. mykiss, se ha reportado que al menos un 10%
del dafio del ADN de los espermas criopreservados es reparado por el ovocito
durante la primera divisién de la célula fecundada (Pérez-Cerezales et al., 2010),

no obstante, el proceso de reparacion atin no es del todo claro.



184

La evaluacion de la magnitud del dafio a nivel de ADN resulta ser importante
debido a la especificidad de los espermas de las distintas especies durante el
proceso de criopreservacion. Ademas de las repercusiones que pudieran tener
sobre la calidad del esperma, el estado de fertilizacion del macho y el desarrollo
ontogénico de los organismos producidos por el material criopreservado
(Isachenko et al., 2004). Desafor’:unadaﬁ‘nente a pesar de la importancia
potencial del efecto de criopreservacion sobre el genoma de las células

reproductivas, los reportes en la literatura sobre este tema han sido limitados.

En este estudio, los espermas de la TSPM criopreservados con MT (5%)
presentaron una resistencia superior al proceso de criopreservacion que los que
fueron congelados con DMSO o DMA (5%). Los dafios en la movilidad y
membrana plasmatica fueron evidentes en los espermas criopreservados,
principalmente a temperaturas bajas de descongelacion. Ademas los resultados
de este estudio comprueban que los daﬁos‘ en el ADN son una causa mas de
crio-dafio en espermatozoides criopreservados de peces. El hecho de no tener
movilidad en los espermas criopreservados con los distintos ACP evaluados, no
fue determinante en la calidad del esperma de esta subespecie de trucha. Lo
anterior posiblemente debido a que la integridad de membrana y principalmente
la integridad del ADN de los espermas de esta subespecie presentaron
porcentajes de integridad entre 4-63% en membrana, y la diferencia entre la
integridad de membrana y la del ADN fluctué entre un 57% y un 61% en los

distintos ACP y temperaturas de descongelacion. Por tanto, podemos mencionar
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que los mecanismos que controlan estos parametros (movilidad, integridad de
membrana y de ADN) presentaron una resistencia diferente al proceso de
criopreservacion y que los responsables de la movilidad son los mas sensibles, y
los que regulan la integridad del ADN los mas resistentes en los espermas de la

TSPM.

Actualmente la técnica de criopreservacion utilizada en peces ha contribuido de
manera importante durante los procesos de reproduccidn en cautiverio. Los
beneficios se han visto reflejados en la sincronizacion con la disponibilidad de
gametos, transporte de gametos, simplificacién en la manutencion de
reproductores y almacenamiento de informacion de germoplasma para
programas de seleccion genética o conservacion de las especies (Cabrita et al.,
2010). Lo anterior sin duda beneficiara a la industria de la acuicultura. Incluso, la
criopreservacion aplicada en espermas de especies en peligro de extincion como
es el caso de la TSPM, podria contribuir con la conservacion de su poblacion. No
obstante, estudios posteriores sobre la correlacion del dafio del ADN con la
fertilidad y la tasa de eclosion y variabilidad genética de la descendencia podrian
realizarse para determinar el grado de dafio que puede ser aceptado para el uso

de espermas criopreservados con propésitos comerciales y de banco de genes.

En el presente estudio, determinamos el efecto de la criopreservacion en la
movilidad, integridad de membrana y ADN de los espermas de la TSPM, especie
cuyo estatus requiere de proteccion especial debido a su baja abundancia en el

medio natural. La importancia de este analisis radica en que el material
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congelado formara parte del “Banco Periférico de Recursos Genéticos Acuaticos
en México”, y sera considerado para futuros estudios de reproduccion de esta
especie en cautiverio, con fines de conservaciéon. Ademas cabe mencionar que
ante las nuevas modificaciones climaticas en el habitat de esta subespecie de
trucha, la vulnerabilidad de su poblacion puede verse incrementada, por tanto

este tipo de estudios cobra mayor relevancia.
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CONCLUSIONES

. La trucha de San Pedro Martir (Oncorhynchus mykiss nelsoni) puede ser

mantenida en condiciones ex situ mediante un sistema de recirculacion.

. La tasa de crecimiento somatico (longitud y peso) registrada para esta
trucha nativa en condiciones de cautiverio (13.2 meses) fue de 0.86 g/dia

y 0.42 mm/dia respectivamente.

. Se demostré que la maduracion gonadica de esta trucha es viable
mediante un sistema artificial de fotoperiodo y que con un suministro
adecuado de alimento, es posible aumentar la calidad del esperma en

condiciones controlada.

. Se gener6 un protocolo ad doc para la conservaciéon a corto plazo del

esperma de O. mykiss nelsoni.

. Los espermatozoides almacenados a 4°C registraron un porcentaje de
movilidad 280% durante siete dias y en la integridad de membrana este

porcentaje se mantuvo por dos dias.

. Los espermatozoides de O. mykiss nelsoni suspendidos en los diferentes
agentes crioprotectantes presentaron una movilidad mayor cuando fueron

mantenidos en metanol.
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7. La EC50 del metanol en los espermatozoides de la trucha de San Pedro
Martir fue determinada en concentraciones <6.28%, aunque
concentraciones muy bajas podrian no ser suficientes para protegerlos

durante su almacenamiento a largo plazo en ultra-bajas temperaturas.

8. Los espermatozoides de la trucha de San Pedro Martir criopreservados
con metanol y descongelados a 40°C, presentaron una resistencia mayor
en cﬁanto a la integridad de membrana (63.2%) y ADN (68.6%) con
respecto a los criopreservados con dimetil acetamida (22.6% y 45.3%,
respectivamente) o dimetil sulfoxido (17.8% y 39.5% respectivamente) y

temperaturas de descongelados de 25°C.

9. La integridad de membrana plasmatica y ADN en los espermas
criopreservados exhibieron un menor dafio en comparacién al registrado

en su movilidad.

10.Las sondas fluorescentes y el ensayo cometa demostraron ser buenos
métodos para evaluar el dafio ocasionado por el proceso de

criopreservacion en el esperma de la trucha de San Pedro Martir.
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RECOMENDACIONES

. Utilizar un alimento especifico para estimular la maduracién gonadica de
O. mykiss nelsoni durante condiciones de fotoperiodo artificial, con el

propésito de optimizar y mejorar la obtencion de gametos.

. Evaluar la habilidad de fertilizacion de los espermatozoides de la trucha
de San Pedro Martir mantenidos en la solucién extender de Erdhal y

Graham a 4°C.

. Evaluar si diferentes condiciones de oxigeno durante el almacenamiento a
corto plazo (4°C) de los espermatozoides de esta trucha nativa podrian

mejorar su viabilidad.

. Determinar si el SYBR14 y el yoduro de propidio tienen algun efecto sobre

la calidad espermatica de la trucha de San Pedro Martir.

. Evaluar la habilidad de fertilizacion de los espermatozoides de la trucha
de San Pedro Martir criopreservados con metanol como agente
crioprotectante y una temperatura de descongelacion de 40°C por 7

segundos.

. Evaluar si tasas de enfriamiento >32°C/minuto podrian mejorar la calidad
(movilidad, integridad de membrana y ADN) de los espermatozoides

durante su criopreservacion.
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APENDICE CAPITULO II

CAPTURA DE 0. mykiss nelsoni EN SU HABITAT NATURAL

Reporte de la captura de los organismos en la Sierra de San Pedro Martir durante la
Ultima semana del mes de marzo de 2008.

. ; ; Colecta Colecta
Ubicacién Coordenadas msnm Equipo de frabajo fkoto fin
Arroyo San 31° 05'49.8" N 1231  Dr. Gorgonio Ruiz C. 13:10 15:30
Rafael 115° 37" 18" W M. en C. Marisela Aguilar J.

M. en C. Arturo Ramirez V.
Biol. Leo Gandhi R.

Equipo de captura Electropesca
Distancia muestreada (m) 300
Organismos capturados 31

Salida de la Sierra 16:25

Variables estimadas en el campo durante la colecta de esperma en la Sierra de San
Pedro Martir.

Variable/Equipo Hidrolab Kit Manual
Temperatura - —_ 15°C
pH 10.99 7.6 —
TDS 0.15 g/L — —

% Saturacion de oxigeno 71.90% — —_
02 7.40 mg/L — —
Nitrégeno Total de Amoniaco (TAN) — 0 —_
Nitritos — 0 —
Nittatos — 0 —
Conductividad del agua 0.23 ps/cm —_ —

Observaciones. Se colectaron 31 organismos de 0 a 4 afios. De estos organismos, 20
pertenecian a la edad entre 0 y 1 afio (64.52%) y 11 organismos a la edad de IV afios (35.48%),
estos ultimos fueron liberados. La temperatura promedio del agua fue de del Arroyo San Rafael
fue de 15°C. Al llegar al laboratorio, el agua donde venian los organismos registro una
temperatura de 18°C. Los organismos no presentan lesiones o algun efecto dafiino ocasionado
por el voltaje suministrado del equipo de electropesca. Los organismos fueron transportados en
bolsas de plastico con agua del medio y oxigeno a saturacion.
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CALIDAD DEL AGUA DURANTE LOS PRIMEROS MESES DE CAUTIVERIO
DE LAS TRUCHAS

Sistema de datos de las diferentes variables de calidad del agua, monitoreadas durante
el periodo de cautiverio de la trucha de San Pedro Martir.

Fecha Temperatura (°C) pH TAN (mg/L) T;g:f)s h(l::;,tf)s
3/26/2007 17.00 8.20 0.50 0.25 5.00
3/129/2007 16.50 8.20 0.25 2.00 5.00
3/30/2007 16.50 8.20 0.25 1.00 5.00
3/31/2007 16.50 8.20 0.25 1.00 5.00
4/1/2007 17.00 7.60 0.00 1.00 0.00

4/2/2007 17.00 7.60 0.00 0.25 0.00
4/3/2007 16.50 7.60 0.00 0.00 0.00
4/4/2007 17.00 7.60 0.00 0.00 0.00
4/6/2007 17.00 7.60 0.00 0.00 0.00
4/8/2007 17.00 7.60 0.00 0.00 0.00
4/10/2007 17.00 7.60 0.00 0.00 0.00
4/12/2007 16.00 7.60 0.00 0.00 0.00
4/15/2007 16.00 8.20 0.00 0.00 0.50
4/20/2007 15.00 8.20 4.00 0.50 0.00
4/21/2007 16.00 8.20 " 4.00 1.00 0.00
4/22/2007 16.00 8.20 4.00 1.00 0.00
4/23/2007 16.00 8.20 2.00 1.00 0.00
4/24/2007 16.00 8.20 2.00 2.00 0.00
4/25/2007 16.00 8.20 2.00 3.00 4.00
4/26/2007 17.00 8.00 : 2.00 3.00 2.00
4/27/2007 15.50 8.20 1.50 5.00 4.00
4/28/2007 16.00 8.20 1.50 5.00 10.00
4/29/2007 16.00 7.70 1.00 4.00 10.00
4/30/2007 16.50 8.00 0.75 2.00 12.50
5/1/2007 17.00 8.20 0.37 3.00 7.00
5/2/2007 17.10 8.20 ; 0.50 3.00 7.00
5/3/2007 15.50 8.20 0.50 3.00 7.50
5/4/2007 16.50 8.20 0.50 3.00 7.00
5/5/2007 16.00 8.20 - 0.37 3.00 7.00
5/6/2007 16.00 8.20 0.256 3.00 7.00

5/7/2007 16.90 8.20 0.25 3.00 10.00
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Fecha ~lomberatura PH  TAN(mgl) s Niratos
5/8/2007 16.90 8.20 0.10 3.00 10.00
5/9/2007 17.00 8.00 0.25 4.00 10.00

5/10/2007 16.50 8.00 0.25 3.00 10.00
5/11/2007 16.50 8.20 0.20 3.00 9.00
5/12/2007 16.00 8.20 0.20 3.00 8.00
5/13/2007 17.20 8.20 0.20 3.00 7.00
5/14/2007 17.20 8.20 0.20 2.00 7.00
5/15/2007 17.50 8.10 0.25 2.00 7.00
5/16/2007 17.00 8.00 0.25 2.00 10.00
5/17/2007 18.00 8.20 0.25 2.00 8.00
5/18/2007 17.00 8.20 0.25 3.00 10.00
5/20/2007 17.00 8.20 0.25 3.00 15.00
5/21/2007 17.00 8.20 0.00 2.00 10.00
5/22/2007 17.00 8.00 0.00 2.00 8.00
5/23/2007 17.50 8.20 0.20 1.50 7.00
5/24/2007 17.00 8.20 0.20 3.00 6.00
5/25/2007 17.00 8.00 0.20 2.00 6.00
5/26/2007 17.00 8.00 0.20 1.50 4.00
5/27/2007 17.00 8.10 0.15 0.75 2.00
5/30/2007 15.50 8.20 0.50 0.25 10.00
6/2/2007 15.50 8.20 0.00 0.25 10.00
6/3/2007 16.50 8.00 0.00 0.25 7.00
6/5/2007 16.00 8.20 0.00 0.25 7.00
6/7/2007 17.00 8.20 0.00 0.00 10.00
6/9/2007 15.00 8.20 0.00 0.00 10.00
6/12/2007 17.00 8.10 0.15 0.15 0.00
6/15/2007 17.00 8.00 0.10 0.00 7.00
6/19/2007 18.00 8.00 0.00 0.00 5.00
6/21/2007 17.00 8.00 0.00 0.25 0.15
6/25/2007 17.00 8.20 0.00 0.00 0.00
6/27/2007 17.00 8.10 0.10 0.00 0.00
6/29/2007 17.00 8.00 0.10 0.00 0.00
7/3/2007 18.00 8.00 0.00 2.00 6.00
7/5/2007 18.00 8.00 0.25 3.00 7.00
71612007 17.50 8.00 0.25 2.00 5.00
7/9/2007 17.00 8.30 0.10 0.25 2.00
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Il
Fecha Tem?n‘g;“t”ra pH TAN (mg/L) ’:";gﬁff ":::]’gafl‘_’)s

7110/2007 1750 8.20 0.25 0.50 2.00
7H3/2007 17.50 8.00 0.25 0.25 2.00
7116/2007 17.00 8.10 0.25 0.15 4.00
7118/2007 18.00 8.00 0.10 0.25 6.00
712012007 17.50 8.00 0.10 0.25 20.00
712412007 17.50 8.10 0.10 0.15 10.00
7/27/2007 17.00 8.00 0.10 0.15 40.00
8/1/2007 17.00 8.10 0.10 0.10 40.00
8/6/2007 17.50 8.00 0.25 0.25 30.00
8/8/2007 17.00 8.00 0.10 0.00 2.50
8/9/2007 17.00 8.00 0.10 0.10 5.00
8/10/2007 17.50 8.00 0.10 0.25 5.00
8/14/2007 18.00 8.10 0.10 0.50 5.00
8/15/2007 18.20 8.00 0.10 0.25 3.00
8/16/2007 18.90 8.00 0.10 0.10 3.00
8/17/2007 18.90 8.00 0.10 0.10 2.50
8/20/2007 18.90 8.00 0.10 2.00 7.00
8/21/2007 18.90 8.00 0.00 0.25 15.00
8/23/2007 18.00 8.00 0.00 0.25 7.00
8/24/2007 19.00 8.00 0.00 0.25 10.00
8/26/2007 19.20 8.00 0.00 0.00 40.00
8/28/2007 19.00 8.10 0.10 0.00 7.00
8/29/2007 20.00 8.10 0.10 0.00 6.00
8/30/2007 21.00 8.00 0.10 0.00 5.00
8/31/2007 22.00 8.10 0.10 0.00 3.00
9/3/2007 21.00 8.10 1.00 0.70 5.00
9/4/2007 20.00 8.00 0.30 0.25 3.00
9/6/2007 17.50 8.00 1.00 1.00 5.00
91712007 17.00 8.10 0.10 0.10 0.00
9/10/2007 15.50 8.20 0.50 0.50 5.00
9/11/2007 17.00 8.10 0.25 0.25 2.00
9/12/2007 17.00 8.10 0.50 0.50 2.00
9/13/2007 16.50 8.00 1.00 2.00 6.00
9/15/2007 17.00 8.00 0.10 0.00 10,00
9/17/2007 16.50 8.00 0.25 0.00 4.00
9/18/2007 17.00 8.00 0.10 0.00 0.00




Continuacion de la tabla...........

208

Feeha Tem?’ecr? e PH TAN (mg/L) Nitritos (mglL) '}I:::r;}f)s'
9/20/2007 17.00 8.00 0.10 0.10 0.00
9/21/2007 17.00 8.10 0.25 0.15 40.00
9/24/2007 17.50 8.00 0.10 0.00 0.00
9/25/2007 17.50 8.00 0.10 0.00 0.50
9/26/2007 16.50 8.10 0.10 0.00 8.00
101/2007 17.50 8.00 0.10 0.00 0.00
10/2/2007 17.00 7.90 0.10 0.00 10.00
10/3/2007 17.00 8.10 0.10 0.00 7.00
10/8/2007 17.00 8.20 0.10 0.00 2.00
10/9/2007 17.00 8.00 0.10 0.00 5.00
10/10/2007 17.00 8.10 0.00 0.00 8.00
10/11/2007 17.00 8.00 0.10 0.00 30.00
10/12/2007 17.00 8.00 0.00 0.00 30.00
10/15/2007 17.00 8.00 0.00 0.00 15.00
10/16/2007 17.00 8.00 0.10 0.00 7.00
10/17/2007 17.00 8.00 0.10 0.00 3.00
10/19/2007 17.00 8.00 0.10 0.00 7.00
10/22/2007 17.00 8.10 0.10 0.00 1.00
10/25/2007 17.00 8.10 0.10 0.00 1.00
10/29/2007 17.00 8.00 0.00 0.00 0.00
11/9/2007 18.00 8.00 0.10 0.00 0.00

11/14/2007 17.50 8.10 0.10 0.00 0.00
11/15/2007 17.00 8.00 0.10 0.00 0.00
11/16/2007 17.00 8.00 0.10 0.00 0.00
11/26/2007 17.00 8.00 0.10 0.00 0.00
12/10/2007 18.00 8.00 0.10 0.00 0.00
12/21/2007 17.00 8.00 0.10 0.00 0.00
12/29/2007 16.00 8.00 0.00 0.00 0.00
1/31/2008 15.00 8.00 0.10 0.20 0.00
2/1/2008 16.00 7.90 0.20 0.00 0.00
2/5/2008 15.00 8.00 0.10 0.00 0.00
2/6/2008 15.00 8.00 0.20 0.00 0.00
2/7/2008 15.00 8.00 0.10 0.00 0.00
2/11/2008 15.00 7.90 0.10 0.25 0.00
2/15/2008 15.00 8.00 0.00 0.00 0.00
2/18/2008 15.00 8.00 0.20 0.00 0.00
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Continuacion de la tabla...........

Fecha Temperatura pH Nitritos Nitratos
(°C) TAN (mg/L) (mg/L) (mgl/L)
2/20/2008 15.00 8.00 0.10 0.00 0.00
2/21/2008 15.00 8.00 0.10 0.00 0.00
2/25/2008 15.00 7.80 0.00 0.00 0.00
2/26/2008 15.00 8.00 0.10 0.00 0.00
2/27/2008 15.00 7.80 0.10 0.00 0.00
3/7/2008 15.00 7.40 0.10 0.00 0.00
3/10/2008 15.00 7.90 0.10 0.00 0.00
3/12/2008 15.00 7.80 0.10 0.00 0.00
3/27/2008 15.00 7.90 0.10 0.00 5.00
3/28/2008 14.00 8.00 0.10 0.00 7.00
3/29/2008 14.00 8.00 0.10 0.00 4.00
3/31/2008 14.00 8.00 0.00 0.00 0.00
4/1/2008 14.00 8.00 0.10 0.00 4.00
4/2/2008 14.00 8.00 0.10 0.00 0.00
4/7/2008 15.00 7.90 0.10 0.00 0.00
4/8/2008 14.00 7.90 0.10 0.00 0.00
4/10/2008 14.00 7.90 0.10 0.00 0.00
4/12/2008 14.00 8.00 0.10 0.00 0.00
4/15/2008 14.00 7.90 0.10 0.00 0.00
4/17/2008 14.00 8.00 0.10 0.00 0.00
4/20/2008 14.00 8.00 0.00 0.00 0.00
4/24/2008 14.00 8.00 0.10 0.00 0.00
Promedio 16.68 8.03 0.29 0.75 5.70
SD 1.40 0.15 0.63 1.19 7.82
Maximo 22.00 8.30 4.00 5.00 40.00

Minimo 14.00 7.40 0.00 0.00 0.00
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CRECIMIENTO DE LAS TRUCHAS MANTENIDAS EN CAUTIVERIO

Sistema de datos correspondientes al peso corporal y longitud de la trucha de San
Pedro Martir antes y después de 397 dias de cautiverio.

Recap!ura de Peso Longitud Suxo
organismos  corporal (g) total (mm)
Marzo 2007 1 13 110 = Peso Longitud total

2 25 140 —_ corporal (g) (mm)
3 23 130 - Promedio 20.45 125.25
4 17 120 - SD 10.59 23.14
5 40 170 - Maéximo 47.00 170.00
6 10 100 - Minimo 8.00 90.00
7 18 120 - N 20 20
8 18 130 -
9 24 140 -

10 12 100 -

11 33 155 -

12 8 90 -

13 22 130 -

14 47 160 -

15 8 90 -

16 15 110 -

17 a1 150 -

18 14 110 =

19 20 140 -

20 11 110 —

Abril 2008 1 430 300 Hembra Peso Longitud total

2 449 300 Hembra corporal (g) (mm)
3 425 300 Hembra Promedio 360.00 290.00
4 425 300 Hembra SD 75.26 31.09
8 230 300 Hembra  Maéaximo 449.00 320.00
6 300 300 Macho  Minimo 230.00 200.00
7 300 300 Macho N 13 =
8 250 320 Macho
9 400 300 Macho

10 420 300 Macho

11 400 300 Macho

12 300 200 Macho

13 350 250 Macho




211

Prueba de t (datos no pareados) para la diferencia de la masa corporal de las truchas,
después de 397 dias de mantenimiento en cautiverio (a=0.05).

Grupo Ui Dos ¢ gl Error estandar de la

diferencia
Promedio 20.45 359.92 20.04 31 16.94
sSD 10.59 75.26
SEM 2.37 20.87
N 20.00 13

Prueba de t (datos no pareados) para la diferencia de la longitud total de las truchas,
despues de 397 dias de mantenimiento en cautiverio. g/ = grados de libertad (a = 0.05).

Grupo i Dos ¢ ol Error estandar de la

diferencia
Promedio  125.25 290.00 17.45 31 0.94
SD 23.14 31.09
SEM 5.17 8.62
N 20.00 13

CALIDAD DEL AGUA DURANTE EL MANTENIMIENTO DE LAS TRUCHAS
EN UN SISTEMA DE FOTOPERIODO ARTIFICIAL

Sistema de datos de las diferentes variables de calidad del agua, monitoreadas durante
el periodo de fotoperiodo. ‘

Fecha Temperatura (°C) pH (;3;:_) Tr';g‘t,f)s T:g;}ff
Aclimatacion 5/5/2008 14.00 7.90 0.10 0.10 0.00
5/8/2008 14.00 7.80 0.20 0.50 4.00
5/12/2008 14.00 7.80 0.20 0.50 4.00
5/14/2008 14.00 8.00 0.20 0.10 0.00
5/19/2008 14.00 8.00 0.10 0.10 0.00
5/20/2008 15.00 8.00 0.10 0.10 10.00
5/26/2008 14.00 8.00 0.10 0.00 20.00
Primavera 5/27/2008 13.00 8.00 0.25 0.10 30.00
5/29/2008 14.00 7.90 0.10 0.00 1.00
6/2/2008 13.00 7.90 0.10 0.00 5.00

6/8/2008 13.00 7.90 0.00 0.00 0.00




Continuacion de tabla
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Fecha Temperatura pH TAN Nitritos Nitratos
(°C) (mg/L)  (mgiL) (mglL)
6/16/2008 13.00 7.90 0.25 0.00 30.00
6/19/2008 13.00 7.90 0.00 0.00 4.00
6/25/2008 13.00 7.90 0.10 0.00 3.00
Verano 7/4/2008 15.00 8.00 0.10 0.00 0.00
8/4/2008 16.00 7.80 0.10 0.00 1.00
8/5/2008 15.00 7.80 0.10 0.00 1.00
Otofio 8/7/2008 16.00 7.40 0.10 0.00 1.00
8/11/2008 17.00 7.60 0.10 0.00 0.00
8/12/2008 16.00 7.60 0.10 0.00 2.00
8/13/2008 16.00 7.60 0.10 0.00 7.00
8/14/2008 16.00 7.90 0.10 0.00 3.00
8/26/2008 17.00 7.90 0.10 0.00 0.00
9/9/2008 17.00 7.80 0.10 0.00 0.00
9/3/2008 17.00 8.40 0.10 0.00 1.00
9/23/2003 17.00 7.80 0.10 0.00 0.00
9/30/2008 16.00 7.90 0.10 0.00 0.00
10/2/2008 17.00 7.90 0.10 0.00 0.00
10/3/2008 17.00 8.00 0.25 0.00 2.00
10/6/2008 17.00 7.90 0.20 0.00 2.00
10/7/2008 16.00 7.40 0.25 0.00 0.00
Invierno 10/8/2008 14.00 - 8.20 0.25 0.00 0.00
10/10/2008 14.00 8.00 0.25 0.00 0.00
10/13/2008 13.00 8.10 0.25 0.00 0.00
10/14/2008 13.00 8.00 0.10 0.00 0.00
10/16/2008 12.00 8.00 0.25 0.00 0.00
10/17/2008 12.00 8.00 0.25 0.00 10.00
10/22/2008 11.00 8.00 0.25 0.00 0.00
10/23/2008 11.00 - 8.00 0.25 0.00 5.00
10/24/2008 11.00 7.80 0.00 0.00 0.00
10/27/2008 11.00 8.00 0.25 0.00 0.00
10/28/2008 11.00 8.00 0.00 0.00 0.00
10/29/2008 11.00 8.00 0.25 0.00 3.00
10/30/2008 11.00 8.00 0.25 0.00 0.00
10/31/2008 11.00 8.00 0.25 0.00 0.00
11/3/2008 12.00 8.00 0.00 0.00 0.00
11/6/2008 11.00 8.00 0.25 0.00 0.00
11/7/2008 12.00 8.00 0.10 0.00 0.00
11/10/2008 12.00 8.00 0.25 0.00 0.00
11/11/2008 12.00 8.00 0.25 0.00 0.00
11/14/2008 12.00 7.90 0.10 0.00 0.00
11/17/2008 12.00 8.00 0.25 0.00 0.00
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Continuacion de tabla........

TAN Nitritos Nitratos

Fecha Temperatura (°C) pH (mglL) (mglL) (mglL)

11/18/2008 12.00 8.00 0.00 0.00 0.00
11/20/2008 12.00 8.00 0.10 0.00 0.00
11/24/2008 12.00 8.00 0.10 0.00 0.00
11/25/2008 12.00 8.00 0.10 0.00 0.00
11/27/2008 11.00 8.00 0.25 0.00 10.00
12/1/2008 12.00 8.00 0.25 0.00 0.00
12/2/2008 12.00 8.00 0.10 0.00 0.00
12/4/2008 12.00 7.80 0.00 0.00 0.00
12/8/2008 11.00 7.80 0.00 0.00 7.00
12/9/2008 11.00 8.50 0.10 0.00 4.00
12/15/2008 11.00 8.00 0.25 0.00 0.00
12/22/2008 11.00 7.90 0.20 0.00 0.00
12/27/2008 11.00 7.80 0.25 0.00 40.00
12/28/2008 11.00 7.80 0.25 0.00 20.00

1/3/2009 11.00 7.90 0.10 0.00 0.00

1/6/2009 11.00 7.90 0.10 0.00 0.00
Promedio 13.25 7.93 0.15 0.02 3.38

SD 2.10 0.17 0.09 0.09 7.7
Méximo 17.00 8.50 0.25 0.50 40.00
Minimo 11.0 7.40 0.00 0.00 0.00

MADUREZ GONADICA DE LA TRUCHA DE SAN PEDRO MARTIR EN UN
SISTEMA DE FOTOPERIODO ARTIFICIAL

Sistema de datos correspondientes a las diferentes variables determinadas durante los
diferentes espermiaciones de la trucha de San Pedro Martir.

Fecha Espermiacion Tiempo entre desoves No. De organismos que
(dias) liberaron esperma
7 Enero 1 0 3
23 Enero 2 16 3
12 Febrero 3 20 8
12 Marzo 4 28 6
26 Marzo 5 16 7
7 abril 6 10 7
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Matriz de datos correspondientes al volumen, porcentaje de movilidad y nimero de
espermatozoides registrado en cada espermiacién de la trucha de San Pedro Martir.

Espermiacion 1

Organismo 1 2 3

Volumen (uL) 100.00 300.00 250.00

Volumen Total (uL) 650.00

Promedio 216.67
Desv. Estandar 104.08
Error Estandar 60.09
Valor maximo 300.00
Valor minimo 100.00
Movifidad (%)
R1 80 75 85
R2 80 85 80
R3 80 80 75
Promedio 80 80 80
Desv. Estandar 0.00 5.00 5.00
Error Estandar 0.00 2.89 2.89
Valor maximo 80 85 85
Valor minimo 80 75 75

Numero de espermas(x10°)

R1 202 135 366

R2 193 173 338

R3 212 150 345
Promedio 202 153 350
Desv. Estandar 9.50 19.14 14.57
Error Estandar 5.49 11.05 8.41
Valor méximo 212 173 366

Valor minimo 193 135 338
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Espermiacion 2

Organismo 1 2 3

Volumen (uL) 410.00 130.00 20.00

Volumen Total (uL) 560.00

Promedio 186.67
Desv. Estandar 201.08
Error Estandar 116.09
Valor maximo 410.00
Valor minimo 20.00
Movilidad (%)
R1 80 75 80
R2 80 80 80
R3 80 85 80
Promedio 80 80 80
Desv. Estandar 0.00 5.00 0.00
Error Estandar 0.00 2.89 0.00
Valor maximo 80 85 80
Valor minimo 80 75 80

Numero de espermas (x10°)

R1 483 308 215

R2 439 283 198

R3 443 315 207
Promedio 455 302 207
Desv. Estandar 24.33 16.82 8.50
Error Estandar 14.05 9.71 4.91
Valor maximo 483 315 215

Valor minimo 439 283 198




Espermiacion 3
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Organismo 1 2 3 4 5 6 7 8
Volumen (uL) 00.00 160.00 355.00 300.00 210.00 175.00 315.00 90.00
Volumen Total (uL)  1805.00
Promedio 225.60
Desv. Estandar 89.80
Error Estandar 11.22
Valor maximo 355.00
Valor minimo 90.00
Movilidad (%)

R1 90 83 85 80 75 20 a0 95

Rz 85 80 20 80 85 0 Q0 95

R3 80 85 95 80 80 920 90 95
Promedio 85 83 90 80 80 90 90 95
Desv. Estandar 5.00 2.50 5.00 0.00 5.00 0.00 0.00 0.00
Error Estandar 1.70 0.80 1.70 0.00 1.70 0.00 0.00 0.00
Valor maximo 90 85 95 80 85 90 90 95
Valor minimo 80 80 85 80 75 a0 90 95
Namero de espermas(x10°) ‘

R1 1028 890 798 987 1095 1189 997 1004

R2 1025 905 - 790 1014 1089 1205 1008 995

R3 1040 906 813 998 . 1117 1207 1010 1002
Promedio 1031 900 800 1000 1100 1200 1005 1000
Desv. Estandar 7.90 9.00 11.70 13.60 14.70 9.90 7.00 470
Error Estandar 4.60 5.20 6.70 7.80 8.50 570 4.00 2.70
Valor maximo 1040 906 813 1014 1117 1207 1010 1004
Valor minimo 1025 890 790 987 1089 1189 997 995
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Organismo 1 2 3 4 5 6
Volumen (uL) 340.00 300.00 50.00 130.00 15.00 200.00
Volumen Total (uL)  1035.00
Promedio 172.50
Desv. Estandar 131.67
Error Estandar 76.02
Valor maximo 340.00
Valor minimo 15.00
Movilidad (%)

R1 95 99 90 95 95 20

R2 95 90 95 95 95 99

R3 95 95 99 95 95 95
Promedio 95 95 95 95 95 95
Desv. Estandar 0.00 5.00 5.00 0.00 0.00 5.00
Error Estandar 0.00 2.89 2.89 0.00 0.00 2.89
Valor maximo 95 99 99 95 95 99
Valor minimo 95 90 90 95 95 90
Nimero de espermas(x10°)

R1 2091 3126 3356 3018 3003 3433

R2 2095 3125 3321 2993 3039 3425

R3 2106 3105 3315 2983 2997 3468
Promedio 2097 3119 3331 2998 3013 3442
Desv. Estandar 7.77 11.85 2214 18.03 22.72 22.87
Error Estandar 448 6.84 12.78 10.41 13.11 13.20
Valor maximo 2106 3126 3356 3018 3039 3468
Valor minimo 2091 3105 3315 2983 2997 3425




Espermiacion 5

Organismo 1 2 3 4 5 6 7
Volumen (L) 50.00 310.00 540.00 125.00 270.00 260.00 40.00
Volumen Total (uL) 1595.00
Promedio 227.86
Desv. Estandar 175.35
Error Estandar 101.24
Valor maximo 540.00
Valor minimo 40.00
Movilidad (%)

R1 95 90 90 85 95 85 95

R2 95 95 80 80 95 95 95

R3 95 99 85 90 95 90 95
Promedio 95 95 85 85 95 90 95
Desv. Estandar 0.00 5.00 5.00 5.00 0.00 5.00 0.00
Error Estand 0.00 2.89 2.89 2.89 0.00 2.89 0.00
Valor méximo 95 99 90 90 95 95 95
Valor minimo 95 90 80 80 95 85 95
Nimero de espermas(x10°)

R1 4453 4857 4026 5447 3856 5591 5139

R2 4446 4867 4097 5492 3867 5568 5149

R3 4424 4825 4081 5489 3856 5578 5099
Promedio 4441 4850 4068 5476 3860 5579 5129
Desv. Estandar 1513 21.94 37.24 2516 6.35 ©+ 1153 26.46
Error Estandar 8.74 1267 2150 14.53 3.67 6.66 15.28
Valor maximo 4453 4867 4097 5492 3867 5591 5149
Valor minimo 4424 4825 4026 5447 3856 5568 10198
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Espermiacion 6

Organismo 1 2 3 4 5 6 7

Volumen (uL) 50.00 100.00 20.00 300.00 30.00 255.00 400.00

Volumen Total (uL) 1155.00

Promedio 165.00
Desv. Estandar 151.79
Error Estandar 87.64
Valor maximo 400.00
Valor minimo 20.00
Movilidad (%)
R1 80 90 20 85 80 95 90
R2 80 80 20 85 80 95 90
R3 80 85 20 85 80 95 0
Promedio 80 85 90 85 80 95 90
Desv. Estandar 0.00 5.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Error Estandar 0.00 2.89 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Valor maximo 80 90 90 85 80 95 90
Valor minimo 80 80 90 85 80 95 90

Nimero de espermas ( x10°)

R1 2318 3035 2689 2459 2536 2249 2357
R2 2260 2987 2783 2435 2632 2213 2284
R3 2289 2970 2713 2313 2492 2169 2315
Promedio 2289 2997 2728 2402 2553 2210 2319
Desv. Estandar 29.00 33.71 4884 7829 7159  40.07 36.64
Error Estandar 16.74 19.46 2820 4520 4133 2313  21.15
Valor maximo 2318 3035 2783 2459 2632 2249 2357
Valor minimo 2260 2970 2689 2313 2492 2169 2284
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Analisis de varianza de una via para la comparacién del porcentaje de movilidad en
cada una de las seis espermiaciones de la TSPM. g/ = grados de libertad, F=
distribucion F, P = probabilidad. Los datos fueron transformados a la raiz del arcoseno
antes de ser procesados.

Fuente de variacién gl F tablas F P>F c0
Modelo general 5 2.31 19.81 < 0.0001 0.05
Error 96
Total correcto 10

Analisis de varianza de una via para la comparacion de la cantidad de espermatozoides
en cada una de las seis espermiaciones de la TSPM.

Fuente de variacion gl F tablas F P>F 00
Maodelo general 5 2.31 358.50 < 0.0001 0.05
Error 96
Total correcto 10

MEDIDAS MORFOMETRICAS DEL ESPEMA DE LA TRUCHA DE SAN
PEDRO MARTIR

Matriz de datos correspondientes a las medidas morfométricas del esperma de la trucha
de San Pedro Martir.

Longitud del Ancho de la cabeza Longitud de la cabeza

flagelo (um) (nm) (um)
1 26.40 2.41 2.99
2 33.90 2.53 3.22
3 29.20 2.30 2.88
4 23.20 1.91 247
5 36.70 2.31 2.54
6 26.00 2.05 2.46
7 43.70 2.49 2.78
8 36.10 219 2.76
9 25.20 1.96 2.93
10

40.20 1.87 2.69
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Continuacion de tabla........

Longitud del Ancho de la cabeza Longitud de la cabeza

flagelo (pm) (pm) (Hm)
11 31.50 2.06 273
12 34.70 1.87 2.52
13 29.00 2.11 2.73
14 35.20 1.96 2.37
15 34.00 2.07 2.53
16 33.40 1.93 2.93
17 32.10 2.28 2.85
18 22.10 2.31 2.64
19 21.90 2.52 2.58
20 35.00 2.21 3.16
21 26.90 1.82 2.87
22 43.90 2.39 3.29
23 39.00 1.75 2.86
24 34.60 2.06 3.16
25 34.50 2.46 2.28
26 42.70 2.64 277
27 33.60 2.07 2.61
28 32.20 2.41 2.76
29 38.20 2.30 2.99
30 28.90 *2.30 2.76
31 29.30 , - 1.90 2.52
32 3560 1.90 2.52
33 17.20 +2:11 2.11
34 35.60 - i 232, 2.65
35 37.60 176" ¢ 2.80
36 35.00 ‘292 2.29
37 37.10 2.08 2.54
38 35.30 2.12 2.86
39 33.50 2.44 2.81
40 37.70 2.18 2.67
41 32.50 2.04 3.05
42 25.30 2.20 077
43 36.80 2.26 2.78
44 43.10 223 2.81
45 27.60 1.86 2.06

46 42.60 1.97 2.65
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Continuacion de tabla........

Longitud del Ancho de la cabeza Longitud de la cabeza
flagelo (pm) (pm) (um)
47 29.80 1.75 2.58
48 28.80 2.03 2.68
49 35.30 212 3.02
50 36.00 2.11 2.69
51 36.00 2.07 277
Promedio 33.17 2.14 2.72
DS 5.93 0.22 0.26
Maximo 43.90 2.64 3.29

Minimo 17.20 1.75 2.06
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APENDICE CAPITULO 3

CURVAS DE INACTIVACION

Recolecta de las muestras de esperma de O. mykiss nelsoni en la Sierra de San Pedro

Martir (Marzo, 2008).

Organismo Movilit.:la_c! (%) Movilic_ia_o! (%) Movilic_ia_c! (%) Movilidad (%)  Cantidad
Repeticion 1 Repeticion 2  Repeficién 3 Promedio (ML)
1 80 80 80 80 250
65 75 55 65 50
3 80 75 85 80 150
Total 450

Efecto de diferentes soluciones extensoras en la inactivacion del esperma.

Formulacion de las diferentes soluciones extensoras utilizadas.

Concentracién g/L

Ingrediente SE1 SE2 SE3 SE4 SE-EG
NaCl 4.40 7.31 6.00 8.18
KCI 6.20 315 1.49 2.61*
CaCl, 0.22 0.01
MgCl; 0.08
NaHCO3 0.20
Na,HPO4 - - ] . 0.26
CaCly*2H,0 , 0.15 0.102
MgCly*6H,0 o aan s zs 0.22
MgS0O,+7H,0 0.20
Acido citrico e e B o 0.1
Glucosa - - s . 10
Tris-HCI — 3.63 — _ s
Solucion de KOH (1.27 g/100 mL) - - --- --- 10%*
Solucion de Bicina (5.3 g/100 mL) - 20*
Hepes — o 4.70 e 2
pH 8.14 8.5 7.8 8.0 7.4

SE1 (Bozkurt y Seger, 2005), SE2 (Coson et al, 1999), SE3 (Lahnsteiner, 2000), SE4 (Scott y
Baynes, 1980), SE-EG (Erdhal y Graham). *g/mL, **mL




Movilidad espermatica (%) de la TSPM registrada en la SE1.
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Inactivacion Activacion
mOsmollkg R-1 R-2 R-3 Prom DE ES R1 R-2 R-3 Prom DE EE
95 375 437 50 437 6.2 36 00 00 00 00 00 00
191 375 312 25 312 62 36 00 00 00 00 00 00
284 00 00 00 00 00 00 126 125 63 104 36 20
379 00 00 00 00 00 00 00 00 00 000 00 00
469 00 00 00 00 00 00 63 38 63 54 14 08
561 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00
656 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00
750 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00
842 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00
941 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00
Movilidad espermatica (%) de la TSPM registrada en la SE2.
Inactivacion Activacion
mOsmollkg R-1° R-2 R-3 Prom DE ES R1 R-2 R-3 Prom DE EE
95 18.8 125 250 188 6.3 36 00 00 00 00 00 00
191 875 875 875 875 0.0 0.0 00 00 00 00 00 00
284 50.0 375 43.8 438 6.3 36 00 00 00 00 00 00
379 37.5 50.0 438 438 6.3 36 1.3 13 25 1.7 07 04
469 0.0 0.0 00 00 00 0.0 375 313 250 313 6.3 36
561 0.0 00 00 00 0.0 0.0 00 00 0.0 0.0 0.0 00
656 0.0 00 00 0.0 00 0.0 0.0 00 00 0.0 0.0 00
750 00 0.0 00 00 00 0.0 00 00 00 00 00 00
842 0.0 00 0.0 0.0 00 0.0 00 00 00 00 00 00
941 0.0 00 00 0.0 00 00 0.0 00 00 00 00 00
Movilidad espermatica (%) de la TSPM registrada en la SE3.
Inactivacion Activacion
mOsmollkg R1 R-2 R-3 Prom DE ES R1 R-2 R-3 Prom DE EE
95 125 125 125 125 00 0.0 00 00 00 0.0 0.0 00
191 38 50 38 42 07 04 0.0 00 00 0.0 0.0 00
284 00 00 00 00 00 00 126 188 125 146 36 2.1
379 00 00 00 00 00 00 13 13 25 1.7 07 04
469 00 00 00 00 00 00 0.0 00 00 0.0 0.0 0.0
561 00 00 00 00 00 00 00 00 00 0.0 00 00
656 00 00 00 00 00 00 0.0 00 0.0 0.0 00 00




Continuacion de tabla
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Inactivacion Activacién
mOsmollkg R-1 R-2 R-3 Prom DE ES R1i R-2 R-3 Prom DE EE
750 00 00 00 00 00 00 0.0 0.0 0. 00 00 0.0
842 00 00 00 00 00 0.0 00 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
941 00 00 00 00 00 0.0 00 00 0.0 00 00 00
Movilidad espermatica de la TSPM registrada en la SE4.
Inactivacion Activacién
mOsmollkg R1 R-2 R-3 Prom DE ES R1 R2 R-3 Prom DE EE
95 100.0 100.0 100.0 100.0 0.0 OO0 25 13 1.3 1.7 07 04
191 50.0 56.3 625 563 6.3 36 00 00 0.0 00 00 00
284 1.3 1.3 1.3 1.3 00 0.0 1.3 13 1.3 1.3 00 0.0
379 0.0 0.0 0.0 00 00 00 00 00 00 0.0 00 0.0
469 0.0 0.0 0.0 0.0 00 00 1.3 13 13 1.3 0.0 00
561 0.0 0.0 0.0 00 00 00 00 00 0.0 00 00 00
656 0.0 00 00 00 00 00O 00 00 0.0 00 00 0.0
750 0.0 0.0 0.0 00 00 00 00 00 00 00 00 0.0
842 0.0 0.0 0.0 00 00 00 00 00 00 00 00 00
941 0.0 0.0 0.0 00 00 00 00 00 00 0.0 00 00

Analisis de varianza de dos vias para la comparacién del efecto de los diferentes SE a
las diferentes osmolalidades sobre la movilidad espermaética de la TSPM. g/ = grados de
libertad, F = distribucién F, P = probabilidad. Los datos fueron transformados a la raiz
del arcoseno antes de ser procesados.

Fuente de Variacion gl F tablas F-valor P>F o0
Modelo general 39 1.56 560.04 < 0.0001 0.05
Error 80

Total correcto 119

Modelo particionado

Solucién extensora 3.86 533.30 < 0.0001 0.05
Osmolalidad 1426.36 < 0.0001 0.05
Interaccién SE-osmolalidad 27 27424 <0.0001 0.05
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Soluciones de pH utilizadas para la inactivacion del esperma de Ila TSPM.

Solucién de HCI 0.5 mM. Mezclar 2.15 mL de HCI (grado reactivo) en 20 mL de
agua destilada, homogeneizar y aforar a 100 mL.

Solucién de HCI 1 mM. Mezclar 4.30 mL de HCI (grado reactivo) en 20 mL de
agua destilada, homogeneizar y aforar a 100 mL.

Solucion de NaOH 0.5 mM. Mezclar 2.00 g de NaOH (grado reactivo) en 20 mL
de agua destilada, homogeneizar hasta disolver completamente y aforar a 100
mL.

Soluciéon de NaOH 1 mM. Mezclar 4.00 g de NaOH (grado reactivo) en 20 mL de
agua destilada, homogeneizar hasta disolver completamente y aforar a 100 mL.

Solucion amortiguadora Tris 3 mM. Mezclar 0.1816 g de Tris en 25 mL de agua
destilada, homogeneizar hasta disolver completamente y aforar a 100 mL.

Solucion amortiguadora Hepes 2 mM. Mezclar 0.2383 g de Hepes en 25 mL de
agua destilada, homogeneizar hasta disolver completamente y aforar a 100 mL.

Movilidad espermatica (%) de ‘la TSPM registrada en los diferentes valores de pH
ajustados con una combinacion.HCI-NaOH. '

HCI-NaOH Inactivacion ; Activacion
pH R1 R-2 R-3 Prom DE ES R1 R-2 R-3 Prom DE EE
5 6.3 88 75 75 13 07 0.0 00 0.0 0.0 00 0.0
6 50 6.3 63 58 07 04 38 50 38 42 07 04
7 31.3 250 313 292 36 21 88 88 88 88 00 00
8 875 750 813 813 63 36 6.3 88 7.5 75 1.3 0.7
9 750 750 750 750 0.0 0.0 6.3 6.3 6.3 6.3 00 0.0

—_
o

125 1256 1256 125 00 0.0 25 25 13 21 07 04




Movilidad espermatica (%) de la TSPM registrada en los diferentes valores de pH
ajustados con una combinacion Tris-Hepes.

227

HCI-NaOH Inactivacién Activacion
pH R1 R-2 R-3 Prom DE ES R1 R2 R-3 Prom DE EE
5 00 00 0.0 0.0 00 00 00 00 13 04 08 04
6 25 13 25 21 07 04 1.3 13 1.3 1.3 0.0 0.0
7 00 00 0.0 00 00 00 250 313 250 271 36 2.1
8 625 66.3 625 604 36 21 125 63 125 104 36 21
9 125 125 125 125 0.0 0.0 38 50 50 46 07 04
10 250 313 313 292 36 2.1 00 00 00 00 00 0.0

Andlisis de varianza de dos vias para la comparacion del efecto de los diferentes valores
de pH ajustados con HCI-NaOH o Tris-Hepes sobre la movilidad espermatica de la
TSPM. Los datos fueron transformados a la raiz del arcoseno antes de ser procesados.

Fuente de variacion F tablas F-valor P>F o0
Modelo general 11 225 416.18 < 0.0001 0.05
Error 24

Total correcto 35

Modelo particionado

Solucién extensora 1 6.61 646.02 < 0.0001 0.05
pH 5 639.11 <0.0001 0.05
Interaccién SE-pH 5 147.28 < 0.0001 0.05

Soluciones de NaCl y KCI utilizadas para la inactivacion del esperma de la

TSPM.

NaCl 200 mM. Mezclar 1.1688 g de NaCl (grado reactivo) en 20 mL de agua

destilada, homogeneizar hasta disolver completamente y aforar a 50 mL.

KCI 100 mM. Mezclar 0.37275 g de KCI (grado reactivo) en 20 mL de agua

destilada, homogeneizar hasta disolver completamente y aforar a 50 mL.
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Soluciones de NaCl y KCI preparadas a las diferentes osmolalidades.

NaCl 200 Agua Osmolalidad KCI1 100 Agua Osmolalidad
mM (pL) destilada (uL) mOsmol/kg mM (uL) destilada (uL) mOsmollkg
005 995 2 010 990 1
050 950 16 100 900 18
100 900 36 200 800 37
200 800 71 300 700 56
300 700 100 400 600 75
400 600 143 500 500 94
500 500 183 600 400 114
800 400 221 700 300 132
700 300 254 800 200 148
900 100 164
1000 000 188

Movilidad espermatica de la TSPM registrada en las diferentes presiones osmoéticas de
NaCl.

Inactivacion Activacion
mOsmollkg R1 R-2 R-3 Prom DE EE R-1 R2 R-3 Prom DE EE

2 126 125 125 125 0.00 0.00 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.00
16 126 63 125 104 361 2.08 50 38 38 42 072 042
36 188 313 250 250 6.25 3.61 63 50 38 50 125 072
71 625 56.3 56.3 583 361 2.08 50 6.3 50 54 072 042
100 87.5 875 1000 917 7.22 417 13 13 13 1.3 0.00 0.00
143 100.0 100.0 100.0 100.0 0.00 0.00 00 00 00 00 000 0.00
183 75.0 100.0 875 875 1250 7.22 13 25 1.3 1.7 072 042
221 100.0 87.5 750 875 1250 7.22 50 38 63 50 125 072
254 625 87.5 750 750 1250 7.22 00 00 00 0.0 0.00 0.00

Analisis de varianza de una via para la comparacién del efecto de las diferentes
osmolalidades de NaCl sobre la movilidad espermatica de la TSPM. Los datos fueron
transformados a la raiz del arcoseno antes de ser procesados.

Fuente de variacién gl F tablas F-valor P>F O
Modelo general 8 2.51 28.83 <0.0001 0.05
Error 18

Total correcto 26
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Movilidad espermatica de la TSPM registrada en las diferentes presiones osmoticas de

KCI.
Inactivacion Activacion

mOsmollkg R-1 R-2 R-3 Prom DE ES R1 R2 R-3 Prom DE EE
1 125 125 125 125 0.0 0.00 00 00 0.0 00 0.0 0.00

18 256.0 250 313 271 36 208 00 00 0.0 0.0 0.0 0.00

37 18.8 250 18.8 208 36 208 00 00 0.0 0.0 0.0 0.00

56 63 63 63 63 00 0.00 00 00 00 0.0 0.0 0.00

75 00 00 00 00 0.0 0.00 63 63 6.3 6.3 0.0 0.00

94 1.3 13 25 17 07 042 38 25 38 33 07 042

114 13 13 13 1.3 0.0 0.00 13 25 1.3 1.7 07 042
132 00 00 00 00 0.0 0.00 250 313 250 271 36 208
148 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.00 1868 18.8 100 158 51 2092
169 25 38 3.8 33 07 042 6.3 125 6.3 83 36 208
188 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.00 188 250 18.8 20.8 3.6 208

Analisis de varianza de una via para la comparacion del efecto de las diferentes
osmolalidades de KCI sobre la movilidad espermatica de la TSPM. Los datos fueron
transformados antes a la raiz del arcoseno.

Fuente de

varlacién gl F tablas F-valor P>F ©0
Modelo general 10 2.30 274.54 < 0.0001 0.05
Error 22
Total correcto 32

SOLUCIONES ACTIVADORAS

Formulacion de las soluciones activadoras evaluadas.

Concentracién (g/L)

Ingrediente DIA 532 D532
NaCl 0.51 7.31
Glicina 3.75 2.25
CaCl, 0.11
Tris 2.42 2.42

DIA 532 (Billard, 1977), D532 (Dietrich et al, 2005)




230

Porcentaje de movilidad de los espermatozoides de la TSPM después de ser
suspendidos en las diferentes SE y activados con ocho soluciones activadoras.

Agua Agua Agua NaCl 143 NaCl 183 NaCl 221 D532 DIA
destilada corriente derioc mOsmikg mOsm/kg mOsm/kg 532

SE2-469 Omol/kg
R1 31.3 37.5 25.0 18.8 6.3 2.5 25.0 43.8
R2 25.0 375 31.3 12.5 12.5 1.3 25.0 438
R3 25.0 37.5 3.3 12.56 12.5 25 250 438
Promedio 27.1 37.5 29.2 14.6 10.4 2.1 250 438
DE 3.6 0.0 3.6 3.6 3.6 0.7 0.0 0.0
EE 2.1 0.0 2.1 2.1 21 0.4 0.0 0.0

pH 7 (Tris-Hepes)

R1 18.8 31.3 25.0 25.0 18.8 18.8 18.8  31.3
R2 12.5 25.0 18.8 25.0 18.8 18.8 125 250
R3 12.5 25.0 25.0 25.0 25.0 18.8 125 31.3
Promedio 14.6 271 229 25.0 20.8 18.8 146 292
DE 3.6 36 3.6 0.0 3.6 0.0 3.6 36
EE 2.1 2.1 2.1 0.0 2.1 0.0 2.1 21

KCI 132 m=smoltkg

R1 18.8 25.0 18.8 0.0 0.0 0.0 125 375

R2 18.8 31.3 18.8 0.0. 0.0 0.0 125 375

R3 18.8 25.0 25.0 0.0 0.0 0.0 125  25.0
Promedio 18.8 271 20.8 0.0 0.0 0.0 125 333
DE 0.0 36 36 0.0 0.0 0.0 0.0 7.2
EE 0.0 2.1 2.1 0.0 0.0 0.0 0.0 42
SE-EG 33 mOsmolikg

R1 62.5 75.0 75.0 37.5 50.0 62.5 625 938

R2 62.5 75.0 87.5 375 56.3 62.5 68.8 938

R3 62.5 75.0 87.5 37.5 50.0 62.5 625 875
Promedio 62.5 75.0 83.3 37.5 52.1 62.5 646 917
DE 0.0 0.0 7.2 0.0 36 0.0 3.6 3.6

EE 0.0 0.0 42 0.0 2.1 0.0 21 21
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Andlisis de varianza de dos vias para la comparacién del efecto de las diferentes
soluciones activadoras sobre la movilidad espermatica de la TSPM previamente
suspendidos en cuatro SE. Los datos fueron transformados a la raiz del arcoseno antes
de ser procesados.

Fuente de variacién gl F tablas F-valor P>F o0
Modelo general 31 1.65 191.65 < 0.0001 0.05
Error 64

Total correcto 95

Modelo particionado

Solucion activadoras 3 4.35 1286.71 < 0.0001 0.05
Soluciones extensioras 7 202.32 < 0.0001 0.05
Interaccion SA-SE 21 31.66 < 0.0001 0.05

CONSERVACION A CORTO PLAZO DEL ESPERMA DE LA TRUCHA DE SAN
PEDRO MARTIR

Colecta de esperma

Anélisis de varianza de una via para comparar el porcentaje de movilidad espermatica
de los diferentes organismos de la TSPM que liberaron esperma durante Febrero de
2009. Los datos fueron transformados a la raiz del arcoseno antes de ser procesados.

Fuente de ,

varlaclsn gl F tablas F-valor P>F co
Modelo general 7 2.66 9.70 < 0.0001 0.05
Error 16

Total correcto 23
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Analisis de varianza de una via para comparar el niumero de espermatozoides obtenido
de cada uno de los organismos de la TSPM que liberaron esperma en Febrero de 2009.
Los datos fueron transformados a la raiz del arcoseno antes de ser procesados.

Fuente de variacion gl F tablas F-valor P>F ©0
Modelo general 7 2.66 406.64 <0.0001 0.05
Error 16
Total correcto 23

DANO OCASIONADO AL ESPERMA DE LA TRUCHA DE SAN PEDRO
MARTIR DURANTE LA CONSERVACION A CORTO PLAZO

Porcentaje de movilidad en la muestra control.

Dias R1 R2 R3 Prom DE EE
0 90 90 85 88 2.89 1.67
1 85 85 85 85 0.00 0.0
2 85 85 80 83 2.89 1.67
3 80 80 85 82 2.89 1.67
4 80 80 80 80 0.00 0.0
5 70 70 70 © 70 0.00 0.0
6 70 70 70 70 0.00 0.0
7 70 70 75 72 2.89 1.67
8 40 40 45 42 2.89 1.67
9 0 0 0 0 0.00 0.0

Porcentaje de movilidad de los espermatozoides que fueron suspendidos en la SE-EG
en una dilucién Esperma/SE-EG de 1:3.

Dias R1 R2 R3 Prom DE EE
0 80 85 85 83 2.89 1.67
1 85 85 80 83 2.89 1.67
2 80 80 80 80 0.00 0.00
3 80 80 80 80 0.00 0.00
4 60 60 60 60 0.00 0.00
5 40 30 40 37 5.77 3.33
6 0 0 0 0 0.00 0.00
7 0 0 0 0 0.00 0.00
8 0 0 0 0 0.00 0.00
9 0 0 0 0 0.00 0.00
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Porcentaje de movilidad de los espermatozoides que fueron suspendidos en la SE-EG

en una dilucién Esperma/SE-EG de 1:6.

Dias R1 R2 R3 Prom DE EE
1 85 85 85 85 0.00 0.00
1 80 85 80 82 2.89 1.67
2 75 80 85 80 5.00 2.89
3 60 70 70 67 5.77 3.33
4 50 65 60 58 7.64 4.41
5 40 50 50 47 S 3.33
6 40 50 40 43 5.77 3.33
7 0 0 0 0 0.00 0.00
8 0 0 0 0 0.00 0.00
9 0 0 0 0 0.00 0.00

Porcentaje de movilidad de los espermatozoides que fueron suspendidos en la SE-EG

en una dilucién Esperma/SE-EG de 1:9.

Dias R1 R2 R3 Prom DE EE
1 90 20 85 88 2.89 167
1 90 85 20 88 2.89 167
2 87 85 85 86 1.15 0.67
3 85 85 85 85 0.00 0.00
4 85 85 80 83 289 167
5 85 80 85 83 289 167
6 85 80 80 82 289 1.67
7 85 80 80 82 289 167
8 15 10 10 12 289 167
9 0 0 0 0 0.00 0.00
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Analisis de varianza de dos vias para la comparacion del efecto de las diferentes
diluciones Esperma/SE-EG (control, 1:3, 1:6, 1:9) y el tiempo de almacenamiento (4°C)
sobre la movilidad espermatica de la TSPM. Los datos fueron transformados a la raiz
del arcoseno antes de ser procesados.

Fuente de variacion gl F tablas F-valor P>F ©0
Modelo general 39 159  566.12 <0.0001 0.05
Error 80
Total correcto 119
Modelo particionado
Diferentes diluciones 3 3.86 865.70 <0.0001 0.05
Tiempo (dias) 9 1746.12 <0.0001 0.05
Interaccién Diluciones/tiempo 27 136.17 <0.0001 0.05

Porcentaje de viabilidad (integridad de membrana) en la muestra control.

Dias R1 R2 R3 Prom DE EE
0 87 89 85 87 2.00 1.15
1 70 70 71 70 0.46 0.26
2 60 68 65 65 4.03 2.33
3 65 64 64 65 0.35 0.20
4 51 Tks) 63 63 11.85 6.84
5 50 55 48 51 3.44 1.99
6 43 48 50 47 3.61 2.08
7 46 47 50 48 2.29 1.32
8 33 35 29 32 3.06 1.76
9 0 0 0 0 0.00 0.00

Porcentaje de viabilidad de los espermatozoides que fueron suspendidos en la SE-EG
en una dilucién Esperma/SE-EG de 1:3.

Dias R1 R2 R3 Prom DE EE
0 89 82 85 85 3.51 2.03
1 68 78 86 77 8.86 512
2 69 72 82 74 7.05 4.07
3 63 62 77 68 8.34 4.82
4 60 61 67 63 3.54 2.05
5 31 30 33 31 1.53 0.88
6 0 0 0 0 0.00 0.00
7 0 0 0 0 0.00 0.00
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Continuacion de tabla........

Dias R1 R2 R3 Prom DE EE
8 0 0 0 - 0 0.00 0.00
9 0 0 0 0 0.00 0.00

Porcentaje de viabilidad de los espermatozoides que fueron suspendidos en la SE-EG
en una diluciéon Esperma/SE-EG de 1:6.

Dias R1 R2 R3 Prom DE EE
0 79 83 78 80 2.65 1.53
1 52 51 52 52 0.44 0.25
2 67 51 50 56 9.63 5.50
3 50 49 49 49 0.75 0.44
4 50 46 46 47 2.24 1.29
5 45 40 45 43 2.90 1.68
6 37 39 35 37 2.00 1.15
7 0 0 0 0 0.00 0.00
8 0 0 0 0 0.00 0.00
9 0 0 0 0 0.00 0.00

Porcentaje de viabilidad de los espermatozoides que fueron suspendidos en la SE-EG
en una dilucion Esperma/SE-EG de 1:9.

Dias R1 R2 R3 Prom DESV EE
0 95 84 85 88 5.98 3.45
1 82 81 84 82 1.81 1.056
2 82 80 78 80 2.00 1.16
3 74 72 75 74 1.18 0.68
4 73 69 70 71 2.00 1.15
5 67 69 70 69 1.27 0.73
6 67 60 68 65 4.27 2.46
7 40 51 40 44 6.29 3.63
8 30 31 27 29 2.08 1.20
9 19 9 14 14 5.00 2.89
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Analisis de varianza de dos vias para la comparacion del efecto de las diferentes
diluciones Esperma/SE-EG (control, 1:3, 1:6, 1:9) y el tiempo de almacenamiento (4°C)
sobre la viabilidad espermatica de la TSPM. Los datos fueron transformados a la raiz del
arcoseno antes de ser procesados.

Fuente de variacién gl F tablas F-valor P>F o0
Modelo general 39 1.59 21599 < 0.0001 0.05
Error 80
Total correcto 119
Modelo particionado
Diferentes diluciones 3 3.86 370.55 < 0.0001 0.05
Tiempo (dias) 9 67761 <0.0001 0.05
il et 27 4495 <0.0001  0.05

Diluciones/tiempo

Andlisis estadistico de la regresion lineal del porcentaje de movilidad y viabilidad en la
muestra control. Los datos fueron transformados antes a la raiz del arcoseno.

Anélisis de / Sumas de Cuadrado E p
varianza 9 cuadrados medio

Regresion 1 3.332 3.332 383.524 < 0.001

Residual 28 : 0.243 - 0.00869

Total 29 3.575 0.123

Coeficiente E[ror t P
; estandar

1 0.0895 0.0470 1.903 0.067
Viabilidad 1.087 0.0555 19.584 < (0.001

Analisis estadistico de la regresion lineal del porcentaje de movilidad y viabilidad de los
espermatozoides mantenidos en una dilucion esperma/SE-EG de 1:3. Los datos fueron
transformados antes a la raiz del arcoseno.

Andlisis de y Sumas de Cuadrado F p
varianza 9 cuadrados medio
Regresién 1 7.739 7.739 1307.43 <0.001
Residual 28 0.166 0.00592

Total 29 7.905 0.273
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Coeficiente Error estandar t P
Constante 0.0107 0.0217 0.494 0.625
Viabilidad 1.029 0.0285 36.158 < 0.001

Analisis estadistico de la regresion lineal del porcentaje de movilidad y viabilidad de los
espermatozoides mantenidos en una dilucién esperma/SE-EG de 1:6. Los datos fueron
transformados antes a la raiz del arcoseno.

Analisis
Sumas de Cuadrado

var?:nza 9l cuadrados medio 3 e
Regresion 1 6.066 6.066 496.286 < 0.001
Residual 28 0.342 0.0122
Total 29 6.408 0.221

Coeficiente Error estandar t P

Constante 0.0127 0.0358 0.355 0.726
Viabilidad 1.161 0.0521 22.277 < 0.001

Andlisis estadistico de la regresion lineal del porcentaje de movilidad y viabilidad de los
espermatozoides mantenidos en una dilucién esperma/SE-EG de 1:3. Los datos fueron
transformados antes a la raiz del arcoseno.

Analisis de Sumas de Cuadrado

varianza 9l cuadrados medio 5 P
Regresién 1 3.916 3.916 102.383 < 0.001
Residual 28 1.071 0.0382
Total 29 4.987 0.172
Coeficiente Error estandar t P
Constante -0.301 0.131 -2.302 0.029

Viabilidad 1.400 0.138 10.118 < 0.001
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APENDICE CAPITULO 4

COLECTA DE ESPERMA DE O. mykiss nelsoni EN CONDICIONES DE
LABORATORIO

Analisis de varianza de una via para la comparacion de los diferentes porcentajes de
movilidad espermatica de los organismos que liberaron esperma en Marzo y Abril de
2009. g/ = grados de libertad, F = distribucion F, P = probabilidad. Los datos fueron
transformados a la raiz del arcoseno antes de ser procesados.

Fuente de variacion gl F tablas F-valor P>F o0
Modelo general 1 4.08 9.29 0.0041 0.05
Error 40
Total correcto 41

Analisis de varianza de una via para la comparacion del nimero de espermatozoides de
los organismos que liberaron esperma en Marzo y Abril de 2009.

Fuente de variacion gl F tablas F-valor P>F o0
Modelo general 1 4.08 22540 <0.0001 0.05
Error 40
Total correcto 41

CITOTOXICIDAD DEL CRIOPROTECTANTE EN EL ESPERMA DE LA
TRUCHA DE SAN PEDRO MARTIR

Preparacion de las diferentes concentraciones de crioprotectantes evaluados. Volumen
final 1000 L.

Concentracion del Solucion extensora Crioprotectante
crioprotectante (%)  Erdhal y Graham (pL) (uL)

5 950 50

7 930 70

10 900 100

15 850 150
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Efecto de los agentes crioprotectantes evaluados en diferentes concentraciones a
diferentes tiempos sobre la movilidad espermatica de la trucha de San Pedro Martir.

Dimetil sulféxido (DMSO)

N-N, Dimetil acetamida (DMA)

Tiempo (min) 5

0 15 20 25

30 5 0 15 20 25 30

Control 9 90 90 90 80 80 80 90 90 90 80 80
5% 5 2 1 0 0 0 20 20 5 4 4 2
7% 1 0 0 0 0 0 5 5 1 1 1 0
10% 0 0 0 0 0 0 8 3 1 1 1 0
15% 0 0 0 0 0 0 7 7 0 0 0 0

Etilenglicol (ETG) Glicerol (GL)

Tiempo (min) 5 10 15 20 25 30 5§ 10 15 20 25 30

Control 90 90 90 90 80 80 90 90 90 90 80 80
5% 0 0 0 0 0 0 16 5 0 0 0 0
7% 0 0 0 0 0 0 10 0 0 0 0 0
10% 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
15% 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Metanol (MT) 1,2-Propanodiol (PD)

Tiempo(min) 5 10 15 20 25 30 5§ 10 15 20 25 30

Control 90 90 90 90 80 80 90 90 90 90 80 80
5% 50 40 40 30 30 20 5 5 5 2 2 1
7% 50 35 30 30 25 10 5 0 0 0 0 0
10% 20 15 10 10 2 2 2 0 0 0 0 0
15% 165 10 5 5 5 5 0 0 0 0 0 0

Anélisis de varianza de tres vias para la
crioprotectantes  DMSO, DMA, Glicerol,

metanol,

comparacion del efecto de los diferentes
PP y EG a

las diferentes

concentraciones (control, 5%, 7%, 10%, 15%) sobre la movilidad espermatica de la
TSPM Los datos fueron transformados a la raiz del arcoseno antes de ser procesados.

Fuente de variacién

gl

F tablas F-valor

P>F

©0

Modelo general
Error
Total correcto

1.77
14
165

280.54

< 0.0001

0.056
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Continuacion de tabla........

Fuente de variacion gl F tablas F-valor P>F o0
Modelo particionado
Crioprotectante 5 6.26 4975 <0.0001 0.05
Concentracion (%) 4 907.62 <0.0001 0.05
Tiempo (dfas) 5 9.66 < 0.0001 0.05

Analisis “Probit” aplicado a los espermatozoides suspendidos en DMA por 5 minutos.

Parametro Estimado EE Limites de confianza al 95%
Intercepto = a 5.052233  0.846127 (1.411350,8.693116)
Pendiente = b 1.290528 0.930584 (-2.713774,5.294829)
Tasa de respuesta espontanea 0.099883  0.053540 (-0.130499,0.330265)

Valor estimado de EC (concentracion efectiva) y concentracion de exposicion.

Punto Concentracion de exposicion
LC/EC 1.00 0.014
LC/EC 5.00 0.048
LC/EC 10.00 0.093
LC/EC 15.00 0.143
LC/EC 50.00 0.911
LC/EC 85.00 5.789
LC/EC 90.00 8.966
LC/EC 95.00 17.144 i
LC/EC 99.00 57.826

Analisis “Probit” aplicado a los espermatozoides suspendidos en DMA por 10 minutos.

Parametro Estimado EE Limites de confianza al 95%
Intercepto = a 4862275 1.129978 (-0.000019,9.724568)
Pendiente = b 1.598961 1.260891 (-3.826652,7.024575) l

Tasa de respuesta espontanea 0.099772  0.067868 (-0.192265,0.391808)




Valor estimado de EC y concentracién de exposicion.
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Punto Concentracion de exposicion (%)
LC/EC 1.00 0.043
LC/EC 5.00 0.114
LC/EC 10.00 0.193
LC/EC 15.00 0.274
LC/EC 50.00 1.219
LC/EC 85.00 5.424
LC/EC 90.00 7.721
LC/EC 95.00 13.028
LC/EC 99.00 34.755

Analisis "Probit” aplicado a los espermatozoides suspendidos en DMA por 15 minutos.

Parametro

Estimado EE Limites de confianza al 95%

Intercepto = a
Pendiente = b

Tasa de respuesta espontanea

4527642  1.079529
3.005992  1.349520
0.099991  0.029999

(2.411764,6.643519)
(0.360932,5.651052)
(0.041193,0.158788)

Valor estimado de EC, concentracién de exposicion y limites de confianza.

Concentracion de

Punto exposicién (%) Limites de confianza al 95%
Inferior Superior
LC/EC 1.00 0.242 0.000 1.113
LC/EC 5.00 0.407 0.000 1.473
LC/EC 10.00 0.538 0.000 1.710
LC/EC 15.00 0.649 0.000 1.893
LC/EC 50.00 1.436 0.000 2.912
LC/EC 85.00 3.176 0.023 4.571
LC/EC 90.00 3.833 0.108 5.155
LC/EC 95.00 5.062 1.006 6.536
LC/EC 99.00 8.532 6.597 101.660
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Analisis “Probit” aplicado a los espermatozoides suspendidos en DMA por 20 minutos.

Parametro Estimado EE Limites de confianza al 95%
Intercepto = a 4.887072 1.075884 (2.778340,6.995804)
Pendiente = b 2.632952 1.327164 (0.031711,5.234192)
Tasa de respuesta espontanea 0.099999  0.030000 (0.041199,0.158798)

Valor estimado de EC, concentracién de exposicién y limites de confianza.

Concentracion de

Punto exposicion (%) Limites de confianza al 95%
Inferior Superior
LC/EC 1.00 0.144 0.000 0.955
LC/EC 5.00 0.262 0.000 1.291
LC/EC 10.00 0.360 0.000 1.518
LC/EC 15.00 0.446 0.000 1.693
LC/EC 50.00 1.104 0.000 2.694
LC/EC 85.00 2.732 0.000 4.371
LC/EC 90.00 3.386 0.000 4,959
LC/EC 95.00 4.6520. 000 0.000 6.269
LC/EC 99.00 8.442 : 6.264 %226927149056.000

Analisis “Probit” aplicado a los espermatozoides suspendidos en DMA por 25 minutos.

Parametro Estimado EE Limites de confianza al 95%
Intercepto = a 4.800296 1.095426 (2.653260,6.947331)
Pendiente = b 2.677760 1.349387 (0.032961,5.322559)

Tasa de respuesta espontanea  0.199997 0.040000 (0.121597,0.278396)

Valor estimado de EC, concentracion de exposicién y limites de confianza.

Concentraciéon de

- 3 0
Punto exposicién (%) Limites de confianza al 95%
Inferior Superior
LC/EC 1.00 0.161 0.000 1.009
LC/EC 5.00 0.289 0.000 1.358

LC/EC 10.00 0.394 0.000 1.692
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Continuacion de tabla........

Concentracion de

. : o
Punto exposicién (%) Limites de confianza al 95%
Inferior Superior
LC/EC 15.00 0.487 0.000 1.773
LC/EC 50.00 1.187 0.000 2.802
LC/EC 85.00 2.895 0.000 4.526
LC/EC 90.00 3.574 0.000 5.141
LC/EC 95.00 4.885 0.000 6.617
LC/EC 99.00 8.777 6.493 %2548128808960.000

Analisis “Probit” aplicado a los espermatozoides suspendidos en DMSO por 5 minutos.

Parametro Estimado EE Limites de confianza al 95%
Intercepto = a 2.855035 1.847358 (0.765788,6.475857)
Pendiente = b 5.331258  2.488803 (0.453204,10.209312)
Tasa de respuesta espontanea 0.100013  0.030002 (0.041210,0.1588186)

Valor estimado de EC y concentracion de exposicion.

Concentracion de

Punto exposicion (%) Limites de confianza al 95%

Inferior Superior
LC/EC 1.00 0.9250 0.000 2.180
LC/EC 5.00 1.241 0.000 2.546
LC/EC 10.00 1.452 0.000 2.766
LC/EC 15.00 1.614 0.000 2.926
LC/EC 50.00 2.525 0.001 3.721
LC/EC 85.00 3.951 0.113 4.815
LC/EC 20.00 4.393 0.385 5.188
LC/EC 95.00 5.139 2177 6.307

LC/EC 99.00 6.897 5.827 87.604
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Analisis “Probit” aplicado a los espermatozoides suspendidos en Glicerol por 5 minutos.

Parametro Estimado EE Limites de confianza al 95%
Intercepto = a 2.763465 0.791504 (1.212118,4.314813)
Pendiente=b 4,.423975 0.994898 (2.473974,6.373977)
Tasa de respuesta espontanea 0.100380  0.030050 (0.041483,0.159278)

Valor estimado de EC, concentracion de exposicién y limites de confianza.

Concentracion (%) de

Punto Limites de confianza al 95%

exposicion
Inferior Superior
LC/EC 1.00 0.954 0.218 1.701
LC/EC 5.00 1.361 . 0.411 2179
LC/EC 10.00 1.644 0.575 2.489
LC/EC 15.00 1.868 0.722 2723
LC/EC 50.00 3.203 1.874 4,001
LC/EC 85.00 5.493 4,627 6.184
LC/EC 90.00 6.241 5.490 7.154
LC/EC 95.00 7.540 6.661 9.428
LC/EC 99.00 10.749 8.811 17.190

Analisis “Probit” aplicado a los espermatozoides suspendidos en Metanol por 5 minutos.

Parametro Estimado EE Limites de confianza al 95%
Intercepto = a 2.852604  0.744368 (-0.350412,6.055621)
Pendiente = b 2692068 0.796715 (-0.736198,6.120334)
Tasa de respuesta espontanea 0.100790  0.055442 (-0.137776,0.339356

Valor estimado de EC y concentracion de exposicion.

Punto Concentracion de exposicion (%)
LC/EC 1.00 0.858
LC/EC 5.00 1.5637
LC/EC 10.00 2.097
LC/EC 15.00 2.586
LC/EC 50.00 6.276

LC/EC 85.00 156.229
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Continuacion de la tabla...........

Punto Concentracion de exposicién (%)
LC/EC 90.00 18.7852
LC/EC 95.00 25.627
LC/EC 99.00 45.899

Analisis “Probit” aplicado a los espermatozoides suspendidos en Metanol por 10
minutos.

Parametro Estimado EE Limites de confianza al 95%
Intercepto = a 3.335643  0.408228 (2.535516,4.135769)
Pendiente = b 2486392  0.445803 (1.612618,3.360167)
Tasa de respuesta espontanea 0.100223  0.030024 (0.041375,0.159070)

Valor estimado de EC, concentracion de exposicion y limites de confianza.

Concentracion de

Punto exposicion (%) Limites de confianza al 95%
Inferior Superior
LC/EC 1.00 0.542 0.124 1.104
LC/EC 5.00 1.018 0.328 1.767
LC/EC 10.00 1.425 0.549 2.273
LC/EC 15.00 1.789 0.778 2.696
LC/EC 50.00 4.671 3.314 5.653
LC/EC 85.00 12.196 10.286 16.275
LC/EC 90.00 15.305 12.388 22.687
LC/EC 95.00 21.426 16.107 37.597
LC/EC 99.00 40.272 25.982 98.360

Analisis "Probit” aplicado a los espermatozoides suspendidos en Metanol por 15
minutos.

Parametro Estimado EE Limites de confianza al 95%
Intercepto = a 2.798115 0.444438 (1.927017,3.66921 3)
Pendiente = b 3.272502 0.499046 (2.294371 4.250632)

Tasa de respuesta espontanea 0.100274  0.030027 (0.041421,0.159126)
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Valor estimado de EC, concentracion de exposicion y limites de confianza.

Punto Concentracion de Limites de confianza al 95%
exposicion (%)
Inferior Superior

LC/EC 1.00 0.916 0.368 1.5086
LC/EC 5.00 1.480 0.727 2.185
LC/EC 10.00 1.911 1.044 2.667
LC/EC 15.00 2.271 1.333 3.053
LC/EC 50.00 4,708 3.683 5.480
LC/EC 85.00 9.762 8.635 11.595
LC/EC 90.00 11.600 10.049 14.554
LC/EC 95.00 14.979 12.416 20.651
LC/EC 99.00 24,194 18.178 40.427

Analisis “Probit” aplicado a los espermatozoides suspendidos en Metanol por 20

minutos,
Parametro Estimado EE Limites de confianza al 95%
Intercepto = a 3.746284  0.412429 (2.937933,4.554654)
Pendiente = b 2.179456 0.452063 (1.293413,3.065500)
Tasa de respuesta espontanea 0.100789  0.030103 (0.041786,0.159791)

Valor estimado de EC, concentracion de exposicion y limites de confianza.

Punto Concentracion de ] Limites de confianza al 95%
exposicion (%) :
Inferior Superior

LC/EC 1.00 0.322 0.036 0.821
LC/EC 5.00 0.661 0.119 1.375
LC/EC 10.00 0.971 0.227 1.811
LC/EC 15.00 1.258 0.350 2.182
LC/EC 50.00 3.760 2.160 4873
LC/EC 85.00 11.240 9.377 15.475
LC/EC 90.00 14.564 11.592 23.286
LC/EC 95.00 21.378 15.514 43.643

LC/EC 99.00 43.915 26.240 144.803
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Analisis “Probit” aplicado a los espermatozoides suspendidos en Metanol por 25
minutos.

Parametro Estimado EE Limites de confianza al 95%
Intercepto = a 3.006855 1.133749 (-1 .871667,7.885377)
Pendiente = b 3.224467 1.283944 (-2.300345,8.749279)
Tasa de respuesta espontanea 0.199823  0.090124 (-0.187981,0.587626)

Valor estimado de EC y concentracion de exposicion

Punto Concentracion de exposicién (%)
LC/EC 1.00 0.788
LC/EC 5.00 1.282
LC/EC 10.00 1.662
LC/EC 15.00 1.980
LC/EC 50.00 4,151
LC/EC 85.00 8.701
LC/EC 90.00 10.366
LC/EC 95.00 13.436
LC/EC 99.00 21.857

Analisis “Probit” aplicado a los espermatozoides suspendidos en Metanol por 30
minutos.

Pardmetro Estimado EE Limites de confianza al 95%

Intercepto = a - 4210642 0.529390 (3.173038,5.2482486)

Pendiente = b 2.236549 0599366 (1.061792,3.411306)

Tasa de respuesta espontanea 0.199462  0.039959 (0.121143,0.277781) :

Valor estimado de EC, concentracion de exposicion y limites de confianza.

Concentracién de

Punto exposicién (%) Limites de confianza al 95%
Inferior Superior
LC/EC 1.00 0.205 0.004 0.714
LC/EC 5.00 0.414 0.017 1.134

LC/EC 10.00 0.602 0.037 1.452
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Continuacion de la tabla..........

Punto Concentracién de Limites de confianza al 95%
exposicion (%)

Inferior Superior
LC/EC 15.00 0.775 0.063 1.717
LC/EC 50.00 2.254 0.585 3.510
LC/EC 85.00 6.551 4,833 8.089
LC/EC 90.00 8.433 6.836 11.486
LC/EC 95.00 12.257 9.582 23.023
LC/EC 99.00 24.721 15.795 96.960

Analisis “Probit” aplicado a los espermatozoides suspendidos en 1,2-Propanodiol por 5
minutos.

Parametro Estimado EE Limites de confianza al 95%
Intercepto = a 5.001805 0.748072 (3.535584,6.468027)
Pendiente = b 2.098176 0.880597 (0.372206.3.824145)
Tasa de respuesta espontanea 0.100058  0.030008 (0.041243,0.158873)

Valor estimado de EC, concentracién de exposicion y limites de confianza.

Punto Concentracion de Limites de confianza al 95%
exposicion (%)

Inferior Superior
LC/EC 1.00 0.078 0.000 0.593
LC/EC 5.00 0.164 0.000 0.897
LC/EC 10.00 0.245 0.000 1.118
LC/EC 15.00 0.320 0.000 1.297
LC/EC 50.00 0.998 0.000 2.445
LC/EC 85.00 3.112 0.075 4.734
LC/EC 90.00 4.073 0.332 5.659
LC/EC 95.00 6.069 2.596 8.523

LC/EC 99.00 12.819 8.931 252.826
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CONGELACION A LARGO PLAZO DEL ESPERMA DE LA TRUCHA DE SAN
PEDRO MARTIR Y EVALUACION DEL DANO

Evaluacién del porcentaje de movilidad

Porcentaje de movilidad de los espermatozoides de la TSPM antes de ser congelados.

DMSO DMA MT

R1 (%) 20 40 20
R2 (%) 15 35 85
R3 (%) 20 40 90
Promedio 18 38 88
sSD 2.89 2.89 2.89
EE 1.67 1.67 1.67
Maximo 20 40 90
Minimo 15 35 85

Efecto de las diferentes temperaturas de descongelacion en la movilidad de los

espermatozoides de la TSPM criopreservados con DMA o DMSO o MT como
crioprotectante permeable.

25°C por 30 35°C por 8 40°C por 4

segundos segundos segundos
R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3
DMA 0 0 0 0 0 0 0 0 0
DMSO 0 0 0 0 0 0 0 0 0
MT 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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Evaluacion de la integridad de membrana

Efecto de las diferentes temperaturas de descongelacién en la integridad de membrana
de los espermatozoides de la TSPM criopreservados con DMA o DMSO o Metanol como
crioprotectante permeable. V = % de espermas de color verde o con membrana intacta,
R =% de espermas de color rojo o con membrana dafiada. T1 = 25°C (30 s), T1 =35°C
(8s), T1=40°C (4 s).

Crioprotectante DMSO DMA
Temperatura T1 T2 T3 T1 T2 T3
Campo V R Vv R v R V R Vv R Vv R
1 7 9 12 88 15 8 3 97 13 87 18 82
2 5 95 12 8 17 8 4 9 14 8 17 83
3 8 92 11 8 15 8 3 97 16 84 22 78
4 9 91 10 9 14 8 4 9 13 8 18 &
5 7 9 10 90 15 8 3 97 17 83 23 77
6 9 91 12 88 16 8 3 97 16 84 19 81
7 7 9 11 8 15 8 3 97 14 8 21 79
8 8 92 10 90 16 84 4 9 14 8 20 80
9 6 94 11 89 14 8 5 95 13 87 20 80
10 5 9 11 89 18 8 5 95 12 88 19 81
Promedio 7.10 11.00 15.50 3.70 14.20 19.70
SD 1.45 0.82 1.27 0.82 1.62 1.89
EE 0.46 0.26 0.40 0.26 0.51 0.60
Crioprotectante METANOL
Temperatura T1 T2 T3
Campo Vv R Vv R Vv R
1 4 96 8 92 57 43
2 4 96 13 87 55 45
3 3 97 12 88 58 42
4 5 95 11 89 56 44
5 3 97 12 88 55 45
6 4 96 11 89 53 47
7 5 95 9 91 50 50
8 3 97 12 88 54 46
9 4 96 10 90 57 43
10 2 98 11 89 56 44
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Continuacién de la tabla...........

Crioprotectante METANOL
Temperatura T : T2 T3
Campo Verdes Verdes Verdes
Promedio 3.70 10.90 55.10
SD 0.95 1.52 2.33
EE 0.30 0.48 0.74

Analisis de varianza de dos vias para Ia comparacion de la integridad de membrana de
los espermatozoides de la TSPM criopreservados con diferentes CPA y descongelados
a diferentes temperaturas. g/ = grados de libertad, F = distribucion F, P = probabilidad.
Los datos fueron transformados antes a la raiz del arcoseno.

Fuente de variacion gl F tablas  F-valor P>F (>0)
Modelo general 8 2.07 724.08 < 0.0001 0.05
Error 81
Total correcto 89
Modelo particionado
Crioprotectantes 2 19.00 247.57 < 0.0001 0.05
Temperaturas 2 : 1782.67 < 0.0001 0.05

ACP * TEMP 4 : 433.056 <0.0001 0.05

Ensayo cometa

Controles. Todos los reactivos se preparan un dia antes (Incluso hasta 2 dias
antes).

Control positivo. Peréxido de Hidrogeno (H.O,). Volumen final 100 mL. Hacer una
~ solucién madre (1000 mM) de H,O, y de ahi preparar diferentes diluciones (100, 200, :
400, 600, 800, 1000). ,

Reactivo Férmula PM Concentracion Cantidad

Perbxido de Hidrogeno H>0, 34.02 30% wiw 1.33 uL

Aforar a 100 mL en agua destilada y almacenar a 4°C
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Agarosa 0.5%. Volumen final 10 mL (suficiente para 12 muestras).

Concentraciéon

Marcal/codigo Reactivo Cantidad final

SIGMA A-9539 Agarosa 0.05¢g 0.5%
Aforar a 10 mL con agua Mili-Q (9.95 mL)

Nota: La mezcla fue calentada en un horno de microondas por ~1.5 minutos. Cada 15 segundos
la muestra fue removida del microondas y agitada ligeramente para evitar la formacién de
burbujas. Finalmente antes de que hierva la solucion es retirada del microondas y mantenida en
bafio marfa (55-60°C).

Agarosa de bajo punto de fusién preparada al 0.5%. Volumen final 10 mL (suficiente
para 12 muestras).

Marca/cédigo Reactivo Cantidad Concentracion (%)
SIGMA A-9414 Agarosa low 0.05¢g 0.5
melting point

Aforar a 10 mL con agua Mili-Q (9.95 mL)

Sugerencias: Preparar las agarosas 1 dia antes y almacenarla a 4°C.

Solucién de lisis. Volumen final 1 litro.

Reactivo Concentracién Cantidad
NaCl (Peso mol: 58.44) 2.5 mM 0.146 g
Na,-EDTA (Peso mol: 372.24) ~ 100 mM 37.224 g
Tris (Peso mol: 121.14) 10 mM 1.211g
Triton X-100 1% 10 mL
Lauryl sarcosine (Peso mol: 293.4) 1% 104g

pH 10
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Sugerencias:

e Asegurarse de mezclar bien (~20 minutos)

e Poner ~8g de NaOH para ajustar el pH a 10 esto mejora la mezcla
ademas se puede mezclar a ~40°C. Después agregar (SLS)

e Cuando se hallan formado cristales de sales estos se pueden eliminar
calentando la solucién a temperaturas mayores de 40°C

e Para eliminar la solucién de lisis, los portaobjetos son enjuagados con la
solucion (fria) de electroforesis. E| enjuagar implica meter y sacar los
portaobjetos rapido, no hay que moverlos mucho

Blfer para electroforesis. Volumen final 1 litro.

Reactivo Concentracion Gramos
NaOH 300 mM 12.000
Nas,-EDTA 1T mM 0.372
pH 12

Nota: Se usaron ~20 mL de HCI para ajustar el pH a 12

Solucién de neutralizacién. Volumen final 250 mL.

Reactivo Concentracién Gramos
Tris 0.4 mM 0.012114
pH 7.5

Poner una gotita super diluida de HCI







