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RESUMEN

Resumen de la tesis de José Alberto Miranda Velasco presentada como requisito
parcial para la obtencién de la Licenciatura en Biologia. Ensenada, Baja California,
Meéxico. Junio de 2007.

Titulo: TRATAMIENTO DE BACTERIAS PATOGENAS DE Vibrio harveyi EN
MUESTRAS REFRIGERADAS Y CRIOPRESE DAS DE ESPERMA DE
ABULON ROJO Haliotis rufescens

Dra. Carmen niagua Chavez

La conservacion de los recursos de especies acudticas, es de gran utilidad en el desarrollo
de lineas génicas y conservacion, entre otros. Sin embargo, un aspecto importante que se debe
considerar en la conservaciéon de recursos genéticos es la posibilidad de contaminacioén cruzada
en las muestras de esperma almacenadas en los bancos del germoplasma. La bioseguridad es un
problema importante hoy en dia y la necesidad de mantener un banco de germoplasma de
especies acuaticas libre de patégenos es primordial. Los objetivos de este trabajo fueron
examinar: 1) la viabilidad y el crecimiento de bacterias patégenas de Vibrio harveyi inoculado en
muestras refrigeradas (4°C) y criopreservdas (-196°C ) de esperma de abuldén rojo Haliotis
rufescens; 2) el efecto citotéxico de antibidtico/antimicético (A/A) en la viabilidad del esperma
refrigerado o criopreservado; 3) el mejor tratamiento para la eliminacién de bacterias patogenas
de las muestras de esperma; y 4) técnica de diagndstico para detectar bacterias patégenas en
muestras de esperma.

Para esta investigacion, las muestras de esperma de abulon rojo fueron resuspendidas en agua de
mar e inoculadas con Vibrio harveyi con o sin A/A y fueron almacenadas en un refrigerador a
4°C o criopreservadas en un congelador programable con una tasa de congelamiento de a
1.0°C/min hasta alcanzar -30°C. Las muestras fueron mantenidas a esta temperatura por 5
minutos antes de ser depositadas en un tanque con nitrégeno liquido (-196°C). Las muestras
refrigeradas fueron trasladadas a la Universidad de San Diego California (UCSD) donde se
evalué la supervivencia y crecimiento bacteriano, citotoxicidad de A/A en esperma y la eficacia
de A/A para eliminar o para reducir la densidad bacteriana. Alicuotas de cada tratamiento fueron
utilizadas para evaluar movilidad del esperma después de las primeras 24, 48 y 72 horas. Las
muestras criopreservadas fueron descongeladas en un bafio maria a 45°C  por ~8 segundos
después de 15 dias de almacenamiento fueron evaluadas al igual que las muestras refrigeradas.

Diferencias significativas fueron encontradas en la movilidad del esperma refrigerado entre las
tres concentraciones del A/A, donde la concentracién mas alta (15pl/mL) redujo
perceptiblemente el porcentaje de movilidad. Después de 24 h de almacenamiento a 4°C con
5ul/mL de A/A el esperma conservé un alto porcentaje de movilidad (~70%) y bajo crecimiento
bacteriano, esto sugiere que la conservacion en refrigeracion del esperma con A/A es una buena
opcion. No se encontraron diferencias significativas en la movilidad del esperma de las muestras
criopreservadas en los diferentes tratamientos. El crecimiento bacteriano fue afectado por las 3
concentraciones de A/A. Estos resultados pueden ser ttiles para entender el papel de agentes
infecciosos y su transmisién en muestras almacenadas en los bancos de germoplasma.



ABSTRACT
Thesis abstract of José Alberto Miranda Velasco presented as partial requisite to obtain
the Bachelor degree in Biology. Ensenada, Baja California, Mexico. June 2007.

Titlee  ANTIBIOTIC/ANTIMYCOTIC SOLUTION TREATMENT ON
BACTERIAL GROWTH OF Vibrio harvepi IN REFRIGERATED AND
CRYOPRESERVED SAMPLES OF SPERM OF RED ABALONE Haliotis
rufescens

Cryopreservation of sperm of important aquatic species is useful for genetic studies and
artificial breeding, conservation, among others. However, an important issue that must be
considered in the conservation of genetic resources is the possibility of microbiological cross-
contamination in sperm samples stored in the germplasm banks. Biosecurity is an important issue
and several approaches to reduce the risk of pathogen transfer need to be developed for aquatic
species.

The objectives of this work were to examinate:1) the viability and growth of the pathogenic
bacteria Vibrio harveyi inoculated in samples of sperm of red abalone Haliotis rufescens during a
refrigerated storage (4°C) and after a long-term storage (-196°C); 2) the cytotoxic effect of
antibiotic/antimycotic (A/A) on the viability of refrigerated or cryopreserved sperm; 3) the best
treatment for the elimination of pathogenic bacteria from the sperm samples; and 4) diagnostic
techniques to determine if pathogenic bacteria are present in sperm samples.

Briefly, red abalone sperm was collected and suspended in seawater. Samples were inoculated
with Vibrio harveyi with or without A/A and stored in a refrigerator at 4°C or were cryopreserved
in a controlled-rate freezer (freezing rate 1.0°C/min to reach -30°C). Aliquots from each treatment
were used to evaluate sperm motility at 24, 48 and 72 h at 4°C, the refrigerated samples were
transfer to the University of San Diego California (UCSD) to verify bacterial survival and
growth, A/A cytotoxicity and effectiveness of A/A to eliminate or reduce bacterial numbers over
time. The cryopreservation samples were defrosted in a water bath at 45°C by ~8 seconds, after
15 days of storage were evaluated like the refrigerated samples.

Significant differences were found in sperm motility among the three concentrations of the A/A,
where the highest concentration (15pl/mL) significantly reduced motility. After 24 h of storage at
4°C with 5ul/mL of A/A, the sperm retained a high motility (~70%) and low bacterial grow
suggesting that cold storage of sperm with A/A is a good option. No significant differences were
found in sperm motility of cryopreserved samples between the tree different treatments. Bacterial
growth was affected by all 3 concentrations of A/A. These results can be useful to control
infectious agents that are transmissible with sperm in germplasm banks.
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I. INTRODUCCION
L 1. Biologia del Género

Los abulones pertenecen a la familia Haliotidae, la mayor parte de estos gasteropodos
se encuentran desde la zona intermareal hasta los 20 m de profundidad, siendo este rango
el que les proporciona las condiciones ambientales preferidas para su desarrollo (Hahn,
1989). Las larvas de estos organismos suelen encontrarse en la base de los talos de las
macroalgas como Macrocystis pirifera y Nereocystis luekeana, mismas que los adultos
utilizan como fuente natural de alimento (Leighton, 2000).
Los abulones son organismos didicos, es decir, tienen sexos separados. Para las distintas
especies se reportan periodos de desove que pueden ser semestrales, anuales o continuos,
dependiendo de la integracion de factores bidticos y abidticos presentes en el ambiente
(Hahn, 1989). Su modo de alimentacién consiste en ramonear supetficies cubiertas por
bacterias o diatomeas, principalmente (Leighton, 2000). La madurez sexual se alcanza a
partir de los dos afios de edad, siendo un indicador, el tamafio de la gonada. La liberacion
de gametos es externa, en el medio natural lo activan factores como la temperatura (Diaz

et al., 2000), condiciones ocednicas y ciclos lunares (Leighton, 2000), entre otros.

1. 2. Distribucién e Importancia Econémica.

Estos organismos representan una pesqueria de gran importancia comercial en las
costas del Pacifico mexicano y estadounidense (Guzman del Proo y Ortiz-Quintanilla,
1972). Para la Peninsula de Baja California se registran cinco especies, siendo Haliotis
rufescens (abulon rojo), H. corrugata (abulon amﬁrillo) y H. fulgens (abulén azul) las de

mayor importancia econoémica (Leighton, 2000).



Los abulones azul, amarillo y negro (Haliotis cracherodii) se distribuyen a lo largo de
casi toda la costa de la peninsula de Baja California, desde las Islas Coronado, hasta la
Isla Margarita. En México, el abulén rojo tiene una distribucion mas estrecha, desde las
Islas Coronado, hasta Punta Baja en Bahia del Rosario (Guzman del Proo, 1992) (Figura
1). Sin embargo, no fue sino hasta 1960 que las pesquerias de abulén en México se

convirtieron en un recurso econémicamente importante (Cox, 1962).
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Figura 1. Distribucién de cinco especies de abulén en Baja California (tomado de
Guzman del Proo, 1992).



I. 3. Pesqueria y Cultivo del Abulén en México

La pesqueria de abulén en México comenzé en Baja California por el afio de 1960. El
4rea de captura se extendia desde las Islas Coronado hasta la Isla de Cedros (Cox, 1962).
Sin embargo, el registro oficial de captura mas antiguo de la pesqueria mexicana de
abulén en Baja California se remonta al afio de 1929, en este afio se capturaron 1,721
toneladas, alcanzandose una produccién maxima de 6,000 toneladas en 1950 (Guzman
del Proo, 1992). En la actualidad, la pesqueria de abuldn se ha visto reducida debido a la
sobre explotacién (Oakes y Ponte, 1996), cambios climaticos (Shepherd et al. 1998) y
baja tasa de recuperacion de las poblaciones naturales (Leighton, 2000).
Debido al agotamiento de las poblaciones naturales de abulén, el cultivo de este
gasteropodo en México se ha visto favorecido. En sus inicios, el cultivo de abulén se
limité a la produccion de larvas por medio de desoves inducidos y su liberacion en el
medio natural. Actualmente, las sociedades cooperativas se dedican a la produccion y
engorda de larvas de abulén tanto para su liberacion, como para su comercializacion
(Garza-Salas, y Bernal et al. 1992). Asimismo, el cultivo comercial de abulén también se
ha visto impulsado por laboratorios y granjas particulares. En Baja California unas de las
empresas importantes en la produccién de abulén son la granja Abulones Cultivados S.
de R. L. de C. V.; Productores Marinos Baja Pescadores Nacionales de Abulon (Sociedad
Cooperativa de Produccién Pesquera, SCPP); Buzos y Pescadores de Isla Natividad
(SCPP) y La Purisima (SCPP).
La combinacién de la alta demanda y la sobreexplotacion del recurso, ha generado un

interés en la acuicultura del abulén, Esta actividad proporciona una alternativa para
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mitigar la problematica del dafio ecoldgico que representa la disminucién de las

poblaciones naturales de abulén y al mismo tiempo mantener el producto en el mercado.

El cultivo de abulén se ha convertido en una industria que crece rapidamente no solo en
México, sino en todo el mundo debido a que es uno de los moluscos de mayor valor

comercial en los mercados internacionales (Johansson et al., 1999).

I. 4. La Criopreservacion como Herramienta en la Acuicultura y la Conservacion de
Recursos Génicos

El Banco de Germoplasma de especies acuaticas de Baja California del Centro de
Investigacion Cientifica y de Educacién Superior de Ensenada (CICESE), tiene como
meta el preservar especies acuaticas con caracteristicas bioldgicas y comerciales unicas,
con el propésito de resguardar cualquier tipo de células con capacidad de reproducirse o
dar origen a otras células, tales como esperma, ovocitos y embriones (Com. Pers. Carmen
Paniagua” 2006). La criopreservacion del esperma se considera una valiosa técnica para
la reproduccién artificial y el mejoramiento genético de especies comercialmente
importantes. La produccién de organismos acuiticos a escala comercial necesita contar
con una buena cantidad y calidad de productos sexuales durante el afio. La
criopreservacion no sélo asegura la disponibilidad de esperma de buena calidad sino que
ademads es menos costosa que mantener un stock de reproductores. También permite usar
un reducido nimero de machos en los criaderos y repetir el uso de ciertos machos cuando

las hembras se encuentran en condicién de desove (Billard et al., 1995).

* CICESE Tel. 1750500 Correo electrénico: cpaniagu@cicese.mx
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La criopreservacion de esperma es una herramienta muy practica para aumentar el
tamafio de la poblacién genéticamente efectiva, especialmente cuando se establece un
nuevo almacén de reproductores; ya que ayuda a mantener la diversidad genética y las
caracteristicas de los reproductores. Mas ain, el esperma congelado de especies en
peligro y de almacenes locales como los ya descritos anteriormente, puede ser colectado
para el establecimiento de bancos de germoplasma (Bergan ef al., 1991). Ademas, es una
forma de inyectar nuevo material genético, pues facilitaria la realizacién de cruzamientos
selectivos, ya que el traslado de un espécimen para su reproduccién requiere de
condiciones adecuadas y resultaria mas costoso que trasladar una muestra con esperma
congelado.

En los ultimos afios, la conservacion de recursos génicos de organismos ha sido objeto de
muchos estudios. El mayor trabajo se ha enfocado en la criopreservacion de peces tales
como el salmén del atlantico (Mounib, 1978 citado por Stoss y Refstie 1983), en trucha
(Holtz, 1978; Stoss et al., 1978; Stoss and Holtz, 1981; citados por Stoss & Refstie, 1983;
Piironen, 1993, y Geffen y Evans, 2000) y en carpa (Hulata & Rothbard, 1979; Billard
et al., 1995). Sin embargo los resultados obtenidos son altamente variables, por lo que se
necesita modificaciones especificas para aplicar la técnica en una especie en particular

(Billard et al., 1995).

I. 5. Ventajas de la Criopreservacion
Las ventajas que ofrece la criopreservacion, ya sea para el cultivo de especies de
interés comercial, como para especies en peligro de extincion son: almacenamiento a

largo plazo de gametos, mejoramiento genético mediante programas de cruzas selectivas,
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produccion de hibridos, reduccion en los costos de mantenimiento de reproductores,
sincronizacién y repeticién de desoves, facil manejo de muestras en el transporte nacional
e internacional, y que conlleva a la creacion y conservacion de bancos de germoplasma
(Mongkonpunya et al., 2000).

La variedad de materiales y técnicas de congelamiento utilizadas para la criopreservacion
de células es muy amplia. Las muestras se pueden empaquetar en pajillas de 0.25 mL,
0.50 mL, o volimenes mayores y éstas a su vez se pueden congelar en camaras
programables o en cdémaras manuales, ambas enfriadas con vapor de nitrégeno liquido.
Sin embargo, cada uno de estos métodos requiere tiempo y se vuelve ineficiente si se
trata de criopreservar grandes voliimenes de esperma (Wayman y Tiersch, 2000). Por lo
tanto, es necesario recurrir a los métodos comerciales de criopreservacion. Un ejemplo
es la industria lechera. En esta area se han implementado exitosamente las técnicas de
criopreservacion mediante el etiquetado computarizado de pajillas, llenado de pajillas
automatizado, cdmaras de congelacion para grandes volumenes y bases de datos
organizadas para el manejo y distribucion de muestras (Riley, 2002). Por lo anterior, se
considera que la criopreservacion del esperma de abulén puede realizarse tanto a pequefia

escala como a escala comercial.

1. 6. Verificacion de viabilidad de Esperma

La viabilidad del esperma criopreservado se puede evaluar de diversas formas como lo
son la tasa de eclosiéon de huevecillos fertilizados con esperma congelado (Tsai y Chao,
1994: Gwo, 2000b; Lahnsteiner, 2000), la motilidad (Dot et al., 1982; Matsunaga et al.,

1983; Tiersch et al., 1994; Leffler y Walters, 1996; Wilhem et al., 1996; Gwo, 2000a),
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el contenido de ATP (Perchec ef al., 1995) y la integridad del acrosoma (Wilhem ef al.,
1996). Cada medida de verificacion de calidad espermatica presenta ventajas y
desventajas. La eleccion de una o una combinacién de éstas, depende del tiempo y el

presupuesto con el que se cuente.

La motilidad es el parametro mas utilizado para evaluar la calidad del esperma. Para la
evaluacién de dicho pardmetro, es necesario colocar el esperma en una solucion
fisiologica y observarlo al microscopio (Bromage y Roberts, 1995). Algunos autores han
establecido categorias numéricas de clasificacion de muestras de esperma, donde el cero
se refiere a muestras con nula motilidad y el nimero méximo de la clasificacion se refiere

a muestras con motilidad entre 80 y 100% (Doi et al., 1982; Gwo et al., 2002).

1. 7. Transferencia de microorganismos patogenos.

Las enfermedades por microorganismos patégenos constituyen una de las mayores
amenazas para la acuicultura a nivel mundial (Wedemeyer y Wood, 1974), existiendo una
amplia diversidad de procesos patologicos implicados. La presencia de microorganismos
en muestras de gametos provee un riesgo potencial en la transferencia de estos agentes y
este riesgo se vuelve mayor cuando la liberacién de los gametos de estos organismos €s

externa y es necesario colectar los gametos del agua donde desovaron.

En el mar la reproduccion y el desarrollo de los animales se llevan a cabo en condiciones
muy diferentes que las de los terrestres. La mayoria de los organismos acuaticos liberan

sus gametos en el agua (fecundacion externa). En este tipo de fecundacion, los
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organismos expulsan sus gametos en el agua. En estas condiciones existe un alto riesgo

de que los gametos estén en contacto con microorganismos patdégenos.

En adicién al tratamiento de agentes infecciosos, la presencia de microorganismos en
muestras resguardadas, pone en peligro el valor del germoplasma, disminuyendo la
capacidad de fertilizacion y minimizando la cantidad celular (6vulos o esperma) y su
viabilidad (Jenkins 2000). Diferentes antibiéticos son tipicamente afiadidos a gametos
humanos para extender el tiempo de almacenamiento y disminuir la transferencia de
microorganismos (Cotell ef al., 1997). Sin embargo, su aplicacion no ha sido investigada

sisteméticamente para el uso y desarrollo de especies acuaticas (J enkins 2000a).

La importancia clinica del procedimiento de eliminacion de bacterias de las muestras de
semen y la bacteriospermia es evidente (Willen et al., 1996; Cottell et al., 1997). Existe
una tendencia de algunas bacterias de adherirse al esperma (Friberg y Fullan, 1983; Wolff
et al., 1993; Diemer et al., 1996), afectar la movilidad (Kaur et al., 1986) y la reaccion
del acrosoma (Mulla et al., 1996). En humanos, es sorprendente que la presencia por
medio natural de bacterias en las muestras de semen no tiene efecto en la fertilizacion
(Riedel et al., 1984; Forman et al., 1987, Stovall et al., 1993; Liversedge et al., 1996;
Bussen et al., 1997); sin embargo, en cultivos contaminados con bacterias, los ovocitos de
humanos son degradados (Huyser ef al., 1991). El papel que desempeifian los antibioticos
que son adicionados al medio de cultivo celulares para estos estudios no ha sido claro. El
{inico microorganismo reportado que disminuye el porcentaje de embarazo en humanos

es Ureaplasmaurealyticum (Montagut ef al., 1991).
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L 8. Vibrio harveyi como Patbgeno de especies acuaticas.
I. 8. 1. Vibriosis

La vibriosis es una enfermedad causada por un grupo de bacterias del género Vibrio.
Quizé la especie mas notoria es Vibrio cholerae, bacterias que causa la enfermedad del
colera. El genero Vibrio es uno de los mas comunes encontrados en aguas superficiales
en el mundo. Por lo tanto, los moluscos filtréalimentadores, pueden filtrar al vibrio mas
facil que otros organismos acuéticos. Estos organismos los podemos encontrar de vida

libre o como simbiontes de organismos acuaticos.

I. 8. 2. Biologia del Género

Las bacterias de la Familia Vibrionaceae son gram-negativas, no esporuladas. Miden
0.5 micrémetros x 2 micrémetros, tienen organelos locomotores llamados flagelos. Los
Vibrios presentan un grupo de flagelos en un extremo de su cuerpo (flagelos polares). Los
ﬂagelos se ubican en una envoltura que es una continuacién de la membrana externa de la
pared celular bacteriana. Tienen la capacidad de fluorecer, lo cual depende de la
concentracién de los organismos en el substrato (agua de mar o medio especial de
crecimiento en el laboratorio). Las reacciones de generacion requieren de oxigeno, y el

producto final de las reacciones de la luminiscencia es la excitacion de la luciferaza.

I. 8. 3 Medio de crecimiento TCBS
El medio de cultivo agar tiosulfato, citrato, bilis, sacarosa (TCBS) fue propuesto por
Nakanishi 1962 y modificado por Kobayashi 1963 para el aislamiento y cultivo selectivo

de Vibrio cholerae y otros vibrios enteropatogenos. Segin Kampelmacher et al. (1969)
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este medio es recomendable para el aislamiento del Vibrio parahaemolyticus de peces. La
alta concentracion de tiosulfato y citrato, mas la alcalinidad del medio inhiben el
crecimiento de las enterobacteridceas. Cualquier bacteria coliforme que pueda crecer, no
puede metabolizar la sacarosa. Las sales biliares inhiben la flora gram positiva
acompaiiante. Los indicadores azul timol y azul de bromotimol viran al amarillo en

presencia de acido (Version 2003-01-21 Merck KGaA, 64271 Darmstadt, Alemania).

1. 8. 4. Importancia del genero vibrio en acuicultura

Mundialmente las enfermedades ocasionadas por bacterias del género Vibrio son
importantés en peces (Muroga, 1975; Austin y Austin, 1993); y en camarones marinos
(Lightner y Lewis, 1975, Lightner, 1994; Mohney et al., 1994); porque causan verdaderos
estragos. Vibrio harveyi se encuentra como habitante normal de aguas tropicales (Austin
y Austin, 1993). Entre las especies del género Vibrio consideradas de importancia
sanitaria en acuicultura se pueden mencionar: V. anguillarum, V. campbelli, V. damsela,
V. harveyi, V. orientalis, V. alginolyticus, V. vulnificus, entre otras. Algunas de estas
bacterias estdn asociadas con problemas en laboratorios productores de larvas de
crusticeos y moluscos, en camarones de cultivo intensivo, y en algunas regiones de
Ecuador, en las lagunas de engorde (Riquelme et al., 1995). El sindrome de “bolitas”,
cuyo agente etiologico es Vibrio harveyi esta asociado a grandes mortalidades de larvas

de Penaeus vannamei y de P. stylirostris (Morales, 1992; en Zherdmant, 1996).
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L 9. Caracteristicas de la solucién antibiético/antimicético (100x) Sigma-Aldrich®
Esta solucién es un antimicrobial de amplio espectro: que actia sobre bacterias Gram-

negativas, bacterias Gram-positivas, hongos y levaduras. Contiene 10,000 unidades/mL

penicilina G, 10 mg/mL sulfato de estreptomicina y 235 pg/mL anfotericina B en solucion

amortiguadora de citrato. Es una suspension estéril probada en cultivos celulares.

1. 9. 1. Penicilina G

La penicilina es un antibiotico del grupo de los beta-lactdmicos (Figura 2), cuyo
primer representante fue la penicilina G. Es particularmente activa contra bacterias gram
positivas, en especial en infecciones producidas por estafilococos, estreptococos,
neumococos, algunos Clostridium y Lactobacillus; ejerce también accién contra
Treponema pallidum. Fue el primer antibiético descubierto y su descubrimiento ha sido

atribuido a Alexander Fleming en 1928.

Figura 2. Estructura Quimica de la Penicilina G
(www.steve.gb.com/science/molecules.,html).
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L. 9. 1-1 Modo de accion
La penicilina como el resto de los betalactamicos, ejerce una accién bactericida por
alterar la pared celular bacteriana, eliminando a las bacterias susceptibles, provocando un

choque osmético, especialmente durante las fases activas de la multiplicacion.
1. 9. 2. Estreptomicina

La estreptomicina (Figura 3) es un antibidtico bactericida de espectro pequeiio, del
grupo de los aminoglucosidos, derivado de la actinobacteria Streptomyces griseus. La
estreptomicina es transportada en forma activa a través de la membrana bacteriana.

Inhibe la sintesis proteinica a nivel de los ribosomas bacterianos induciendo errores en la

lectura del ARN ribosomal.
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Figura 3. Estructura Quimica de la Estreptomicina (www.biosite.dk).
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1. 9. 2-1 Modo de accién

Acttia a nivel de ribosomas en la subunidad 30S bacteriana, y por ende, a nivel de sintesis
de proteinas. A pesar de actuar sobre la sintesis proteinica, por lo que se tenderia a
clasificar como bacteriostaticos, su efecto es tan potente y de forma irreversible en la
subunidad 308, que son considerados como bactericidas. Tienen variados usos, siendo

mas efectivos contra bacterias Gram negativas.

L 9. 3. Anfotericina B

La anfotericina B (Figura 4) es un antifingico obtenido por fermentacién del
Streptomyces nodosus, un actinomiceto del suelo, descrito por primera vez en 1948. La
anfotericina B, estd quimicamente emparentada con la nistatina, siendo un antimicotico
poliénico. La denominacion de este antimicético se debe a sus propiedades anfoteras,
debidas a la presencia de un grupo 4cido y de un grupo amino, lo que permite que el

producto sea relativamente soluble en agua.

i OH
H,C ®) iil OH
HO OH
0
H;C ﬁOH NH,
0
H,C
O -/ OH

Figura 4. Estructura Quimica de la Anfotericina B (http://www.powerpak.com).
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L. 10. 3-1 Modo de accion
La anfotericina B se une a los esteroles de las membranas celulares de los hongos,
deteriorando la integridad de las mismas. Esto se traduce en una pérdida de potasio y
otros contenidos celulares.
La mayor afinidad de la anfotericina B hacia el ergosterol, un esterol encontrado en las
membranas de los hongos es la clave de su accion antifiingica. Sin embargo, también se

une al colesterol en membranas de las células humanas.

I JUSTIFICACION

Actualmente, se estima que en el mundo se inseminan artificialmente mas de 200
millones de vacas y puercos, entre otros animales de granja. Los paises que se destacan
son Holanda, Jap6n, Dinamarca e Israel, donde se insemina el 100% de las vacas lecheras
(Wiltbank 1997). En contraste, en los paises en desarrollo donde se introdujo la técnica
de inseminacién artificial, usando semen refrigerado, durante los afios 1960 y semen
congelado, en la década de los afios 70, s6lo se insemina <10% de su ganaderia. En
México no se dispone de cifras estadisticas confiables al respecto; sin embargo, la
inseminacién artificial se utiliza en las grandes cuencas lecheras (Sosa y Apodaca, 1998).
En México se producen por inseminacion artificial aproximadamente 1 o 2 millones de
cabezas de ganado al afio y por transferencia embrionaria ~20 a 30 mil embriones de
ganado por afio (Com. Pers. Di-Bella’, 2005).
La contaminacion bacteriana del semen, es uno de los factores que ocurren durante el
proceso de la recoleccion, asi como en el manejo de los instrumentos en laboratorio. La

contaminacién del semen por microorganismos puede reducir movilidad, fertilidad y

* Engormix.com Tel: 01833 2101879 Fax: Pedir Tono. Correo electronico: dibella@prodigy.net.mx
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viabilidad y puede dafiar seriamente la membrana acrosomal en aquellos organismos que
contienen acrosoma. Por lo que la adicién de un antibidtico apropiado, podria prolongar
la viabilidad y la fertilidad del esperma (Auroux et al., 1991).

Aun no se cuenta con suficiente informacién para determinar el dafio de los
microorganismos, ni el nivel de citotoxicidad de los antibidticos sobre la viabilidad del
esperma en organismos acuiticos. Dicha informacién es muy importante debido al
surgimiento de nuevos bancos de germoplasma para especies acuaticas de gran
importancia ecolégica, genética y econémica donde las muestras deben mantenerse

libres de patogenos.

I11. HIPOTESIS
El tratamiento con antibidticos en muestras de abulén rojo Haliotis rufescens permite
reducir el riesgo de contaminacién bacteriana en las muestras refrigeradas y

criopreservadas.

IV. OBJETIVO GENERAL

Determinar el mejor tratamiento de esterilizacion en las muestras refrigeradas y

criopreservadas de esperma de abulén rojo Haliotis rufescens.

IV. 1. OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Bvaluar la sobrevivencia y crecimiento de Vibrio harveyi incluida previamente en
muestras de esperma de abulon rojo Haliotis rufescens refrigeradas a 4° C y

criopreservadas.
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9 Evaluar la citotoxicidad del antibiético/antimicotico 100x de SIGMA® sobre la
viabilidad de las muestras de esperma de abulén rojo Haliotis rufescens
refrigeradas a 4° C y criopreservadas.

3. Determinar el mejor tratamiento con antibiético/antimicético 100x de SIGMA®
para la eliminacion de Vibrio harveyi de las muestras de esperma a 4° C y
criopreservadas.

4. Tdentificar bacterias Vibrio harveyi por medio del método bioquimico y molecular

de RCP (Reaccion en cadena de la polimerasa).

V. MATERIALES Y METODOS
V. 1. Obtenciéon y Mantenimiento de los Organismos

Los abulones se obtuvieron de la compaiiia Abulones Cultivados S. de R. L. de C. V.
y se transportaron dentro de bolsas plasticas con oxigeno en hieleras enfriadas (4-8° C) al
Departamento de Acuicultura del CICESE. Los organismos se mantuvieron en un sistema
de recirculacién con un volumen de agua de mar natural de 250 L, con una salinidad de
35%o + 2 y una temperatura de 15°C + 1. Ademas, los organismos fueron alimentados ad

libitum con la macroalga Macrocystis pyrifera.

V. 2. Obtencién de muestra de esperma de abulén rojo Haliotis rufescens

Se utilizaron 4 machos, identificados por el color amarillento en las gonadas, y se
colocaron en un recipiente de plastico con 3 L de agua de mar filtrada (AMF). Para la
induccién de la liberacion del esperma, se aplico un estrés quimico irreversible a nivel

neuroldgico. Luego se agregd TRIS 2M (Sigma Co., St. Louis Missouri) por 15 minutos,
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antes de afiadir 6.6 mL/L de peréxido de hidrégeno al 30% (Clarkson Laboratory and
Suplies, Chula Vista, CA). Los organismos se dejaron en estas rcondiciones por~2.5hy
después cada organismo fue enjuagado con AMF y colocado en recipientes individuales
conteniendo 50 mL de AMF, para la liberacién del gameto. El esperma fue colocado en
tubos en tubos de fondo conico para centrifuga de 50 mL (Corning Inc., Corning, NY) y

se conservaron a 4°C para su uso posterior.

V. 3. Estimacién de la densidad espermatica y motilidad

Para determinar la densidad celular se diluyeron los espermas 1:1000 y el nimero de
células espermaticas fueron contadas en un hematocitémetro en un microscopio (Nikon,
modelo Eclipse 80-i; Tokio, Japén) con un aumento total de 400x. La motilidad fue

expresada en porcentaje del movimiento total del esperma.

V. 4. Obtencion y cultivo de Vibrio harveyi

Las muestras de la bacteria Vibrio harveyi fueron proporcionadas por el Dr. Bruno
Gomez del CIAD Mazatlan. Las muestras de Vibrio harveyi, se descongelaron, y 25ul de
esta bacteria fue sembrada por medio de espatulado en cajas Petri conteniendo medio
marino Zobell. Las bacterias se dejaron incubando durante 24 h a 29°C. Una vez
reactivada la bacteria, se tom6 una alicuota (25ul) y se resembr6 por medio de estriado en
cajas de Petri conteniendo medio Zobell. La bacteria se dej6 crecer durante 24 h a 29°C.
Una vez que se obtuvo una buena separacion de las colonias de Vibrio harveyi, se tomoé
una colonia por medio de picado, con puntillas estériles de 10ul y se afiadié a tubos

conicos de 15mL, conteniendo medio liquido Zobell. El cultivo se mantuvo a 29°C por
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24 h. Al dia siguiente, 200 pl del cultivo bacteriano se agrego a 380 pl del medio liquido
Zobell y se dejo crecer hasta fase exponencial (~4 h) a 29°C. Para realizar la curva de
crecimiento, se tomaron lecturas de absorbancia a 600 nm con un espectrofotdmetro cada

hora.

V. 5. Identificacion de Vibrio harveyi
La identificacion bacteriana se llevo acabo por método bioquimico y por técnicas

moleculares, reaccion en cadena de la polimerasa (RCP).

V. 5. 1. Método bioquimico

Las muestras bacterianas fueron sembradas por triplicado, 25 pl del cultivo bacteriano
fue sembrado en cajas petri con medio selectivo para bacterias del género Vibrio, medio
Agar Tiosulfato, Citrato, Bilis, Sacarosa (TCBS) y se dejaron crecer a 29°C durante 24 h.
Las colonias de Vibrio harveyi, dependiendo de la ruta metabolica de dicha especie,
pueden fermentar diferentes azucares dando como resultado un cambio de pH y formando

halos de color amarillo o verde.

V. 5. 2. Método de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Se realizé una extraccion de ADN genémico utilizando el método DNAzol® y se
corroboré por medio de electroforesis de un gel de Agarosa 1.2% en solucion
amortiguadora TE 0.5X que contiene 10 mM Tris ajustado a pH 7.0 con HCI (Ambion,
Inc., Woodward St. Austin, TX, USA). La cuantificacion se realizé con ayuda de un de

espectrofotémetro basandose en la absorbancia a 260 nm. Una vez obtenido el ADN, se
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realizé una amplificacién por medio de PCR utilizando un termociclador (BioRad). Los
parametros utilizados para la realizacion del PCR fueron 1 ciclo a 95°C por 6min, 25
ciclos a 95°C por 1 min, 48° C por 1 min, 72°C por 2 min, 1 ciclo a 72°C por 10min y 4°C
infinito. Los oligonucledtidos utilizados fueron FluxN-CTGTGTACTCACTGTTTATC
RluxN- GTCTAATTCGCGTTCTCCA (G. Hernandez y J. Olmos 2004) que codifican
para los genes /uxN y LuxN de una proteina auto inductora (Bassler et al. 1993). Se
utilizo como control positivo ADN de una cepa comercial 14126 American Type Culture

Collection (ATCC).

V. 6. Diseiio experimental

Alicuotas de esperma (1mL) fueron obtenidas de cada organismo por triplicado y se
les agregd una solucién AntibiGtico/antimicético (A/A) en tres diferentes concentraciones
(5, 10 y 15ul/mL), a otro grupo de muestras se les agrego el A/A en las mismas
concentraciones mas 10pl/mL de la bacteria Vibrio harveyi. Como control positivo se
prepararon alicuotas (ImL) de esperma inoculadas con la bacteria Vibrio harveyi
(10pl/mL). Como control negativo se utilizaron alicuotas de 1mL de esperma sin A/A o

bacteria. Estas muestras fueron refrigeradas a 4°C o criopreservadas (-196°C).
V. 7. Refrigeracion de las muestras de esperma

Después de colocar las muestras en los diferentes tratamientos, fueron refrigeradas a

4°C, por 4 dias.
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V. 7. 1. Efecto citotéxico del A/A en la motilidad del esperma refrigerado 4°C)

Las muestras refrigeradas (4°C) fueron trasladadas a la Universidad de San Diego
California (UCSD) y alicuotas (10 pl) de cada tratamiento fueron observadas en el
microscopio a 400X estimando la motilidad de acuerdo a la metodologia descrita

anteriormente. Las alicuotas fueron revisadas a las 24,48 y 72 h.

V. 7. 2. Efecto del A/A en el crecimiento bacteriano en muestras de esperma
refrigerado (4°C)

Después de almacenamiento a 4°C, alicuotas de 25 pl se colocaron en cajas seriadas
de 96 pozos conteniendo 225 pl de la solucién amortiguadora de fosfatos (PBS). Con
estas muestras se realizaron 4 diluciones en serie y se incubaron a 29°C por 24 h.
Después de la incubacién se tomaron alicuotas de 25 pl de cada dilucion y se sembraron
por triplicado en medio de cultivo Todd Heweit Broth (THA) y se dejaron crecer por 24 h

a 29°C. La evaluacién de crecimiento y sobrevivencia de las mismas se realizaron a las

24,48, 72 h.

V. 8. Criopreservacion del esperma de abulon rojo

La criopreservacion se realizé de acuerdo a la metodologia descrita por Salinas Flores
et al. (2005). El mismo dia que se tomaron las muestras para los tratamientos a 4°C, otro
grupo de muestras se resuspendido en DMSO 10%. Las muestras se dejaron incubar en el
crioprotectante por 10 min a 19°C. Las muestras fueron colocadas en popotes franceses
de 0.5 mL. Los popotes fueron cerrados con polvo sellador, y congelados en la cimara

programable (KRYO 560-16, Planer Products, Sunbury-on-thames,UK), con una
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temperatura inicial de 15°C, y una tasa de congelamiento de -1°C min, hasta alcanzar una
temperatura final de -30°C. Posteriormente se mantuvieron a esta temperatura por 10 min
(Salinas-Flores et al., 2005), antes de ser depositadas en el tanque de almacenamiento a -

196°C (Taylor-Wharton, HC-35) por 15 dias.

V. 8. 2. Descongelacion
Las muestras almacenadas en los popotes a -196°C se descongelaron 14 dias después,
en un bafio de agua a 45°C durante ~8 segundos y se colocaron en tubos de

microcentrifuga con un volumen igual (10 pl) de agua de mar filtrada.

V. 8. 3. Efecto citotéxico del A/A en la motilidad del esperma criopreservado
(-196°C)

Para determinar el efecto citotoxico del A/A en las muestras de esperma
criopreservado, los popotes fueron descongelaron y se tomaron alicuotas (10 pl) de cada
tratamiento. La motilidad fue evaluada de acuerdo a la metodologia descrita
anteriormente, para las muestras refrigeradas. Debido a que las muestras criopreservadas
pierden la motilidad después de su descongelamiento, solo se reviso la motilidad al
descongelar y no después de las 24, 48 y 72 h, como se realizo con las muestras

refrigeradas.
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V. 8. 4. Efecto del A/A en el crecimiento bacteriano en las muestras de esperma
criopreservado (-196°C)

Una vez descongeladas las muestras, se tomaron alicuotas de 25 pl de cada
tratamiento y se realizé el mismo procedimiento descrito anteriormente para las muestras

refrigeradas.

V. 9. Analisis Estadistico

Se realiz6 un analisis de covarianza (ANCOVA) de 3 vias, usando tiempo, tratamiento
y concentracién como una covariable en las muestras refrigeradas. Para las muestras
criopreservadas se utiliz6 un modelo ANOVA de 2 vias, usando como variables el
tratamiento v la concentracién. El paquete estadistico para el analisis de los datos se
realizo con SAS (SAS Institute, Cary, North Carolina, 1989). El valor de P<0.05 fue el

escogido para dar el valor de significancia.

VI. RESULTADOS
VL. 1. Movilidad de esperma de Abulén Rojo Haliotis rufescens en muestras
refrigeradas (4°C)

La motilidad de las muestras de esperma de abulén rojo refrigeradas (4°C), fue
afectada (P=0.0001) por los diferentes tratamientos (Figura 6). La motilidad del esperma
en el control negativo (solo esperma) tuvo una disminucién de ~40% a las 24. Para las 72
horas tuvo una motilidad casi nula. El tratamiento que mantuvo la més alta motilidad
(77%) después de 24 horas de almacenamiento fue la concentracion de 5 pl/mL de

antibi6tico/antimicético (A/A). No obstante, el tratamiento que contiene solo la bacteria
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(control positivo), fue el que tuvo el efecto mas negativo en la motilidad del esperma.
Después de 24 horas de almacenamiento a 4°C, <10% del esperma habia mantenido la
motilidad (Figura 6). A las 48 horas de almacenamiento el esperma mantuvo ~30% de

motilidad en todos los demés tratamientos. Sin embargo, la motilidad fue nula después de

72 horas de almacenamiento sin la solucion A/A.
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Figura 5. Movilidad de las muestras de esperma almacenadas de 0 a 72 h a 4°C
Control negativo, circulo cerrado; Antibi6tico/Antimicotico (A/A) (5pl/mL), cuadro
cerrado; A/A (10pl/mL), triangulo cerrado; A/A (15pl/mL), rombo cerrado; control
positivo (solo bacteria), circulo abierto; A/A (5pl/mL) més bacteria (10pl/mL), cuadro
abierto; A/A (10pl/mL) mas bacteria (10pl/mL), triangulo abierto; A/A (15pl/mL) mas
bacteria (10 pl/mL), rombo abierto.
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VI. 1. 2. Motilidad de esperma de Abulén rojo Haliotis rufescens en muestras

criopreservadas (-196°C)

El proceso de criopreservacion disminuy6 la motilidad del esperma de abulén rojo. El
control negativo (solo esperma) es el que tuvo mejor motilidad (~13%) después de la
criopreservacion (Figura 7). El andlisis estadistico indico que no hubo diferencias
significativas (P>0.05) entre la movilidad de esperma mantenido en los diferentes

tratamientos.
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Figura 6. Motilidad en muestras de esperma Criopreservado. Control negativo (solo
esperma); esperma con Antibi6tico/Antimicético (A/A) a diferentes concentraciones Al,
Spl/mL; A2, 10pl/mL; A3, 15ul/mL; control positivo (esperma con bacteria) (10pl/mL);
esperma con A/A y bacteria AB1, 5ul/mL; AB2, 10pl/mL; AB3, 15ul/mL.
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VL. 3. Crecimiento bacteriano de Vibrio harveyi en muestras de esperma de Abulén

rojo Haliotis rufescens refrigeradas (4°C)

El crecimiento bacteriano fue encontrado solo en las muestras inoculadas con Vibrio
harveyi. El mayor niimero de colonias bacterianas dentro de los tres tratamientos con la
solucién antibiético/antimicético (A/A) se registrd en las muestras conteniendo la mas
alta concentracion (15pl/mL) de A/A después de 72 horas de almacenamiento. El mejor
tratamiento fue con la solucién A/A a una concentracién de Spl/mL. Este tratamiento
dismin_uy(’) gradualmente el numero de colonias bacterianas a través del tiempo, hasta

eliminarlas por completo al cabo de 72 horas.

C- Al A2 A3 C+ AB1 AB2 AB3
Tratamientos

Figura 7. Sobrevivencia de bacterias (logCFU) en medio THA en muestras
Refrigeradas (4°C). Después de: 24 h de almacenamiento (barras negras) 48 h (barras

32



gris) y 72 h (barras blancas). C-, control negativo (solo esperma); esperma con
Antibi6tico/Antimicético (A/A) a diferentes concentraciones Al, Sul/mL; A2, 10pl/mL;
A3, 15pl/mL; control positivo (esperma con bacteria) (10pl/mL); esperma con A/Ay
bacteria AB1, 5ul/mL; AB2, 10pl/mL; AB3, 15ul/mL.
VI. 4. Crecimiento bacteriano de Vibrio harveyi en muestras criopreservadas
(-196°C) de esperma de Abulén Rojo Haliotis rufescens

Los resultados demostraron una disminucién del nimero de bacterias inoculadas en el
control positivo (esperma con bacteria), sin embargo, el proceso de criopreservacion no
climiné las Dbacterias de las muestras que no contenian la  solucién
antibiotico/antimicotico A/A (Figura 9). Los tres tratamientos que contienen esperma con
bacteria y las tres concentraciones (5, 10 y 15 pl/mL) de la solucién A/A, no presentan
crecimiento bacteriano por parte del indculo de Vibrio harveyi, lo cual demuestra que el

proceso de criopreservacion con la adicién de A/A impide el crecimiento de las bacterias

V. harveyi.
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C- Al A2 A3 Ct AB1 AB2 AB3

Tratamientos
Figura 8. Sobrevivencia de bacterias (logCFU) en medio THA en muestras
Criopreservadas (-196°C). Control negativo (solo esperma); esperma con
Antibidtico/Antimicético (A/A) a diferentes concentraciones Al, Sul/mL; A2, 10pl/mL;
A3, 15pl/mL; control positivo (esperma con bacteria) (10pl/mL); esperma con A/A y
bacteria AB1, Sul/mL; AB2, 10pl/mL; AB3, 15pl/mL.
VIL DISCUSION
VIL. 1. Efecto citotéxico del A/A en la motilidad del esperma refrigerado (4°C)

Los resultados de este estudio demostraron que el tratamiento con la solucion
antibidtico/antimicotico A/A tiene un efecto sobre la motilidad del esperma de abulén
rojo H. rufescense. El esperma tratado con la concentracién mas baja de la solucion A/A
(5pl/mL) presenta un mayor porcentaje de motilidad en comparacién con el control
negativo (solo esperma). Sin embargo, la disminucién de la movilidad a concentraciones

mas altas de A/A, sugiere un efecto toxico de la solucidn antibidtico/antimicético A/A.

En estudios realizados en el bagre de canal Ictalurus punctatus, se encontrd que la
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solucién A/A tuvo un efecto téxico en el esperma, ya que este perdi6 la motilad despues
de 14 h de almacenamiento (Christensen, Tiersch., 1996). Estos autores sugieren que el
efecto toxico pudo haber sido debido a la interaccion de los antibioticos y la anfotericina
B, los cuales se encuentran incluidos en la mezcla de la solucién A/A. La anfotericina B
es un compuesto que se une a los esteroles de las membranas celulares tanto de los
hongos como en células humanas, deteriorando la integridad de las mismas, produciendo
una pérdida de potasio y otros contenidos celulares (Beyer ef al. 1994). La mayor
afinidad de la anfotericina B hacia el ergosterol, un esterol encontrado en las membranas
de los hongos es la clave de su acci6n antifingica. Sin embargo, como el fairmaco se une
también al colesterol (esterol preferente de las membranas de las células humanas), este

presenta algunos efectos toxicos a nivel celular (Robinson ef al. 1999).

De esta manera, de acuerdo a los resultados obtenidos de este trabajo, es probable que la
anfotericina B también estuviera actuando en la membrana celular del esperma,
provocando un dafio de tal manera que forme poros que den como resultado pérdida de la
viabilidad del esperma. Hasta la fecha poca informacidn se tiene sobre el efecto de la
anfotericina B en la viabilidad del esperma de especies acuaticas. Por lo que seria
importante averiguar el efecto de estas sustancias, ya que el uso de la solucion A/A en los

quehaceres de la acuicultura es muy comun.
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VIL 2. Efecto citotéxico del A/A en la motilidad del esperma criopreservado
(-196°C)

De acuerdo a los resultados obtenidos en este trabajo, la motilidad del esperma que no
contenia la solucién antibiGtico/antimicético (A/A) fue mejor. Esto sugiere que de
alguna manera, al igual que en el experimento de muestras refrigeradas la solucién A/A
tuvo un efecto toxico en el esperma. El proceso de criopreservacion produce diferentes
tipos de dafio (Jamieson, 1991). Cuando la temperatura baja, el agua dentro de las células
tiende a salir para compensar la presién osmdtica ejercida. El uso de los crioprotectantes
ayuda a disminuir este dafio (Jamieson y Barri, 1991). Sin embargo, es posible que
cuando la célula se este deshidratando ‘Ia concentracion de la solucion A/A en la muestra
aumente y esto haga que se produzca un efecto toxico en las muestras congeladas. Al
igual como se vio en las muestras refrigeradas, ya existe una posibilidad de que el
compuesto anfotericina B este causando dafio a la membrana del esperma, sin embargo,
el proceso de congelacion podria aumentar este dafio. Por lo tanto, seria importante
revisar por separado el efecto toxico de los antibidticos o antimicéticos derivados del

fenémeno de concentracién en muestras congeladas.

VIL 3. Efecto de la solucion antibiético/antimicético (A/A) en el crecimiento

bacteriano en muestras de esperma refrigerado (4°C)

Las especies microbianas del género Vibrio son bacterias patogenas para organismos
utilizados en acuicultura (Austin et al. 1993). Las especies de Vibrio asociadas con
enfermedades en animales marinos, incluyen V. alginolyticus, V. anguillarum, V.

carchariae, V. damsela, V. harveyi, V. ordalii, V. parahaemolyticus, V. salmonicida, V.
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splendidus, y V. vulnificus (Austin et al. 1993). El crecimiento bacteriano puede ser un
grave problema cuando se intenta colectar muestras de esperma para ser transportada de
una granja a otra o cuando se pretende refrigerarlas para ser utilizada posteriormente. La
administracién de la solucién antibidtico/antimicético (A/A) a demostrado tener efectos
positivos en esperma refrigerado de la carpa comun Cyprinus carpio (Saad et al. 1996) ya
que disminuy¢ el crecimiento bacteriano en estas muestras. Los resultados obtenidos en
este trabajo con esperma de abulén rojo demostraron que efectivamente V. harveyi tiene
un efecto negativo en la motilidad del esperma y que es importante eliminar este
patégeno de las muestras. En este trabajo, la inhibicion del crecimiento bacteriano por
medio del la solucién A/A mejoré la movilidad del esperma del abulon rojo ademas de
prolongar el tiempo de almacenamiento a 4°C. Auroux et al. (1991), demostré el efecto
de la relacién esperma y bacteria sobre la disminucién de la motilidad del esperma en
humanos utilizando E. coli. Un resultado importante encontrado en este trabajo es el
referente a la mejor concentracién para inhibir el crecimiento bacteriano en muestras
refrigeradas, correspondio a la concentracién mas baja (5pl/mL), en vez de la més alta
(15ul/mL). Esto es debido a que la concentracion mas alta de la solucién A/A produce
un efecto toxico sobre el esperma de tal manera que lo inactiva, es posible que la bacteria
aprovecha esto y utilicé al esperma como sustrato o bien los crioprotectantes protegen la
bacteria del dafio celular (Sato et al. 2006), ya que a menor concentracion de la solucion

A/A tenemos menor crecimiento bacteriano y mayor motilidad (figura 7).
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VIL 4. Efecto de la solucién antibiético/antimicético (A/A) en el crecimiento
bacteriano en las muestras de esperma criopreservado (-196°C)

El uso de la solucién A/A en las muestras congeladas de esperma de abulon fue muy
efectiva ya que los resultados mostraron una reduccion drastica en el crecimiento de
Vibrio harveyi. Sin embargo, V. harveyi no fue eliminado de las muestras donde se
encontraba sin la adicién de la solucién A/A. Esto demuestra que el proceso de
criopreservacion utilizado para el esperma también protegi6 a las bacterias y por lo tanto
al momento de descongelar las muestras de esperma, existe un peligro potencial de
introducir bacterias viables al momento de fertilizar con esperma descongelado. En este
trabajo se ha demostrado el gran riesgo que se puede correr respecto a la transferencia de
patégenos de muestras congeladas en bancos de germoplasma, laboratorios que utilizan
esperma descongelado para experimentacion y en granjas de produccion. Hasta la fecha
no se conocen trabajos relacionados a la posible contaminacioén cruzada en esperma de
especies acuaticas. Sin embargo, después de los resultados encontrados en este trabajo es
de primordial importancia detectar si se ha transferido alguna bacteria en las muestras de
esperma, ya sea refrigeradas o criopreservadas. El trabajo relacionado a la transferencia
de patégenos en muestras de esperma de otras especies tales como mamiferos son pocas,
y esto es debido a que a diferencia de muchas especies acudaticas el tipo de fertilizacion es
interna a diferencia del abulén rojo la cual es externa (Vega y Michel, 1992) y cuando se
hace la recolecta de esperma, por ejemplo, de toros, se realiza simulando la fertilizacion
interna. De esta manera, la contaminacion cruzada es reducida grandemente. Por lo
contrario, en muchas especies acudticas, la fertilizacion es externa; es decir, los gametos

son liberados en el agua (Babcock y Keesing, 1999). Este tipo de fertilizacion aumenta el
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riesgo de una contaminacién cruzada. Por lo tanto es de suma importancia realizar

protocolos de seguridad para minimizar o impedir tal contaminacion de las muestras de

esperma previas a la criopreservacion.

VIII. CONCLUSIONES

|

El antibidtico/antimicotico en concentraciones de Sul/mL mantuvo la mejor
movilidad y extendi6 el tiempo de almacenamiento del esperma del abulon rojo
Haliotis rufescens en muestras refrigeradas a 4°C.

El antibidtico/antimicético tiene un efecto negativo en la movilidad del esperma
descongelado.

La solucién antibiético/antimicético en concentracion de 5pl/mL elimind
efectivamente las bacterias Vibrio harveyi en muestras refrigeradas después de 72
horas.

La solucién antibidtico/antimicético en todas sus concentraciones elimin6
efectivamente a Vibrio harveyi de las muestras criopreservadas.

Existe un potencial de contaminacion cruzada en las muestras criopreservadas, si
éstas contienen un patégeno y si no han sido tratadas con un antibidtico.

Se deben de desarrollar protocolos para prevenir la contaminacién cruzada en

muestras de esperma de especies acuatica.
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IX. PERSPECTIVAS

1.

Es necesario realizar un estudio bioquimico sobre el efecto del anfotericina B en
células espermaticas. La anfotericina B puede ser la responsable de la falta de
movilidad del esperma ya sea refrigerado o congelado.

Probar por separado los 3 componentes de la solucion antibidtico/antimicético
sobre la motilidad del esperma de abulén rojo.

Utilizar otros tipos de antibi6ticos para prevenir de una contaminacion cruzada en
esperma de especies acuaticas.

Es necesario desarrollar programas de prevencion y protocolos para determinar la
posible contaminacion cruzada con patégenos que se encuentren en el agua en
donde se cultivan los organismos y de donde se colecta la muestra de esperma.
Desarrollar un método de deteccién de bacterias del genero Vibrio por medio del

uso de marcadores moleculares.
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