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Criopreservacion de espermatozoides del lenguado Paralichthys adspersus

Christian Catcoparco’, Alfonso Silva' & Enrique Dupré!
"Laboratorio de Criopreservacion, Facultad de Ciencias del Mar, Universidad Catdlica del Norte
P.O. Box 117, Coquimbo, Chile

RESUMEN. Para optimizar las técnicas de reproduccion en cautiverio de lenguado Paralichthys adspersus; se
elabord una metodologia para la criopreservacion de sus espermatozoides. Para ello, se evalu6 el efecto del
dimetil sulféxido (DMSO) como agente crioprotector en tres concentraciones diferentes (1,0; 1,5 y 2,0 M)
sobre la motilidad espermatica y su posterior congelacion con cinco diferentes tasas: -7,5; -10; -12,5; -20 y
-30°C min’', utilizando un congelador automatico programable. Los mayores porcentajes de motilidad
espermatica post congelamiento-descongelamiento (40,5 + 13%) fueron obtenidos al utilizar una tasa de -10°C
min" y DMSO sin encontrar diferencias significativas entre las tres diferentes concentraciones de DMSO (P <
0,05). Posteriormente, se evalud el efecto de un crioaditivo no permeable (vitelo de huevo de gallina o VHG),
para determinar si era posible incrementar los porcentajes de motilidad espermatica. Se utilizé una solucidén
crioprotectora compuesta por DMSO, en cada una de las tres concentraciones diferentes, adicionando VHG al
10% v/v. Los mayores porcentajes de motilidad espermatica (71,71 + 13%) también se obtuvieron a la tasa de
congelamiento de -10°C min™, sin encontrar diferencias significativas entre las concentraciones de la solucion
crioprotectora en la cual fue incubada la muestra de espermatozoides (P < 0,05). Al comparar los porcentajes
de motilidad espermatica post-descongelacion utilizando el crioprotectante DMSO, se obtuvieron diferencias

significativas cuando se agreg6 VHG.

Palabras clave: crioaditivos, crioprotectantes, motilidad espermatica, tasa de congelamiento, lenguado, Chile.

Cryopreservation of flounder Paralichthys adspersus spermatozoa

ABSTRACT. To optimize the techniques of captive breeding of flounder Paralichthys adspersus, a
methodology was developed for the cryopreservation of spermatozoa of this species. The effect on sperm
motility post-thawing, using three different concentrations (1.0; 1.5 and 2.0 M) of DMSO as cryoprotective
agent and five different freezing rates -7.5; -10; -12.5; -20 and -30°C min™', with an automatic programmable
freezer was evaluated. The highest percentages of post-thawing sperm motility were obtained by freezing
sperm at -10°C min”, no significant differences (P < 0.05) were founded between the three different
concentrations of DMSO used. Subsequently, we evaluated the effect of a non-permeable cryo-additive
(chicken egg yolk, VHG), in order to obtain an increasing of the percentage of sperm motility. We used a
cryoprotectant solution including DMSO at three different concentrations adding 10% VHG v/v. The highest
percentages of sperm motility (71.71 £ 13%) were obtained at the freezing rate of -10°C min™ without
significant differences between the three concentrations of the cryoprotectant solution in which the sample was
incubated sperm (P < 0.05). A high significant difference between the sperm motility percentages post-
thawing using DMSO and DMSO with VHG, was observed.

Keywords: cryoaditives, crioprotectant, sperm motility, freezing rate, flounder, Chile.

Corresponding author: Enrique Dupré (edupre@ucn.cl)

INTRODUCCION

La produccion exportada total del sector acuicultura
en Chile se ha incrementado de 64.595 ton en 1993 a
430.976 ton en 2004, siendo la explotacion de
salmonidos el 80% del volumen de cosecha a partir

del afio 2000 (FAO, 2009). Sin embargo, este
crecimiento se ha visto interrumpido debido a la
presencia de enfermedades como la anemia infecciosa
del salmoén (ISA), lo cual ha inducido a iniciar el
desarrollo de tecnologias de cultivo hacia otras
especies para sustentar y fortalecer el futuro del sector
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acuicola del pais. En este andlisis, el cultivo de peces
planos como el lenguado Paralichthys adspersus ha
surgido como opcion atractiva para el mercado
después de los salmonidos, ya que esta especie ha
demostrado tener gran potencial de desarrollo dada su
alta calidad, gran demanda en importantes mercados
como Europa, Estados Unidos y Japon y los altos
precios que varian entre US$20-40 por kg. Ante estos
antecedentes y con la finalidad de obtener huevos y
larvas en toda época del afio, surgio la necesidad de
reproducir esta especie en cautiverio mediante técnicas
de reproduccion in vitro. Sin embargo, la asincronia
entre el desove de las hembras y espermiacion de los
machos dificulta la reproduccion de esta especie. Por
tal motivo, se planted la posibilidad de criopreservar
espermatozoides y almacenarlos hasta el momento en
que ocurran los desoves de las hembras o en cualquier
momento que sea necesario utilizarlos como un modo
de evitar la asincronia que ocurre normalmente en
especies en cautiverio como es en el lenguado P.
adspersus.

La criopreservacion de espermatozoides, que ha
demostrado ser una herramienta de gran beneficio para
la acuicultura y para la especie P. adspersus, es una
alternativa de solucion que permitird almacenar
espermatozoides viables por largos periodos de tiempo
los cuales podrian ser utilizados en cualquier época
del afio, permitiendo asi mantener una produccion
estable en cualquier centro de cultivo de esta especie.

En estudios anteriores (Suquet et al., 2000; Zhang
et al., 2003) se determiné que la utilizacion de DMSO
(Dimetil Sulféxido) como agente crioprotector para
criopreservar espermatozoides de diversos peces
marinos genera una baja toxicidad y alta proteccion
durante la congelacion. Estos resultados concuerdan
con aquellos obtenidos en diversos peces planos como
lenguado de invierno Pseudopleuronectes americanus
(Rideout et al., 2003), rodaballo Scophthalmus
maximus (Chen et al., 2004); lenguado de Argentina
P. orbignyanus (Lanes et al., 2008) y robalo
manchado Verasper variegatus (Tian et al., 2008).
Similares resultados fueron obtenidos por nuestro
grupo de trabajo al criopreservar espermatozoides de
anchoveta Engraulis ringens (Catcoparco et al., 2010).
Todos estos estudios mostraron que el DMSO permite
una mayor proteccion, respecto a otros criopro-
tectores, para los espermatozoides descongelados
sometidos a congelacion-descongelacion.

Para establecer un protocolo de criopreservacion
de espermatozoides de una especie, es necesario
evaluar y optimizar cada uno de las etapas del proceso
de congelamiento, desde la incubacion en los
crioprotectores, hasta el congelamiento y desconge-
lamiento de los espermatozoides (Dupré & Espinoza,

2004). La primera etapa y fundamental para la
generacion de un protocolo de congelacion, es la
eleccion del crioprotector que se usarda en la
congelacion. Por esta razén, en el presente estudio se
evalu6 el efecto de dos tipos de soluciones criopro-
tectoras: uno que solamente se utilizé un crioprotector
permeable y actia intracelularmente y otra solucion
compuesta por dos crioprotectores, uno permeable
mas otro que no penetra en la célula, pero que permite
la integridad de la membrana plasmatica durante la
congelacion y descongelacion.

MATERIALES Y METODOS

Recoleccion de semen y dilucion de muestra
espermatica

Se utilizaron 24 ejemplares de Paralichthys adspersus
con pesos mayores a 600 g y longitudes a partir de 40
cm, provenientes del Laboratorio de Cultivo de Peces
de la Universidad Catolica del Norte, Coquimbo,
Chile.

Para extraer la muestra de semen, se anestesiaron
los peces transfiriéndolos a bafios de 2-Fenoxietanol
(0,3 mL 10 L' agua de mar). Una vez inmovilizados
los peces, se extrajo semen mediante presion ligera
sobre la region abdominal. Se recolectd muestras entre
60 y 100 pL de semen colocando la punta de una
pipeta automatica directamente sobre el gonoporo para
evitar la contaminacion de la muestra con orina y/o
heces lo cual hubiese afectado negativamente Ia
motilidad espermatica (Dreanno et al., 1998). Previo a
la recoleccion del semen, los peces permanecieron dos
dias en ayuno lo cual ayuda a evitar contaminacién
con heces.

El semen extraido fue colocado en una céapsula de
cultivo celular conteniendo 450 pL de solucion salina
de NaCl al 0,9%, a una temperatura de 8°C (Chen et
al., 2004), para mantener inactivos los esperma-
tozoides durante el precongelamiento. Se realizaron
entre nueve y once repeticiones para cinco tasas de
congelamiento utilizando cuatro diferentes concen-
traciones de DMSO, cada una de ellas poseia una
prueba control en la cual solo se colocaba muestra de
semen y solucion salina.

Determinacion de tasa de congelamiento

Para la congelacion se utilizaron dos tipos de
crioprotectores: DMSO en tres concentraciones
diferentes: 1,0; 1,5 y 2,0 M y una solucién compuesta
por las mismas soluciones anteriores, a las cuales se
agreg6 vitelo de huevo de gallina (VHG) al 10% v/v.
Esta ultima solucion fue centrifugada a 1000 rpm
durante 10 min y se separd el sobrenadante para ser
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usado como solucién crioprotectora (DMSO-+VHG).
De cada muestra extraida, se combinaron 15 puL de
semen disuelto en NaCl con 585 pL de cada uno de
los crioprotectores en un criotubo de 1,5 mL donde
permanecieron por 10 min a 8°C (tiempo de
equilibrio). A partir de cada una de estas soluciones
espermaticas se obtuvieron las muestras que fueron
introducidas en pajuelas de 0,5 mL de capacidad para
ser posteriormente congeladas a diferentes tasas.

Transcurrido el periodo de equilibrio, las pajuelas
cargadas con los espermatozoides, fueron colocadas
en la camara de un congelador automatico progra-
mable Planer© KRYO 560-16. Las pajuelas con las
muestras se mantuvieron a una temperatura inicial de
5°C por 5 min y luego se diminuyé la temperatura a
una de las siguientes tasas: -7,5; -10, -12,5, -20 6
-30 °C'min™" hasta llegar a una temperatura final de -
80°C. Inmediatamente después, las pajuelas fueron
sumer-gidas en nitrogeno liquido (N,L) y Iluego
trasladadas a un tanque con nitrégeno liquido (-196°C)
para su almacenamiento.

Descongelamiento de muestras

Después de permanecer en nitrdgeno liquido durante
24-48 h, las pajuelas fueron descongeladas por
inmersion en agua a 45°C durante 15 s e inme-
diatamente después en agua a temperatura ambiente
(20°C) hasta su descongelacion total. Las muestras
descongeladas fueron suspendidas en agua de mar en
proporcion 1/20 (v/v) para reactivar la motilidad de
los espermatozoides y realizar el conteo respectivo.

Evaluacién de la motilidad espermatica y tiempo
de activacion

Después de la descongelacion, se determind la
motilidad espermatica a los 60, 120 y 180 s post-
activacion en agua de mar, utilizando una camara de
Neubauer y observando bajo microscopia de luz con
400x. El porcentaje de motilidad se calculé en funcion
al nimero de espermatozoides moviles presentes en
cinco compartimentos diferentes de la camara de
Neubauer.

Andlisis estadistico

Se evaluo la normalidad de los datos utilizando la
prueba Lilliefors y la homogeneidad de varianza con
la prueba de Cochrane. Los resultados de las pruebas
de tasas de congelamiento fueron analizados mediante
ANDEVA vy el test de Tukey para las comparaciones
entre tasas de congelamiento, mientras que t-student
con correccion de Bonferroni para las comparaciones
entre diferentes concentraciones de crioprotector o
diferentes soluciones crioprotectoras segun fuese el

caso. Se utilizé el programa SYSTAT version 8.0 para
Windows.

RESULTADOS

Congelacion utilizando DMSO
Motilidad espermatica 60 s post-descongelamiento

El mayor porcentaje de motilidad espermatica
obtenido después de 60 s post-activacion en agua de
mar, fue 40,50 + 13% el cual fue obtenido utilizando
DMSO 1,5 M como crioprotector y una tasa de
congelamiento de -10°C min™. Sin embargo este valor
no fue significativamente diferente (P > 0,05) a
aquellos  valores obtenidos al incubar los
espermatozoides en 1,0 y 2,0 M de DMSO utilizando
la misma tasa de congelamiento.

Al comparar los porcentajes de motilidad
espermatica, obtenidos después de congelar-
descongelar utilizando los protocolos con tasas de
congelacion -7,5; -12,5; -20 y -30°C min'l, se
determiné que no existen diferencias significativas
entre ellos, los cuales fueron menores a 15% (Fig. 1).
Sin embargo, al compararlos con aquellas obtenidos
con una tasa de congelacion de -10°C min” la
diferencia fue significativa (P < 0,05).

Motilidad espermatica 120 s post-descongelamiento

Los mayores porcentajes de motilidad de esperma-
tozoides a los 120 s post-activacion en agua de mar
fue a la tasa de congelamiento de -10°C min™, siendo
el mayor valor obtenido de 21,1 £ 10% utilizando 1,5
M de DMSO, este porcentaje no fue significa-
tivamente diferente a los obtenidos con 2,0 y 1,0 M de
DMSO (14,4 + 5% y 8,82 + 4% respectivamente). Los
valores de motilidad espermatica utilizando el resto de
las tasas de congelamiento fueron menores al 7% y
mostraron diferencias significativas respecto a la tasa
de -10°C min™ (Fig. 1).

Motilidad espermatica 180 s post-descongelamiento

A los 180 s de activar a los espermatozoides en agua
de mar, el mayor porcentaje de motilidad fue al
utilizar 1,5 M de DMSO (13,3 = 7%) a la tasa de
congelamiento de -10°C min”, el resto de valores
porcentuales fueron menores a 5% y mostraron
diferencias significativas respecto a dicha tasa (Fig. 1).

Congelacion utilizando DMSO + VHG
Motilidad espermatica 60 s post-descongelamiento

Después de 60 s post activacion en agua de mar, los
mayores porcentajes de motilidad espermatica post-
descongelacion utilizando DMSO + VHG como
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Figura 1. Motilidad espermatica en diferentes tiempos
post-descongelacion. (a: 60 s, b: 120 s y c: 180 s) de P.
adspersus utilizando DMSO a diferentes concentraciones
molares como agente crioprotector (barras: negra, 1,0 M;
achurada, 1,5 M; gris, 2,0 M) y diferentes tasas de
congelacion.

Figure 1. Total motility of spermatozoa of P. adspersus,
at different times post-thawing. (a: 60 s, b: 120 s y c: 180
s) using DSMO as cryoprotectant at different molar
concentrations (black bar: 1.0 M; dashed bar: 1.5 M;
graybar: 2.0 M) and different freezing rates.

crioprotector se obtuvieron a una tasas de congela-
miento de -10°C min"'. Estos valores no fueron
significativamente diferentes entre si (P > 0,05; t-
student con correccion de Bonfferroni). Pero al
compararlos con los valores obtenidos con las otras
tasas de congelacion resultaron significativamente
diferentes para cada uno de los tratamientos
(ANDEVA, test de Tukey, P < 0,05) (Fig. 2).

A la tasa de congelamiento de -12,5°C min’l, los
mayores porcentajes de motilidad espermatica fueron

utilizando 1,5 y 2,0 M (39,99 + 3% y 35,73 + 2%
respectivamente) no encontrandose diferencias signifi-
cativas entre estos valores (P > 0,05; t-student con
correccion de Bonfferroni), la concentracion de 1,0 M
el porcentaje fue 16,8 + 5% siendo diferente a las otras
dos concentraciones (P < 0,05; t-student con
correccion de Bonfferroni) (Fig. 2).

Cuando se utilizd la tasa de congelamiento de
-20°C'min’', los mayores porcentajes de motilidad
espermatica fueron utilizando 2,0 y 1,5 M (35,74 + 3%
y 32,54 + 1% respectivamente), no encontrandose
diferencia significativa entre estos valores (P > 0,05;
t-student con correccion de Bonfferroni). Sin
embargo, cuando se utilizd el crioprotector a una
concentracion de 1,0 M, la motilidad espermatica
(12,62 £ 3%) fue significativamente diferente a los
otros dos tratamientos (P < 0,05; t-student con
correccion de Bonfferroni) (Fig. 2).

A la tasa de congelamiento de -7,5°C min'l, los
porcentajes de motilidad espermatica para cada una de
las concentraciones de DMSO + VHG fueron 15,9 +
3,9%, 10,4 +£4,7% y 22,6 + 3,5% para 1,0; 1,5y 2,0
M. A la tasa de congelamiento de -30°C min™, los
porcentajes de motilidad espermadtica para cada una de
las concentraciones de DMSO + VHG fueron menores
al 5%.

Motilidad espermatica 120 s post-descongelamiento

A los 120 s post-activacion en agua de mar, los
mayores porcentajes de motilidad espermatica
incubados en DMSO (a las tres diferentes
concentraciones) + VHG fueron a la tasa de
congelamiento de -10°C min™, siendo los valores de
44,5 + 2%; 39,6 + 4% y 35,7 £ 10% para 2,0; 1,0y 1,5
M respectivamente; estos valores no fueron
significativamente diferentes entre si (P > 0,05; t-
student con correccion de Bonfferroni). Cada uno de
estos tres porcentajes de motilidad espermatica fueron
significativamente diferentes a los obtenidos con el
resto de las tasas de congelamiento (ANDEVA, test de
Tukey, P < 0,05), en los cuales los porcentajes de
motilidad espermatica fueron menores al 25% (Fig. 2).

Motilidad espermatica 180 s post-descongelamiento

A los 180 s de activar a los espermatozoides en agua
de mar, los mayores porcentajes de motilidad
espermatica fueron a la tasa de congelamiento de
-10°C min'l, (23,3 £ 1%; 22,8 £ 2% y 19,4 + 7% para
2,0; 1,0 y 1,5 M respectivamente), no teniendo
diferencia significativa entre estos valores (P > 0,05; t-
student con correccion de Bonfferroni). El resto de los
porcentajes de motilidad espermatica obtenidos fueron
menores al 15% (Fig. 2).
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Figura 2. Motilidad total de espermatozoides en
diferentes tiempos (a: 60 s, b: 120 s, c: 180 s) post-
descongelamiento de P. adspersus utilizando como
agente crioprotector una solucion de DMSO en
concentraciones (barras: negra: 1,0 M; achurada: 1,5 M;
gris: 2,0 M) a las cuales se les adiciond VHG (vitelo de
huevo de gallina) al 10% v/v.

Figure 2. Total sperm motility at different time (a: 60 s,
b: 120 s, c: 180 s) post-thawing of P. adspersus freezing
using as cryoprotectan agent a solution of DMSO at
(black bar: 1.0 M; dashed bar: 1.5 M; gray bar: 2.0 M)
added with VHG (chicken egg yolk) at 10% v/v.

DISCUSION

Aunque la tasa de congelacion es una de los factores
mas criticos en el proceso de criopreservacion, esta es
la variable menos estandarizada, ademas durante el
proceso de congelacion no solo es importante
establecer como interactiia el crioprotector con la
célula, sino que también se hace necesario determinar

el efecto toxico de éstos, que es finalmente el evento
de mayor importancia a controlar (Anchordoguy et al.,
1991). Para ello, se evalud el efecto del DMSO a
diferentes concentraciones y a distintas tasas de
congelamiento sobre el tiempo de motilidad esper-
matica. En tal sentido, durante las pruebas de
congelamiento de espermatozoides de P. adspersus, se
determind que los mayores porcentajes de motilidad
espermatica, a los 60 s, post-descongelacion (supe-
riores al 70%) se obtuvieron a la tasa de -10°C min™' y
utilizando DMSO 1,5 M con VHG como crioaditivo.

La Tabla 1 que relaciona la motilidad espermatica
con el éxito de la fecundacion obtenida con esper-
matozoides criopreservados en diversas especies de
lenguados, muestra que los mayores porcentajes de
fecundacién, se obtuvieron con protocolos que
utilizaron DMSO como crioprotector.

La funcion que cumple el DMSO como crio-
protector permeable es disminuir el punto de fusion de
la solucion crioprotectora o servir como buffer
osmotico (Rana, 1995). Hubalek (2003) sefala que
este crioprotector tiene afinidad por el agua
intracelular y de esa forma atrapa moléculas de agua
en su interior, lo que impide que éstas formen cristales
geométricos ordenados. En consecuencia, la solidi-
ficacion del medio se establece con una distribucion
molecular desordenada del agua y la sustancia toma el
caracter de sustancia vitrea protectora. En el presente
estudio, se muestra que utilizando DMSO 1,5 M como
unico agente crioprotectante, se obtiene, a los 60 s, un
maximo de 40,5 £ 13% de motilidad post-
descongelacion (Fig. 3a), que parece insuficiente para
proteger a la célula del dafio causado por la formacion
de hielo durante la congelacion. Esto es evidenciado
por el mejor resultado obtenido cuando se agrega un
crioaditivo no permeable, el VHG, a la solucién
crioprotectora, con la cual se obtiene un 71,7 + 13%
de motilidad espermatica. En tal sentido, los
crioprotectores no permeables o extracelulares
cumplen funciones de proteccion complementarias al
de los crioprotectores permeables o intracelulares
durante el proceso de criopreservacion, tales como
disminucion del punto de fusion, servir como buffers
osmoticos (Rana, 1995), o posiblemente fortalecer la
membrana celular ante el estrés osmoético producido
durante el proceso de congelamiento-desconge-
lamiento (Mizukami et al., 1999; Medina et al., 2005).

Los valores porcentuales de motilidad espermatica
obtenidos en el presente estudio son comparables a
otras especies marinas, como Anguilla anguilla, donde
se utilizd como crioprotector una solucion de DMSO
adicionado con un crioprotector no permeable, el
suero fetal bovino (FBS) donde obtuvieron valores de
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Tabla 1. Relacion entre valores porcentuales de motilidad espermatica y fecundacion.

Latin American Journal of Aquatic Research

Table 1. Relationship between sperm motility and fertilization percentage.

Especie

Motilidad
post criopreservacion

Porcentaje de
fecundacion obtenido

Autores

95% Rideout et al. (2003)
76,2 = 10% Zhang et al. (2003)
70,1 = 8,9% Chen et al. (2004)
61,5+ 1,5% Jietal. (2004)

58 +3,6% Kang et al. (2004)
75,6 £ 6,0% Cabrita et al. (2005)
93,8 +4,2% Liu et al. (2006)
40,9 + 20% Tian et al. (2008)

78+ 5% Lanes et al. (2008)

Pseudopleuronectes americanus 95%
Paralichthys olivaceus 79,17 +4,5%
Scophthalmus maximus 78,3 +7,6%
Lateolabrax japonicus 68,3 +4,4%
Thamnaconus septentrionalis 60%
Sparus aurata 70,0 £4,7%
Pagrus major 88,6 = 8,0%
Verasper variegatus 48%
Paralichthys orbignyanus 43+ 9%
a SOLO DMSO
B0 -
g :E . zl.tm
§ 30 - 1
2 20
=0 P £ i ¥ L
60 120 180
Tiempo (s)
b DMSO + VHG
2
" I o10M
60 15M
50 m20M
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30 4
2 4 I
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180
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Motilidad espermatica (%)

Figura 3. Motilidad total de espermatozoides en
diferentes tiempos post-descongelacion de P. adspersus
utilizando la tasa de congelaciéon de -10°C min™. a) se
utilizd6 como crioprotector el DMSO en tres concen-
traciones diferentes, b), se utilizd como crioprotector una
solucion (DMSO+VHG) que contenia DMSO en
diferentes concentraciones a la cual se le adiciond6 VHG
(vitelo de huevo de gallina) al 10% v/v.

Figure 3. Total sperm motility at different time post
thawing of P. adspersus using the -10°C min™ freezing
rate. a) using DMSO at different molar concentrations, b)
using a cryoprotectant solution (DMSO+VHG) contai-
ning DMSO at different molar concentration and chicken
egg yolk 10% v/v (VHG).

motilidad espermdtica post congelacion-descon-
gelacion de 75,1 + 1,7% (Marco-Jiménez et al., 2006;
Asturiano et al., 2007), o en Sparus aurata donde se
obtuvieron motilidades de 70,0 + 4,7% usando una
solucion crioprotectora formada por DMSO y
albumina sérica de bovino (BSA) (Cabrita et al.,
2005). Estos resultados sugieren que la inclusion de
vitelo de huevo de gallina (VHG) dentro de Ia
solucion crioprotectora que se utilizo en el proceso de
criopreservacion de los espermatozoides de P. ads-
persus, generaria una mayor proteccion durante el
proceso de congelacion que seria proporcionada por
las lipoproteinas presentes en el VHG y estar
previniendo de dafios en la membrana plasmatica
(Scott & Baynes, 1980; Suquet et al., 2000) o
incrementando la resistencia de la membrana celular
ante el estrés osmotico durante el congelamiento-
descongelamiento de los espermatozoides (Cabrita et
al., 1998).

Por otro lado, en espermatozoides de ovinos, se
determind que las proteinas plasmaticas son capaces
de revertir, al menos parcialmente, el dafio producido
por el choque térmico por frio sobre espermatozoides;
determinaron que al incubar espermatozoides con
proteinas plasmaticas aumentd la integridad de la
membrana de 30 a 62,6%. Un mecanismos similar
podria estar ocurriendo en los espermatozoides de P.
adspersus al ser incubados en una solucion de DMSO
suplementada con VHG el cual contiene proteinas
junto con lipidos.

En el presente estudio, se establecié un protocolo
de criopreservacion que indica que los esperma-
tozoides de lenguado P. adspersus, pueden ser
congelados con éxito utilizando un sistema de
congelamiento automatico y con el cual se mantienen
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valores de motilidad espermatica post-desconge-
lamiento cercanos al de espermatozoides frescos.

Otros estudios, realizados en otras especies de
peces planos, han obtenido resultados similares
utilizando tasas de congelamiento superiores a -10°C
min™ (presente estudio). En Pleuronectes ferrugineus
(Richardson et al., 1999) los mejores resultados se
obtuvieron con tasas de congelamiento de -19,5°C
min”', en Pseudopleuronectes americanus (Rideout et
al., 2003), Paralichthys olivaceus (Zhang et al., 2003)
y Scophthalmus maximus (Chen et al., 2004) la tasa
6ptima de congelamiento fue de -20°C min™ y para P.
orbignyanus (Lanes et al., 2008) fue de -30°C min™".
Esta diferencia se deberia a una menor permeabilidad
de la membrana plasmatica de P. adspersus que
generaria una lenta pérdida de agua intracelular, por
las condiciones hipertonicas a que es sometido el
espermatozoide durante la congelacién, lo cual
permite que haya una deshidratacion adecuada en
comparacioén con células que tienen mayor permea-
bilidad y por lo tanto, la deshidratacion en mas rapida.
Esta rapida deshidratacion es disminuida si se emplea
una tasa de congelacion mas rapida con el propdsito
de generar pequefios cristales de hielo intracelular.

En conclusion, los espermatozoides de P.
adspersus, pueden se criopreservados utilizando una
solucion crioprotectora formada por DMSO a 1,0; 1,5
6 2,0 M y afadiendo VHG al 10% v/v, y aplicando
una tasa de congelamiento de -10 °C min™.
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