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ABREVIATURAS
DE: Desviacion estandar
ANOVA: Andlisis de varianza
K-W: Kruskal-Wallis
E: Espermatoforo
ME: Masa Espermatica
DMSO: Dimetilsulfoxido.
EDTA: &cido etilendiaminotetraacético.
pH: Potencial de Hidrégeno.
ML: Microlitros.

rpm: Revoluciones por minuto.

2C: Grados Celsius.

%: Porcentaje.

Lv: Litopenaeus vannamei

SPF: Animales libres de patégenos.
g: gramos

cm: centimetros

TSV: Virus del Sindrome de Taura (TSV),

IHHNV: Virus de la Necrosis Infecciosa hipodérmica y hematopoyética

BP: Baculovirus penaei.

NHPV: Virus de la Necrosis Hepatopancreatico
WSSV: Virus de la mancha blanca.

SRP: Linaje resistente a patégenos.

SSW: Agua de mar estéril.

SS Ca-free: Solucion Salina libre de Calcio.
SR: Solucién de Ringer.

SBP: Solucion buffer fosfato.

VE: Viabilidad espermatica.
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RESUMEN

Aungue el cultivo de langostino blanco genera cuantiosas divisas en el norte del Peru, la
aplicacién de tecnologias como la criopreservacién, la cual conlleva multiples ventajas en
relacion al mejoramiento genético y la conservacién de la biodiversidad, ain no han sido

implementadas.

El objetivo del presente estudio fue desarrollar protocolos optimizados de vitrificacién para
la criopreservacion el espermatoéforo y la masa espermatica de Litopenaeus vannamei.
Inicialmente se evalud la sobrevivencia espermatica en tres soluciones de extension:
solucién salina libre de calcio (SS Ca-free), solucién de Ringer (SR) y solucion buffer
fosfato (SBP), con la finalidad de obtener el mejor medio dilutor. Para la formulacioén de la
solucion crioprotectora se evalué la citotoxicidad de 4 crioprotectores permeables:
dimetilsulfoxido (DMSQ), metanol (MeOH), 2-propanol y dicloruro de magnesio (MgCl.) a
las concentraciones de 10, 15, 20 y 30% (v/v) durante 15, 30 y 60 min de exposicion; 4
crioprotectores no permeables: leche descremada (10%), polietilenglicol (5%), manitol
(5%) y sacarosa (0.2 M); y la suplementacién con soluciones complejas: yema de huevo,
extracto crudo de Aloe vera, suero bovino fetal y suero de ternero al 10%. La viabilidad

espermatica fue determinada mediante la técnica de tincién vital con eosina-nigrosina.

De acuerdo con los resultados obtenidos se concluye que la vitrificacién de
espermatozoides de Litopenaeus vannamei es eficiente considerando que las soluciones
compuestas por SS Ca-free, MgCl» 15%, extracto de Aloe vera 10%, leche descremada
10% y 5%, durante 30 y 15 min de exposicién resultaron en porcentajes de viabilidad
espermatica post-descongelamiento de 85.12 + 4.69% para el espermatéforo y 72.24 +
17.50% para la masa espermatica, respectivamente. Adicionalmente, la fertilidad de los
espermatozoides criopreservados con extracto de Aloe vera fue confirmada mediante
inseminacién artificial (IA), observandose individuos normales hasta la fase de nauplio. En
la presente investigacion se reporta por primera vez el uso del extracto de Aloe vera como
crioprotector en la formulacién de protocolos de criopreservacién de crustaceos. Los
protocolos de criopreservacion descritos en esta tesis son los primeros reportados para
langostinos en el Perd.

Palabras claves: Litopenaeus vannamei, vitrificacion, espermatoforo, masa espermatica,
inseminacion artificial (IA), Aloe vera.



ABSTRACT

Although white shrimp’s aquaculture produces great foreign exchange in northern of Peru,
application of technologies such as cryopreservation, which carry multiple advantages in

genetic improvement and biodiversity conservation, have not yet been implemented.

The aim of this study was developing optimized vitrification protocols for the
cryopreservation of the spermatophore and the sperm mass of Litopenaeus vannamei.
Firstly, sperm survival was evaluated in three extension solutions: calcium-free saline
solution (SS Ca-free), Ringer's solution (SR) and phosphate buffer solution (SBP), in order
to obtain the best dilutor medium. For the formulation of the cryoprotective solution, the
cytotoxicity of 4 permeable cryoprotectants was evaluated: dimethylsulfoxide (DMSO),
methanol (MeOH), 2-propanol and magnesium dichloride (MgCI2) at the concentrations of
10, 15, 20 and 30% (v / v) during 15, 30 and 60 min of exposure; 4 non-permeable
cryoprotectants: skim milk (10%), polyethylene glycol (5%), mannitol (5%) and sucrose
(0.2 M); and supplementation with complex solutions at 10%: egg yolk, crude extract of
Aloe vera, fetal bovine serum and calf serum. Sperm viability was determined by the vital

staining technique with eosin-nigrosin.

According to the results obtained, it is concluded that vitrification of Litopenaeus vannamei
sperm is efficient considering that solutions composed by SS Ca-free, MgCl> 15%, extract
of Aloe vera 10%, skim milk 10% and 5%, during 30 and 15 min of exposure resulted in
high percentages of sperm viability post-thawing, 85.12 + 4.69% for spermatophore and
72.24 £ 17.50% for sperm mass, respectively. Furthermore, fertility of cryopreserved
sperm with extract of Aloe vera was confirmed by artificial insemination (Al), by detecting
healthy individuals until the nauplii phase. In the present investigation, the use of extract of
Aloe vera as cryoprotectant in the formulation of crustacean cryopreservation protocols is
reported for the first time. The cryopreservation protocols described in this thesis are the
first reported for shrimp in Peru.

Keywords: Litopenaeus vannamei, vitrification, spermatophore, Sperm mass, artificial
insemination (Al), Aloe vera.



1. INTRODUCCION

La acuicultura, definida como el cultivo de recurso hidrobioldgicos, principalmente de
peces, crustaceos, moluscos y plantas acuicolas (Food and Agriculture Organization
[FAQO], 2016), es el sector de mayor desarrollo en aspectos de produccién, sanidad,
nutricion, asi como en la diversificacion de especies, logrando ser considerada
actualmente como la actividad econémica con mayor potencial para la seguridad
alimentaria de los pueblos en todo el mundo (High Level Panel of Experts [HLPE], 2014).
El “langostino blanco” Litopenaeus vannamei es un decapodo bentdnico nativo de las
aguas tropicales del océano Pacifico, su cultivo inici6 en Centroamérica en la década de
los setenta y actualmente se encuentra extendido en Asia y América (Briggs et al., 2004).
La acuicultura del langostino blanco cuenta con un acervo tecnoldgico que incluye la
reproduccion en laboratorio (Gutiérrez et al., 2014) y la adaptacién a sistemas de agua
dulce (Miranda et al., 2010), sin embargo, solo en las dUltimas décadas se viene
desarrollando investigacién en el area de la biotecnologia para la mejora genética.

En el Perd, la produccion acuicola se encuentra principalmente representada por tres
especies: Oncorhynchus myekiss la “trucha arcoiris”, Argopecten purpuratus la “concha de
abanico”) y Litopenaeus vannamei el “langostino blanco”, estos recursos hidrobiolégicos
en conjunto alcanzaron el 94.71 % de la produccion acuicola total durante el afno 2015

(Figura 1) (Ministerio de la Produccion [PRODUCE], 2015).
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Figura 1. Produccion de recursos hidrobioldgicos procedentes de la acuicultura
segun especie para el afo 2015.

La pesqueria del langostino blanco en el norte del Perl se sustenta en la extraccion de la
reserva silvestre de las costas de la regidon Tumbes y Piura, sin embargo, debido a la
disminucion sostenida de los desembarques, el mayor volumen de produccidén proviene
de la cosecha de la industria acuicola, la cual se desarrolla en su mayoria en las zonas

proximas a los manglares de la regién Tumbes (81.18%) (PRODUCE, 2015).

El principal problema del cultivo de Litopenaeus vannamei a nivel mundial radica en el
control de las diversas enfermedades que afectan a esta especie, las cuales son
causadas principalmente por agentes infecciosos de naturaleza viral y bacteriana
(Morales-Covarrubias et al., 2011). Los brotes de infeccién en los campos de produccion
generan altas tasas de mortalidad afectando no solo a la poblacién en cultivo sino también
al ecosistema ya que pueden propagarse a las poblaciones nativas de crustaceos (Briggs
et al., 2004). En el continente americano, se han reportado cuatro principales epizootias
virales para el langostino blanco: Virus del Sindrome de Taura (TSV), Virus de la Necrosis
Infecciosa hipodérmica y hematopoyética (IHHNV), Baculovirus penaei (BP) y el virus de
la mancha blanca (WSSV) (Robles-Mancilla, 2006). Para solucionar esta problemética,

las investigaciones se han enfocado en la formacién de linajes resistentes a patégenos



(SRP) en distintas regiones del mundo, generando asi poblaciones resistentes contra el
WSSV (Maldonado, 2003; Guertler, 2010; Pérez et al., 2002), IHHNV (Motte et al., 2003) y
TSV (Veloso et al., 2011). Sin embargo, hasta la actualidad, el desarrollo de lineas
multirresistentes aln no se ha concretado debido a la baja tasa de sobrevivencia a una
doble infeccion viral.

En este contexto, el establecimiento de un protocolo de criopreservacion permitiria el
cruce de linajes resistentes geograficamente separados, ademas de reducir el riesgo de
trasmision de patdgenos y evitar la depresién endogamica producida en la descendencia
de linajes consanguineos (Mendoza et al., 2013).

Durante finales de la década de los noventa, la enfermedad de “la mancha blanca”
ocasioné una mortandad del 90% en las langostineras de Tumbes (Zafra et al., 2012).
Recientemente se ha reportado la prevalencia del Virus de la Necrosis Hepatopancreatica
(NHPB) (0.62%), IHHNV (0.31%), BP (1.61%) y WSV (2.75%) en langostinos silvestres de
Tumbes (Alfaro et al., 2010). Otra investigacion reporta la introduccion de cuatro
patégenos virales (IHHNV, BP, TSV, y NHPB) a través de la importaciéon de post larvas
desde Ecuador, siendo el patégeno mas frecuente el IHHNV con un 9.60% para el afo
2009, incrementandose a 16.79% para el ano 2010 (Guevara & Alfaro, 2012).

El cultivo de Litopenaeus vannamei en el Peru es una actividad de importancia econémica
que requiere del aporte cientifico para garantizar su sostenibilidad y crecimiento (Sistema
Nacional de Ciencia, Tecnologia e Innovacién Tecnol6gica [SINACYT], 2006), de manera
preponderante en la implementacion de tecnologias para prevenir la mortalidad causada
por las multiples enfermedades virales que afectan al langostino, ya que los efectos de
una epizootia devendrian en grandes pérdidas econémicas, causando un impacto social
directo sobre los puestos de trabajo ligados al cultivo de langostino.

La implementacién de técnicas de criopreservacién de gametos permite el desarrollo de

tecnologias como la reproduccion asistida, la conservacion de recursos genéticos y la
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mejora genética de especies. En la industria acuicola, la aplicacion de la criopreservaciéon
genera ventajas como: la sincronizacion de épocas reproductivas, el suministro
permanente de esperma de calidad, la produccién selectiva de organismos resistentes, la
reduccién en la trasmision de patégenos y el intercambio de material genético entre
factorias distantes (Lichtenstein, 2009), evitando la pérdida del acervo genético y la
homocigosis generada por la endogamia (Martinez et al., 2017). Asimismo, impulsaria la
formacion de lineas resistentes a distintas infecciones virales mediante el cruce de linajes
con programas de mejoramiento genético desarrollados en diferentes paises.

El intercambio de material genético criopreservado conlleva un impacto positivo sobre las
poblaciones nativas de crustaceos, debido a que el trasporte de gametos congelados
permite un mayor control sanitario, disminuyendo la propagacién de enfermedades
compartidas entre los crustaceos tales como el virus de la mancha blanca (Hameed et al.,
2003). Por otra parte, el impacto de tecnologias de criopreservacion en los centros de
cultivo permite reducir el costo de produccién en lo referente al mantenimiento de
reproductores (Gwo, 2000). Otra ventaja es la disponibilidad continua de semen de
calidad que ofrece esta técnica, la cual permitiria una sincronia reproductiva y un control
coordinado de la obtencidon de post larvas, lo que podria ser aprovechado para el
establecimiento de programas reproductivos sistematizados.

En el aspecto de la economia nacional, el desarrollo de esta tecnologia le permitiria a la
industria peruana posicionarse en el inexplorado mercado de la venta de esperma de
langostinos genéticamente mejorados, generando asi una tecnologia nacional innovadora
y con diversas perspectivas de aplicacion.

Por lo antes mencionado, el presente trabajo de investigacion tuvo por finalidad formular
protocolos de criopreservacién 6ptimos para el espermatéforo y la masa espermatica de
Litopenaeus vannamei empleando el método de la vitrificacién, con este propésito se

evalué la viabilidad espermatica frente al efecto de la solucién de extensién, los
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crioprotectores permeables a diferentes niveles de concentracibn y periodos de
exposicion, el efecto de los crioprotectores no permeables y adicion de soluciones
complejas. Esta investigacion se desarrollé como parte del proyecto: “Implementacién y
optimizacion de las tecnologias de criopreservacion y transfeccidon de gametos masculinos

del langostino Litopenaeus vannamel” Proyecto N° 211-2015-FONDECYT.



2. MARCO TEORICO

2.1.LANGOSTINOS EN EL PERU
El Peru tiene registrados 10 géneros y 22 especies dentro de la Superfamilia Penaeoidea,
todos ellos conocidos comunmente como “langostinos” (Méndez, 1981). Dentro de la
familia Penaeidae, la especie de mayor importancia comercial para el Perd, Litopenaeus
vannamei, pertenece al género Litopenaeus, conformado por el grupo de langostinos con

telico “abierto” o sin receptaculos seminales (Alfaro-Montoya, 2010).

2.1.1. Especie en Estudio: Litopenaeus vannamei
21.1.1. Taxonomia y Distribucion
Reino Animalia
Phylum Arthropoda
Clase Malacostraca
Orden Decapoda
Familia Penaeidae
Género Litopenaeus
Especie Litopenaeus vannamei (Boone, 1931)
L. vannamei es un crustaceo perteneciente a la familia de los peneidos cuya distribucién
abarca desde Sonora, en la costa norte de México, hasta Tumbes, en la costa norte del
Pert (Moscoso, 2014).
Hasta antes de la revision de la familia Penaeidae, realizada por Pérez-Farfante &
Kensley en el ano 1997, Litopenaeus era considerado como un subgénero del género

Penaeus (Citado en Michel, 2002, p.22).



2.1.1.2 Acuicultura de Litopenaeus vannamei en el Peru
El cultivo de langostinos en el Perl constituye la denominada acuicultura del desierto, ya
que se desarrolla en la desértica costa norte del pais, en los departamentos de Tumbes y
Piura, siendo factible su implementacion en la region Lambayeque (Talavera et al., 1999).
Esta actividad se inicié en la década de los setenta, representando durante muchos anos
la principal actividad de la acuicultura peruana, y a pesar de que actualmente se ubique
en el tercer puesto de la produccién acuicola nacional, su cultivo se ha ido incrementando
debido a la demanda mundial, la rentabilidad de cultivo y la generacion de divisas
(Burgos, 2012). La produccion nacional de langostinos esta destinada principalmente a la
exportacion, para el ano 2015, esta ocupo el tercer lugar de la produccién acuicola con un
volumen de 22 017,11 toneladas métricas brutas, constituyendo el 53.60% de la
exportaciéon de recursos hidrobiolégicos provenientes de la acuicultura segin especie

(Figura 2) (PRODUCE, 2015).

I Langostino - 53.60%
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Figura 2. Exportacién de recursos hidrobiolégicos procedentes de la acuicultura
segun especie para el aiio 2015.

Dentro de los principales paises destino de esta especie destacan: Estados Unidos,
Espafia y Francia. En contraste con el consumo interno, el langostino represento
Unicamente el 9.54% de la venta interna de los recursos hidrobiolégicos cultivados

(PRODUCE, 2015).



2.2.BIOLOGIA REPRODUCTIVA DE Litopenaeus vannamei
2.2.1. Ciclo de Vida y Reproduccion

Los langostinos son crustaceos dioicos con un notorio dimorfismo sexual, los machos
presentan un érgano copulador externo (petasma) formado por la fusién del primer par de
apéndices nadadores (pledpodos) mientras que las hembras presentan un receptaculo
seminal (télico) ubicado entre la base del 4to y 5to par de apéndices caminadores
(pereibépodos) (Michel, 2002). La presencia del petasma en los machos tiene como
funcién la transferencia del espermaté6foro al telico de la hembra (Misamore & Browdy,
1996).

Litopenaeus vannamei habita en aguas tropicales con temperaturas superiores a los 25
°C, la etapa adulta se desarrolla en la plataforma continental, mientras que la fase juvenil
transcurre en estuarios y lagunas costeras a salinidades inferiores (Briggs et al., 2004).

El proceso de copula puede darse a cualquier hora del dia, la etologia del proceso inicia
cuando el macho se ubica en posicién ventral por debajo de la hembra y deposita los dos
espermatoforos en el telico de la hembra. Los espermatéforos, que estan provistos de una
sustancia pegajosa necesaria para la adhesién al telico, liberan gradualmente la masa
espermatica durante el desove dando lugar a la fecundacién (Alfaro et al., 2007; Michel,
2002). Sin embargo, el desove no es un proceso inmediato a la cépula, este ocurre
alrededor de la medianoche mientras tanto los espermatéforos permanecen adheridos al
telico durante todo este intervalo de tiempo. La ontogénesis del langostino continua
inmediatamente y las ovas fecundadas eclosionan en larvas después de 14 a 20 horas.
La etapa larval incluye 11 estadios pasando por 5 estadios de nauplio, 3 de protozoea y 3
de mysis. Después de 21 dias desde el desove, las larvas alcanzan la etapa de post-larva
(Feijo, 2009). Las post-larvas dejan atras su forma de vida planctonica y se desarrollan
rapidamente en aguas costeras pasando por la etapa de juveniles hasta convertirse en
adultos para finalmente migrar a las areas de reproduccion en el mar, donde se reinicia el
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ciclo (Michel, 2002) (Figura 3).
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Figura 3. Ciclo de vida del langostino de la familia penaeidae (Shrimp news
international, n.d.).

Los machos de Litopenaeus vannamei de 12 meses (38 g) provenientes de factorias
acuicolas muestran una mejor calidad de espermatéforo que los silvestres, con un conteo
de 4.6 millones de espermatozoides y un porcentaje de anormalidades esperméticas de
17.4% (Ceballos-Vazquez et al., 2003). En tanto que, las hembras de entre 8 a 10 meses
con un peso aproximado de 28 g se reproducen eficientemente (FAO, 2016). Durante la
etapa reproductiva las hembras silvestres liberan de 100 000 a 500 000 ovocitos por
desove, valores superiores a los reportados en cultivo, los cuales oscilan entre 100 000 y
220 000 (Hernandez et al., 2012). Cada hembra puede desovar multiples veces a lo largo
de su vida, no obstante, los centros de produccién de post-larvas emplean hembras
maduras Unicamente durante 2 0 3 meses debido a que tiempo después la calidad
reproductiva decae (Alfaro-Montoya, 2001).

La reproduccién controlada en los laboratorios productores de larvas se fundamenta en la
aplicacion de técnicas de induccién de la madurez en las hembras mediante la ablacién
unilateral del pedlnculo ocular, esta técnica consiste en cortar el pedunculo ocular y

cauterizar inmediatamente la herida, la base biologica de la efectividad de esta técnica es



la eliminacién del mayor centro de control neuroendocrino ubicado en el 6rgano ocular del
langostino, este complejo es conocido como 6rgano x-glandula sinusal y se encarga de
sintetizar y almacenar las hormonas que controlan el proceso reproductivo (Alfaro-
Montoya, 2010), al suprimir este complejo, los inhibidores del proceso reproductivo
disminuyen favoreciendo la madurez gonadal. Aunque esta técnica es ampliamente
utilizada en los reproductores hembras, diversos estudios demuestran que también
mejora la calidad de los espermatédforos en los langostinos machos (Alfaro-Montoya,
2010; Vasquez et al., 2013).

El conocimiento de la biologia y el comportamiento reproductivo permiten simular los
requerimientos de esta especie en los centros de produccidén, mejorando asi las técnicas
de reproduccién inducida. En condiciones de cultivo, los langostinos reproductores deben
ser mantenidos a una densidad de 5 langostinos/m? con una proporcién sexual de 1:1, en
agua de mar a una salinidad promedio de 30 ppm y un fotoperiodo natural de 12 horas
luz: 12 horas oscuridad. La alimentacion se debe realizar tres veces al dia (a las 09:00
am, 02:00 pm y 08:00 pm) con dieta de maduracion comercial (5% de la biomasa) y
alimento fresco compuesto de mitilidos, poliquetos, artemia y calamares frescos (18% de
la biomasa). La remociéon de los residuos organicos se debe realizar diariamente y el
recambio de agua debe ser constante. Los parametros de la calidad de agua establecidos
para un éptimo desarrollo son: Temperatura de 28°C, pH 7.5, y Oxigeno disuelto 5 mg/L.
(Husien & Aguillon, 2008). Durante la época de apareamiento la alimentacion debe ser
suplementada con poliquetos, ya que por su alto contenido de lipidos estimula el desove

en las hembras y aumenta la cépula en los machos.

2.2.2. Sistema Reproductor en Machos de Litopenaeus vannamei
El sistema reproductor en machos del género Litopenaeus esta conformado por un par de

testiculos, cada uno compuestos por tlbulos seminiferos plegados; y los vasos
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deferentes, subdivididos en: ducto deferente proximal, ducto medio ascendente y
descendente, ducto distal y ampulas terminales (Alfaro-Montoya, 2013).

Segun el modelo descrito por Alfaro-Montoya et al. (2016), la maduracion de los
espermatozoides de Litopenaeus vannamei se desarrolla en tres niveles independientes:
la maduracién testicular, la maduracion en los vasos deferentes y la maduracién en los
espermatoforos. A nivel de los tubulos seminiferos se desarrolla la espermatogénesis con
la diferenciacion de la espermatogonia en espermatidas tardias (sin espinas). A nivel de
los vasos deferentes, las espermatidas tardias maduran hasta desarrollar la espina
acrosomal, durante el trayecto a través de los ductos deferentes, los espermatozoides
dispersos son empaquetados con una variedad de secreciones ricas en polisacéridos y
proteinas que mantienen la viabilidad, conformando asi la masa espermatica (Bambozzi,
2013). Finalmente, los espermatozoides son almacenados en un par de estructuras
especializadas denominadas espermatéforos. Sin embargo, a pesar de que los
espermatozoides se observan totalmente formados en los espermatoforos, la maduracion
final y la capacitacion suceden de 3 a 4 horas después de la adhesién del espermatéforo
sobre el telico de la hembra (Alfaro-Montoya et al., 2016).

Los espermatéforos de Lifopenaeus vannamei estan rodeados de una sustancia glutinosa
que le permite adherirse al telico de la hembra, poseen una forma ligeramente ovalada
mas ancha en su parte distal, también conocido como ampula. La formaciéon de los
espermatoforos inicia en los vasos deferentes con la sintesis de las capas primaria y
secundaria, sin embargo, el ensamblaje de las unidades que lo conforman (plato dorsal,
las alas y la masa glutinosa y adhesiva) ocurre en las camaras de las ampulas terminales
(Alfaro-Montoya, 2010).

La formacién de los espermato6foros es dependiente de los ciclos de muda, renovandose
aproximadamente cada 2 semanas y se sabe que la cantidad y calidad esperméatica no

varian entre las renovaciones consecutivas (Cabrita et al., 2008). La produccién de
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espermatoforos es continua por lo que cuando no se da la cépula, estos se degradan

mediante un proceso de melanizacién (Alfaro-Montoya, 2010).

2.2.3. Estructura del Espermatozoide

El espermatozoide es una célula especializada cuya funcion principal es el transporte de
informacién genética que contribuye a la formacion de un nuevo individuo, en la
naturaleza estas células poseen diversas morfologias y peculiaridades dentro de cada
taxon. Los espermatozoides de los crustdceos decapodos tienen como principal
caracteristica la carencia de movilidad y los langostinos del género Litopenaeus no son la
excepcion, por esta razén la integridad estructural y funcional de la membrana es
empleada como caracteristica de la viabilidad celular (Alfaro-Montoya, 2010).

Los espermatozoides de Litopenaeus vannamei poseen forma esférica y tiene un tamano
de 3 a 4 micras, carecen de flagelos y presentan en su estructura 3 regiones anatémicas:
el acrosoma (espina no movil y capsula acrosomal), sub-acrosoma (malla fibrilar) y el
nucleo (Figura 4) (Alfaro-Montoya, 2013). La union entre el espermatozoide y el ovocito

ocurre a través de la espina, dando lugar a la reaccion acrosémica y a la fertilizacion.

Figura 4. Ultraestructura del espermatozoide de Litopenaeus vannamei. Escala de
la barra de 1 um. Obsérvese la espina (SP), la capsula acrosomal (ACC)
subacrosoma (SC), malla fibrilar (FM) las particulas citoplasmaticas (CP). (tomado
de Alfaro 2013).
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2.3.PRINCIPIOS DE LA CRIOPRESERVACION

La criopreservacion es el conjunto de técnicas y metodologias que tienen como propésito
el mantenimiento de la viabilidad y funcionalidad de material biolégico a temperaturas
criogénicas por un tiempo ilimitado. Durante el congelamiento se disminuye el
metabolismo celular hasta detener las reacciones bioquimicas para posteriormente
reactivarlas (Lichtenstein, 2009). Dependiendo del tipo de células o tejidos a
criopreservar, la respuesta a la criopreservacion varia significativamente resultando en un
conjunto de condiciones definidas, de hecho, es mas sencillo criopreservar células que
tejidos debido a la complejidad de la composicién de estos ultimos (Pegg, 2007).

La criopreservacion de esperma involucra diferentes cambios biofisicos y quimicos que
pueden originar una disminucion en la sobrevivencia a causa del choque térmico y la
formacion de cristales durante el congelamiento y descongelamiento, por ello el material
biolégico es criopreservado en soluciones crioprotectoras que proveen un medio
equilibrado y regulan el proceso de deshidratacion celular (Robles et al., 2005).

De acuerdo con Tiersch & Mazik (2000) los principales pasos para la formulacién de un
protocolo de criopreservacién incluyen la determinacién de la solucién de extensién, los
tipos y concentracién de los crioprotectores, el tiempo de equilibrio, la tasa de
congelamiento, la tasa de descongelamiento y la evaluacion de la viabilidad. Para
conseguir que los espermatozoides mantengan la fertilidad, un protocolo de

criopreservacién optimo debe controlar cada etapa del proceso (Suarez, 2014) (Figura 5).
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Figura 5. Etapas de un protocolo de criopreservacion de espermatozoides
(modificado de Suarez 2014).

2.3.1.1. Lesiones Celulares Crio Inducidas

El proceso de congelamiento y descongelamiento altera las propiedades quimicas,
térmicas y eléctricas de las membranas celulares debido a la formacién de cristales y el
choque osmético (Avila-PortiIIo et al, 2006). Actualmente, se considera que un
congelamiento rapido causa dafios en las células debido a la formacion de cristales de
hielo intracelulares, mientras que un congelamiento lento genera un desequilibrio
osmotico debido al mayor tiempo de exposicion a soluciones hiperosmoticas e
interacciones con el hielo extracelular (Jang et al., 2017).

Durante la criopreservacion las células sufren varios tipos de estrés, desde el estrés
osmotico producido por las variaciones de concentraciones; el estrés mecéanico, por la
formacion de nulcleos de cristales; estrés térmico, por la rigidez de la membrana
ocasionada por el descenso de la temperatura; y el estrés oxidativo, por la formacién de
especies reactivas de oxigeno (ERO’s) y la disminucién de antioxidantes que se producen
durante el congelamiento-descongelamiento (Suarez, 2014).

Las investigaciones con respecto al criodano en espermatozoides revelan desequilibrios a
nivel estructural y fisiologico, afectando la motilidad y en consecuencia la capacidad

fecundante (Zhang et al., 2003; Espinoza et al., 2010); A nivel de ADN no existen muchas
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investigaciones, no obstante, se ha reportado un incremento significativo de ADN
fragmentado en espermatozoides descongelados (Cabrita et al., 2008; Zilli et al., 2003).
Afortunadamente, los porcentajes de sobrevivencia celular posteriores a un proceso de
criopreservacion se han incrementado con el uso de soluciones crioprotectores y técnicas
de congelamiento graduales (Jang et al., 2017). Las soluciones crioprotectoras son
medios conformadas por una solucion de extension o dilutora y agentes crioprotectores
(ACP), durante su formulacién cada uno de los componentes deben ser determinados
empiricamente para cada protocolo (Hubalek, 2003).

Dentro de los factores mas relevantes para la formulacién de soluciones crioprotectoras
destacan la composicién y estructura de la membrana de las células a criopreservar
(Avila-Portillo et al., 2006), esta dualidad determina el comportamiento durante el
congelamiento, cuando el medio externo se torna soélido induciendo a la deshidratacion
celular y la lisis por la formacién de nucleos de cristales. El proceso de descongelamiento
es otro paso critico durante la criopreservacién, ya que una descongelamiento subito o
muy lento resulta en células inviables, por ello debe haber un equilibrio en la tasa de
congelamiento y descongelamiento que permita a la célula recuperar su estructura y

funcionalidad (Robles et al., 2005).

2.3.1.2. Soluciones de Extension
Las soluciones de extension, dilutoras o conocidas también como medios de extensién,
son soluciones bufer con una osmolaridad determinada que permite disminuir la
concentracion de células para facilitar su conteo, mientras las mantiene viables por cortos
periodos de tiempo. Por si solas, estas soluciones son empleadas en protocolos de
criopreservacion y almacenaje en frio durante horas, dias e incluso semanas (Nimrat et

al., 2006; Morales-Ueno et al., 2013).

Debido a condiciones fisiologicas, la presion osmética celular fluctia en un rango
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determinado, por ello, una de las principales propiedades a considerar cuando se
elaboran soluciones de extensién es la presién osmoética que el medio ejerce sobre las
estructuras bioldgicas, para ello es necesario formular dilutores especificos para cada
especie con una determinada osmolaridad. La osmolaridad se entiende como la cantidad
de sustancia que contiene 1 mol de particulas, la unidad mas representativa empleada
para medir fendmenos bioldgicos es el miliosmol (mOsmol). El célculo de la Osmolaridad
se realiza multiplicando la molaridad por el nimero de particulas, por lo que, es necesario
conocer si el soluto ioniza o no lo hace, ya que la ionizacién aumenta el nimero de

particulas en solucion (Garcia, 2002).

De acuerdo con Morales-Ueno et al. (2013), la osmolaridad empleada para soluciones de
extension de esperma de Litopenaeus vannamei es de aproximadamente 800 mOsmKg,
sin embargo, Salazar et al. (2008). indican que la osmolaridad de las soluciones
evaluadas en protocolos de criopreservacion para la misma especie debe ser cercana a la

osmolaridad del agua de mar (1,048 mOsmKg).

Para evaluar la viabilidad espermatica mediante técnicas de tincion se debe realizar el
conteo de un determinado numero de espermatozoides, sin embargo, el semen
almacenado en los espermatéforos de Litopenaeus vannamei presenta una concentracion
bastante elevada de espermatozoides y una consistencia viscosa, estas caracteristicas
hacen que el conteo celular directo sea muy dificil de realizar, en consecuencia, las

evaluaciones de viabilidad se realizan empleando soluciones de extensién.

Las soluciones de extension son usadas como medios iniciales para la creacién de
soluciones crioprotectoras. En la naturaleza, las soluciones de extension son aquellos
liquidos donde se dispersa la esperma en el ambiente, en el caso de Litopenaeus

vannamei, este seria el agua de mar (referenciado generalmente como SW, del inglés
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“sea water”), sin embargo, en la elaboracion de protocolos es preferible emplear
soluciones determinadas y preparadas en laboratorio. Dentro de las principales soluciones
de extensién empleados en la criopreservacién de esperma de langostinos destacan el
aceite mineral, solucién de Hank libre de calcio, la solucién salina libre de calcio (SS Ca-
free), el agua de mar estéril (SSW, del inglés “sterile sea water”), la solucién de Ringer

(SR) y la solucién buffer fosfato (SBF) (ver tabla N° 2).

2.3.1.3. Agentes Crioprotectores (ACP)

Los agentes crioprotectores son moléculas que al interaccionar con las células las
protegen del criodano, estas deben ser hidrosolubles y de baja toxicidad. Los ACP actuan
favoreciendo el descenso del punto eutéctico en una solucién, esto implica que se
alcanzara una concentracion determinada de solutos a una temperatura menor, de forma
que la célula estarda mas deshidratada, disminuyendo de esta manera el gradiente
osmético (Avila-Portillo et al., 2006).

Los ACP existen en gran variedad, pero solo algunos son usados universalmente, por
ejemplo: dimetilsulféxido, glicerol, leche descremada, albumina, peptona, extracto de
levadura, sacarosa, glucosa, metanol, y sorbitol (Hubélek, 2003). De acuerdo a su
permeabilidad a la membrana celular, los crioprotectores son diferenciados en dos
grupos: los crioprotectores permeables a la membrana o intracelulares y los
crioprotectores no permeables o extracelulares (Jang et al., 2017).

Los crioprotectores permeables son generalmente de bajo peso molecular y actdan en la
proteccidn frente a la formacién de cristales de hielo desde el interior de la célula, su uso
esta bastante extendido en la criopreservacién destacando: el glicerol, el metanol, el
etilenglicol, el 1,2-propanodiol, el dimetilsulféxido y el MgCly; Los crioprotectores no
permeables, por otra parte, agrupan a aquellas sustancias de alto peso molecular con la

capacidad para deshidratar las células y proteger las membranas celulares, dentro de
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este grupo destacan: la sacarosa, la trehalosa, el suero fetal bovino (SFB), el ficoll, la
yema de huevo y la albdmina sérica bovina (Lichtenstein, 2009). No obstante, otros
autores refieren al ficoll, los sueros, extracto de Aloe vera y la yema de huevo como
soluciones complejas o aditivos, debido a estar compuestas por diversas sustancias

(carbohidratos, lipidos, aminoacidos, proteinas, etc.,) indeterminadas (Labbé et al., 2013).

De acuerdo a la clasificacion bioguimica es posible distinguir tres tipos de crioprotectores:
los alcoholes (metanol, etanol, propanol, 1-2 propanediol y glicerol), azicares (glucosa,
lactosa, sacarosa) y el dimetilsulféxido (Hubalek, 2003). La diferente funcionalidad de los
crioprotectores permeables y no permeables, que protegen de manera complementaria a
las células, hacen necesaria la combinacién de ambos en la formulacién de las soluciones
crioprotectoras (Avila-Portillo et al., 2006).

Recientemente, ha tomado importancia el estrés oxidativo que sufren los
espermatozoides durante la criopreservacion, debido a ello, las soluciones crioprotectoras
son complementadas con aditivos antioxidantes que protegen los espermatozoides
mediante la inhibicion de la peroxidacién lipidica y reducen el estrés térmico y osmético (Li
et al., 2010; Khalili et al., 2010; Evangelista, 2015). Dentro de las principales moléculas
antioxidantes, el acido L-ascérbico (vitamina C) ha sido descrito como un factor que
aumenta la calidad espermatica en Litopenaeus vannamei (Alfaro-Montoya, 2010).
Actualmente, esta vitamina se emplea en la formulacién de soluciones crioprotectoras de

espermatozoides en acuicultura (Liu et al., 2014).

2.3.1.4. Métodos de Criopreservacion
Los métodos de criopreservacion se clasifican de acuerdo a la tasa de congelamiento en:
congelamiento lento, congelamiento rapido y la vitrificacibn o técnica de ultra-
congelamiento. De acuerdo con el trabajo de Lezcano (2001), se considera como técnica

de congelamiento lento cuando la tasa de congelamiento es inferior a -5°C/min y técnica
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de congelamiento rapido cuando la tasa de congelamiento es igual o superior ha dicho
umbral. Por otra parte, el método de vitrificacion consiste en la solidificacion instantanea
de la muestra evitando la formacion de cristales de hielo mediante elevadas velocidades
de enfriamiento (Garcia et al., 2011), esto se da debido a un congelamiento inmediato
cuando las muestras son colocadas directamente en nitrégeno liquido (-196°C).

El congelamiento lento permite el ingreso de los crioprotectores y la deshidratacién celular
evitando asi la formacion de cristales internamente, sin embargo, no evita la formacién de
hielo extracelular y necesita de equipos especializados de alto costo. La vitrificacion, en
contraste, presenta ventajas en cuanto a ahorro de tiempo y la nula necesidad de equipos
especializados de congelamiento, sin embargo, dentro de sus requerimientos se
encuentran el empleo de mayores concentraciones de crioprotectores y tiempos de

exposicion (Castelo-Branco et al., 2015; Jang et al., 2017).

2.3.1.5. Remocion de Crioprotectores
Cuando el material biolégico es descongelado, este se encuentra deshidratado por lo que
se deben remover los crioprotectores permeables para conseguir que las células
recuperen su volumen, para ello se realizan enjuagues en soluciones hiposmoticas
manteniendo el equilibrio mediante el ingreso de agua a las células (Pegg, 2007). La
rehidratacién juega un rol importante ya que determina la correcta visualizaciéon de las
células espermaticas, diversos autores recomiendan el uso de soluciones azucaradas

durante este proceso (Tsai et al., 2017).

2.4. CALIDAD REPRODUCTIVA EN MACHOS DE Litopenaeus vannamei
De acuerdo con la metodologia seguida por Pérez (2005), los criterios para evaluar la
calidad reproductiva en langostinos machos son: el analisis del peso del espermato6foro y
la calidad espermatica en donde se incluye el porcentaje de espermatozoides viables. La
calidad espermatica es un indicador de la capacidad reproductiva en langostinos machos.
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2.4.1. Viabilidad e Integridad de Membrana Plasmatica

La calidad espermatica de los langostinos no puede ser evaluada mediante los habituales
indices de motilidad debido a que los espermatozoides de los crustaceos son inméviles
(Alfaro-Montoya, 2010), por consiguiente, la viabilidad espermatica es el principal
indicador in vitro de la calidad espermatica y la capacidad fecundante.

Aungue hasta hace poco se aceptaba que la induccién de la reaccién acrosémica era el
criterio definitivo para la determinacién de la viabilidad espermatica en Litopenaeus
vannamei (Cabrita et al., 2008), investigaciones recientes han demostrado que la
capacitacion final del espermatozoide sucede en el telico de la hembra (Alfaro-Montoya,
2010; Aungsuchawan et al., 2011; Alfaro-Montoya et al., 2016). Por esta razén, la
evaluacién de la reaccidn acrosomica mediante la técnica de agua de desove (en inglés
“egg water”) para los espermatozoides extraidos de los espermatéforos de machos de
Litopenaeus vannamei dieron como resultados bajos valores de reactividad (Wang et al.,
1995; Alfaro et al., 2007; Alfaro et al.,, 2003), las recientes investigaciones explican
también los resultados obtenidos por Lezcano (2001) en donde se evaluaron
concentraciones de 8, 24, 40 y 56 ul/ml del ionéforo A23187 para activar la reaccion
acrosomica en la misma especie, no encontrandose células con indicios de reaccién
acrosomica. Aungsuchawan et al. (2011) senalaron que el sitio de fosforilacién cambia
desde la espina a la regién del subacrosoma en los espermatozoides de L. vannamei
cuando estos se ubican en el gonoporo del macho y sobre el telico de la hembra,
respectivamente. Asimismo, Braga et al., (2014) sostienen que los espermatozoides de
Farfantepenaeus paulensis muestran disminucién en la densidad de la cromatina después
de ser almacenados sobre el telico, previo a la fertilizacién. En consecuencia, no se puede
inducir la reaccion acrosémica en Litopenaeus vannamei debido a la falta de conocimiento
sobre el mecanismo de maduracién de los espermatozoides sobre el telico de la hembra,

por lo tanto, no es factible considerar la reaccién acrosomica como indicador de la
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viabilidad espermatica.

La viabilidad espermética depende principalmente de la correcta estructura del
espermatozoide y de la integridad de la membrana plasmatica, esta propiedad puede ser
evaluadas en base a técnicas de tinciones vitales como el verde rapido/eosina, la
eosina/azul de anilina, el azul-tripan/giemsa o el amarillo de naftol/eritrocina, estos
colorantes permiten distinguir entre las células viables e inviables.

Las principales técnicas para la evaluacién de la viabilidad espermatica reportadas para el
género Litopenaeus son la tincion vital eosina-nigrosina y el Kit LIVE/DEAD (Nimrat et al.,
2006; Salazar et al., 2008; Castelo-Branco, 2010; Alfaro-Montoya, 2010; Bambozzi et al.,
2013; Yang et al., 2013; Uberti et al., 2014; Castelo-Branco et al., 2015; Chao et al., 2009;
Morales-Ueno et al., 2013).

La técnica de tincién vital eosina-nigrosina evalla la viabilidad en base a la absorcién del
colorante eosina a través de la membrana danada del espermatozoide, los
espermatozoides viables no captan la eosina, mientras que en los espermatozoides no
viables hay una captacion parcial o completa del colorante, en consecuencia, las células
no viables se observan de una coloracién rosacea mientras que las células viables se
observan transparentes, el empleo de nigrosina proporciona un fondo de contraste que
favorece la diferenciacion entre los espermatozoides viables y no viables (Vuthiphandchai
et al., 2009). Por otra parte, con el Kit LIVE/DEAD® los espermatozoides viables se tifien
de verde fluorescente, mientras que los espermatozoides no viables se tifien de un rojo
fluorescente (Morales-Ueno et al., 2013).

La evaluacién de la viabilidad espermatica se puede realizar empleando la microscopia
Optica de contraste diferencial, la microscopia optica de contraste de fase y la citometria
de flujo (Lezcano et al., 2004). Las comparaciones entre las evaluaciones mediante la
citometria de flujo y la tincion eosina-nigrosina concluyeron que la citometria de flujo

mantiene una correlaciéon positiva con respecto a los resultados obtenidos con la
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microscopia O6ptica, sin embargo, algunos estudios reportan que la evaluacion con la
citometria resulta en porcentajes de viabilidad inferiores con respecto a la técnica de
tincion (Lezcano et al., 2004), mientras que otros autores reportan lo contrario (Salazar et
al., 2008; Uberti et al., 2014). Finalmente, los trabajos empleando ambas técnicas
reportan que la aplicacién de cualquiera las dos técnicas generan resultados confiables,
por lo que, debido al bajo costo de la técnica eosina-nigrosina, esta resulta ser mas

econdmica (Uberti et al., 2014).

3. ANTECEDENTES

La implementacién de la criopreservacién en los cultivos acuicolas permite preservar
recursos genéticos y desarrollar programas de seleccion genética avanzados, no
obstante, uno de los principales problemas de la aplicacion generalizada de esta técnica
radica en la alta especificidad de los protocolos de criopreservacion para cada poblacion,
ya que incluso se han reportado diferencias entre protocolos desarrollados para la misma
especie en estado silvestre y en cultivo (Vuthiphandchai et al., 2007; Chomphuthawach,
2015), de lo mencionado anteriormente, se desprende la necesidad de desarrollar

protocolos especificos para cada poblacion.

Actualmente, los protocolos de criopreservacion se aplican sobre diversas estructuras
reproductivas y estadios tempranos de desarrollo como los embriones y larvas. En la
revisién de Martinez-Paramo et al. (2017) se sintetizan elocuentemente los protocolos de
criopreservacion desarrollados para peces de aguas dulce y marina: salmonidos,
ciprinidos y esturiones; especies relacionadas a la acuariofilia; y dentro del grupo de los

invertebrados: ostras, equinodermos, tunicados, mitilidos y langostinos.

Los trabajos relacionados con el desarrollo de protocolos de criopreservacion de gametos
de decapodos iniciaron en la década de los ochenta (Chow et al., 1985; Diwan & Joseph,
1999; Goldberg et al., 2000), siendo los principales géneros estudiados Macrobrachium,
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Sicyona y Penaeus, sobre estos se evaluaron la toxicidad de diversos crioprotectores
(Dong et al., 2004; Memon et al., 2012; Lezcano et al., 2004; Uberti et al., 2014; Valentina
et al., 2016).

Se realizaron investigaciones para determinar las soluciones de extensién mas
adecuados para el almacenamiento en frio del espermatéforo de Litopenaeus vannamei,
entre los que se evaluaron el aceite mineral, la solucién Ringer, el bufer fosfato, la
solucién salina balanceada de Hank, la solucion salina balanceada de Hank libre de
calcio, solucién salina libre de calcio modificada y una solucién de NaCl 0.85% (Nimrat et
al., 2006; Morales-Ueno et al., 2013). Durante el almacenamiento en frio estas soluciones
fueron suplementadas con antibiéticos y antimicéticos debido a que las muestras no
fueron congeladas y son susceptibles a contaminacion fungica y bacteriana. Estas
investigaciones no son consideradas como criopreservacion en el sentido estricto de la
palabra, pero evallan las soluciones de extension permitiendo sentar las bases para el

desarrollo de un protocolo. Los mejores resultados se describen en la (Tabla 1).

Tabla 1. Investigaciones en almacenamiento en frio de espermatozoides de
Litopenaeus vannamei.

L Temperatura y Técnica de Viabilidad
. . Solucién de . L "
Referencia | Especie extension tiempo de Evaluacion de | espermatica
almacenamiento la Viabilidad (%)
. SS Ca-freg * 20 L | Mantenidoa 23 °Cy Kit de viabilidad
Morales et | Litopenaeus de penicilina, evaluado cada 3 i 0
; L espermatica 92%
al. (2013) vanhamei estreptomicina y horas hasta las 12
. LIVE/DEAD
anfotericina. horas.
Nimrat et | Litonenaeus Aceite mineral + 0.1 | Mantenidode 2a4 | Tincion eosina
al. (2006) vaﬁnamei % penicilina y °C evaluado a los 35 | 0.5% - nigrosina 55.7%
) estreptomicina dias. 10%

Diversos protocolos de criopreservacion han sido ensayados en langostinos peneidos
evaluando las soluciones de extension, crioprotectores, tiempos de exposicién, método de
congelamiento, técnica de descongelamiento, tiempo de almacenamiento y técnica de

evaluacion (Tabla 2). La calidad de los espermatéforos se ha evaluado mediante: peso,
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conteo espermatico, porcentaje de espermatozoides vivos, y porcentaje de
espermatozoides anormales.

Los resultados mostraron que los espermatozoides criopreservados en nitrégeno liquido
mantienen la viabilidad por periodos cortos, pero que decae en el tiempo. Vuthiphandchai
et al. (2007) describieron para Penaeus monodon, tasas de fertilizacion y de cosecha de
larvas, alcanzando hasta un promedio de 72%, con esperma congelado por 60 dias.
Lezcano et al. (2004) reportaron una viabilidad baja de 38.60% a los 60 dias de
criopreservar la masa espermatica de Litopenaeus vannamei. No obstante, el trabajo de
Castelo-Branco et al. (2015) reportaron hasta un 91% de viabilidad en células
espermaticas de Litopenaeus vannamei congeladas durante 180 dias aplicando el método
de vitrificacion.

Para los langostinos peneidos se han formulado diversos protocolos de criopreservacion,
empleando exitosamente variados crioprotectores internos como el metanol (MeOH)
(Lezcano et al., 2004; Castelo-Branco et al., 2015), dicloruro de Magnesio (MgCI2)
(Memon et al., 2012) y dimetilsulféxido (DMSO) (Yang et al., 2013; Uberti et al., 2014;
Chao et al., 2009). Los parametros dentro de los protocolos reportados con mejores
porcentajes de viabilidad varian en los tiempos de exposicion a los crioprotectores
permeables, pero permanecen dentro de un rango entre 10 a 30 minutos; el método de
enjuague empleado en la mayoria de protocolos consistié en lavados con solucién salina
libre de calcio o soluciones enriquecidas con sacarosa. Por ultimo, las temperaturas de
descongelamiento reportados varian entre 20°C hasta 37°C.

En el Perl se han desarrollado investigaciones en criopreservacion de gametos de
Vicugna pacos (“alpaca”) (Mancisidor, 2013; Suarez, 2004), Engraulis ringens
(“anchoveta”) (Cactoparco et al., 2010) y Paralichthys adspersus (“lenguado”) (Montes,
2012), no se han encontrado reportes de investigacién referente a la criopreservacion de

gametos o larvas de Litopenaeus vannamei o referente a algun crustaceo.
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4. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
4.1. HIPOTESIS
4.1.1. Hipétesis Alternativa
H1: El método de vitrificacibn mantiene la viabilidad espermatica mas elevada en el
espermatoforo que en la masa espermatica de Lifopenaeus vannamei empleando
soluciones enriquecidas con antioxidantes, crioprotectores permeables, crioprotectores no

permeables y soluciones complejas.

4.1.2. Hipétesis Nula
HO: El método de vitrificacion mantiene la viabilidad espermatica mas elevada en la masa
espermatica que en el espermatéforo de Litopenaeus vannamei empleando soluciones
enriquecidas con antioxidantes, crioprotectores permeables, crioprotectores no

permeables y soluciones complejas.

Entre las variables a tener en cuenta en este estudio estan:

Variable Dependiente: La viabilidad espermatica de Litopenaeus vannamei.

Variables Independientes: Estructuras reproductivas, soluciones de extensién,
crioprotectores permeables, concentracion de los crioprotectores, tiempo de exposicién,

crioprotectores no permeables y soluciones complejas.

4.2. OBJETIVOS
4.2.1. Objetivo General
Formular y evaluar protocolos de criopreservacion optimos para el espermatéforo (E) y la
masa espermatica (ME) empleando el método de vitrificacion que mantengan la viabilidad

espermatica en Litopenaeus vannamei.
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4.2.2. Objetivos Especificos
» Determinar la solucién de extensién mas apropiada para la criopreservacién del

espermatoforo y la masa espermatica de Litopenaeus vannamei.

» Determinar el crioprotector permeable, la concentracién y el tiempo de exposicién

menos toxico para el espermatéforo y la masa espermatica de Litopenaeus vannamei.

» Determinar la solucién crioprotectora Optima para la viabilidad espermatica del

espermatoforo y la masa esperméatica de Litopenaeus vannamei post congelamiento.

» Evaluar las diferencias en la viabilidad espermatica en base a las estructuras

reproductivas (E y ME) en espermatozoides de Litopenaeus vannamei.

5. MATERIALES Y METODOS
5.1.MATERIALES
5.1.1. Material Bioldgico
Se emplearon individuos sexualmente maduros libres de patégenos (SFP) de la especie
Litopenaeus vannamei (n=600) con un peso corporal promedio (W g) de 28 £ 4.67gramos.
Los ejemplares fueron acondicionados y mantenidos en el area de Lineas Puras del
Centro de Investigacion y Desarrollo de Post-larvas de Langostino Litopenaeus vannamei

de la empresa langostinera MarinaSol S.A.C Tumbes-Peru. (Figura 6).
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Figura 6. Area de Lineas Puras del Centro de Investigacion y Desarrollo de
Post-larvas de Langostino Litopenaeus vannamei de la empresa langostinera
MarinaSol S.A.C

5.1.2. Material de Laboratorio
Conformado por materiales empleados en la extraccion de los espermatéforos y la masa
espermatica, la preparacién de soluciones crioprotectores, ejecucién de los protocolos
de congelamiento, la determinacion de la viabilidad espermatica y la inseminacion
artificial, estos incluyen: algodén, papel toalla, guantes quirdrgicos, mascarillas, bandejas
plasticas, tubos de centrifuga de 50 mL y 15 mL, laminas portaobjetos, laminas
cubreobjetos, microtubos de 1,5 mL, crioviales de 1,5 mL, micropipetas de 1 a 1000 pL,
micropipetas de 0,5-10 L, tips de 500-1000 L, tips de 0,5-10 yL, pinzas estériles, papel
filtro (Whatman 40), pipetas de 1 ml, termdmetros, frascos de vidrio de 1L resistente a la

presion.

5.1.3. Equipos e Instrumentos

5.1.3.1. Mantenimiento de Reproductores
Los langostinos reproductores empleados fueron mantenidos en 8 estanques circulares,
con flujo de agua constante, equipados con un sistema de aireacion continio alimentado

por dos aireadores de 2 HP de potencia.
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El agua para el cultivo fue obtenida mediante la filtracibn mecéanica del agua marina a
través de sistema de pozo, el agua fue procesada para regular la salinidad y la

temperatura mediante equipos de osmosis inversa y calderas.

Para la manipulacién durante la fase experimental de evaluacién e inseminacion artificial
de los langostinos se emplearon: camaras oscuras, calefactores, piedras difusoras,

tanques de desove, mangueras, redes, alimento balanceado modificado.

5.1.3.2. Viabilidad Espermatica y Criopreservacion
Balanza de alta sensibilidad (OHAUS), contadores analdgicos, camara de flujo laminar,
autoclave, microscopio con luz incorporada de 1000X, tanque de nitrégeno liquido,

refrigeradora, ld&minas portaobjetos, laminillas cubreobjeto.

5.1.3.3. Soluciones y Reactivos
Alcohol 96 °C, acido bérico (HsBOs), hidréxido de sodio (NaOH), sulfato de magnesio
heptahidratado (MgSQ4.7H20), cloruro de sodio (NaCl), cloruro de potasio (KCI), dicloruro
de calcio (CaCl), difosfato de sodio (NaH2PQO.), difosfato de potasio (KH2PQO4), agua de
mar estéril (SSW), nitrégeno liquido (NL), metanol (MeOH), dicloruro de magnesio
(MgCl), 2-isopropanol, dimetilsulféxido (DMSO), leche descremada (LD), polietilenglicol
(PEG), sacarosa, acido L-ascérbico, manitol, extracto crudo de Aloe vera, yema de huevo,

suero fetal bovino (SFB), Suero de ternero (“Calf serum”), colorantes eosina y nigrosina.

5.2.METODOLOGIA
5.2.1. Manejo de Reproductores
Los ejemplares reproductores fueron provistos por el “Centro de Investigacion y Desarrollo
de Post-larvas de Langostino Litopenaeus vannamei -MarinaSol S.A.”, ubicado en el
departamento de Tumbes, provincia de contralmirante Villar, distrito de Canoas de Punta
Sal, caleta de Punta Mero (Latitud Sur 03°54'26” S y 802 52'43” O) (Figura 7).
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Figura 7. Ubicacion geografica del “Centro de Investigacion y Desarrollo de Post-
larvas de Langostino Litopenaeus vannamei - MarinaSol S.A.C., situado en el
departamento de Tumbes, provincia de contralmirante Villar, distrito de Canoas de
Punta Sal, caleta de Punta Mero.

Los langostinos fueron mantenidos en estanques circulares de 20 m? (5 langostinos/ m?)
con agua de mar a una salinidad promedio de 30 ppm y con un fotoperiodo natural de 12
horas luz: 12 horas oscuridad en sistemas tipo invernadero. Los langostinos fueron
alimentados cuatro veces al dia (a las 09:00 am, 02:00 pm, 08:00 pm y 02:00 am) con
dieta de maduracién comercial (5% de la biomasa) y alimento fresco compuesto de

mitilidos, poliquetos, y calamares frescos (20% de la biomasa). La remocion de los
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residuos organicos se realizé dos veces al dia mediante la técnica de sifoneo, el recambio
del volumen de agua se realizé diariamente. Los parametros de la calidad del agua fueron
monitoreados diariamente a las 09:00 am y se mantuvieron dentro de los rangos
adecuados: Temperatura 28°C, pH 7.5, y Oxigeno disuelto 5 mg/L (Husien & Aguillén,

2008).

Dentro de las actividades de mantenimiento del area de reproductores se realizaron: el
manejo del alimento, monitoreo biométrico, manejo de la calidad del agua y limpieza
(sifoneo y recambio). Adicionalmente, la trazabilidad de los individuos se realizé6 mediante
el anillamiento del pedunculo ocular y el empleo de elastémero intramuscular. Durante la
fase experimental solo se emplearon langostinos machos con espermatéforos no

necrosado.

5.2.2. Colecta de las Estructuras Reproductivas
La colecta de estructuras inicia con la pesca de individuos machos de los tanques, estos
son seleccionados de acuerdo a caracteristicas externas de madurez sexual tales como el
tamano, peso y la formacion completa del espermatéforo. Las evaluaciones se realizaron
empleando como estructuras reproductivas a criopreservar el espermatéforo y la masa

espermatica independientemente.

5.2.2.1. Espermatéforo
Los especimenes machos sexualmente maduros mostraron el espermatoforo hinchado de
color blanco lechoso a la altura de la base del 5to par de patas caminadoras
(pereidépodos). La extraccidén de los espermatoforos se realizé presionando sobre la coxa
del 5to par de pereidpodos, provocando la eyeccion del espermatéforo y retirandolo con

ayuda de una pinza estéril.
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La técnica empleada requiere poder manipular el langostino por la vista ventral con una
sola mano, cogiendo la region cefalica con el indice hasta lograr exponer la zona ventral
entre los pereiépodos y pleopodos, logrando asi exponer la coxa. Otra técnica reportada
por los investigadores consiste en la electroeyaculacion en crustaceos, no obstante, por la

facilidad de la técnica de digito presion esta fue escogida para el presente proyecto.

5.2.2.2. Masa Espermatica
La obtencion de la masa espermatica se realizé6 mediante la presidn de la zona posterior
del espermatoforo, conocida como ampula, esta regién se presiona entre los dedos pulgar
e indice logrando la liberacion de una gota semiliquida la cual contiene los
espermatozoides, la masa espermatica. Durante el procedimiento se debe tener cuidado
de no destruir el tejido del espermatéforo ni de mezclar la masa espermatica con la
sustancia gelatinosa, ya que estos restos celulares dificultan la visualizaciéon de los

espermatozoides en el microscopio.

Posteriormente la masa espermatica fue trasladada con ayuda de una pinza estéril hacia

los microtubos, crioviales o laminas portaobjeto, dependiendo del protocolo.

5.2.3. Diseno Experimental
La formulacion de protocolos de criopreservacion se realizaron en base a dos estructuras
reproductivas, el espermatoforo y la masa esperméatica. Los componentes de la formula
final de las soluciones crioprotectoras para el espermatéforo y la masa espermatica se
obtuvieron gradualmente mediante la evaluacién de la viabilidad espermatica en cada
fase de la experimentacién, para ello se evalu6 la citotoxicidad de cada componente

durante los principales pasos para la formulacién de la solucion crioprotectora.

Se aplicé un diseno experimental aleatorio, factorial, y tetrafasico, los cuales incluyeron:

(1) determinacion de la solucibn de extension, (2) determinacién del crioprotector
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permeable (3) determinacién del crioprotector no permeable y (4) determinacién de la

solucién compleja.

Posteriormente se procedié a evaluar la viabilidad espermatica post-vitrificacién y la
viabilidad in vivo cualitativamente mediante inseminacion artificial (1A). El flujograma de

trabajo desarrollado se muestra en la figura 8.
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Acondicionamiento de

ETAPA

Reproductores PRE-EXPERIMENTAL
(n=100) 1 MES
Colecta del Espermatéforo Colecta de la masa espermatica
(E) (ME).
~ N
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g Evaluacion de la Toxicidad \/
de crioprotectores Evaluacion de la Toxicidad de
permeables a 15, 30 y 60 crioprotectores permeables
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suero de ternera - /

Evaluacion de la viabilidad
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Evaluacion de Soluciones
Complejas

-

Evaluacion de la viabilidad
espermatica post-vitrificacion

.

Evaluacién de la viabilidad
in vivo mediante
inseminacién artificial (1A).

Figura 8. Flujograma de trabajo para la formulaciéon de protocolos de
criopreservacion de gametos masculinos en Litopenaeus vannamei.
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5.2.4. Procesamiento y Evaluacion de la Viabilidad Espermatica

5.2.4.1. Evaluacion de la Viabilidad Espermatica (VE) mediante
Tincion vital con Eosina-Nigrosina.

La viabilidad de las células espermaticas fue determinada mediante la tincion vital con
eosina-nigrosina (Jeyalectumie & Subramoniam, 1989; Salazar et al., 2008), considerando
la presencia de la espina en el espermatozoide como signo de viabilidad de acuerdo a la

metodologia reportada por Lezcano et al. (2004).

Para evaluar la viabilidad espermatica se extrajo la masa espermatica del espermato6foro y
se diluyo en 250 pl de SS Ca-free, luego se homogeniz6é la muestra y se tomé una
alicuota de 10 pl la cual se colocé sobre una lamina portaobjetos, el siguiente paso fue
anadir 5 pl de eosina 5% y mezclar durante 10 segundos, después se afnadié 5 pl de
nigrosina 10% y se mezcl6 sobre la lamina. Posteriormente, se procedié a extender la

mezcla con ayuda de otra lamina y se dej6 secar mediante aireacién durante 1 minuto.

Finalmente, las laminas fueron examinadas a un aumento de 400X con ayuda de un
microscopio con luz incorporada. Las células muertas se tifieron de color rosado mientras
que las células vivas se observaron incoloras y brillantes sobre un campo de fondo

oscuro.

El porcentaje de viabilidad se calculé mediante el conteo de un minimo de 250 células por
lamina (Nimrat et al., 2006). La lectura de cada replica se realizd por duplicado, cuidando
de mantener siempre el porcentaje promedio aceptable entre los dos conteos, caso

contrario se realizé el conteo de otra lamina adicional.
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Preparacion de los colorantes (Figura 8):

e Eosina 5%
La eosina Y hidrosoluble (CxoHsBr4Os, tetrabromofluoresceina) es un colorante de caracter
acido, por lo cual tifie sustancias basicas, que a su vez son denominadas eosinéfilas por
su afinidad por la eosina. La eosina Y hidrosoluble (Sigma-Aldrich) viene a una
concentracion de 5% por defecto, sin embargo, para su utilizacién se tamizaron pequenos
volumenes mediante papel de filtro. La eosina filtrada fue almacenada en un tubo falcén
cubierto con papel aluminio y mantenido a una temperatura de 4 °C.

¢ Nigrosina 10%

De acuerdo a las recomendaciones de la investigadora PhD. Thais Castelo-Branco
Chavez [Comunicacién personal], la preparacion de la nigrosina al 10% se desarroll6 de la
siguiente manera: Se diluyo 10 gr del cristal en 100 mL de agua destilada en un tubo
coénico para centrifuga (para lograr una mejor disolucién se calentd la solucién
sumergiéndola en agua hirviendo durante 30 minutos). Después, se dejé enfriar y se
anadié 0,5 ml de formalina. La solucion obtenida fue tamizada mediante papel filtro y
almacenada en un tubo cénico para centrifuga cubierto con papel aluminio y mantenida a

una temperatura de 4 °C.

5.24.2. Evaluacion del Peso de los Espermatoéforos
Para determinar la existencia de diferencias significativas entre el peso de los
espermatoforos izquierdo y derecho de los langostinos evaluados durante la
experimentaciéon, se evaluaron los pesos con ayuda de una balanza de 4 digitos de

sensibilidad y se analizaron los resultados con una prueba de t-student.
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5.2.5. Formulacion de Protocolos de Criopreservacion
5.2.5.1. Evaluacion y Preparacion de las Soluciones de Extension
Para la determinacién de la solucién de extension més adecuada para el espermatéforo y
la masa espermatica se consideré el agua de mar estéril (SSW) como control y se
evaluaron tres soluciones: solucion de Ringer (SR), solucién buffer fosfato (SBP) (Fatihah
et al., 2016), y solucién salina libre de calcio (SS Ca-free) (Morales-Ueno et al., 2013;
Castelo-Branco et al., 2015) empleadas cominmente en como medios de extension en
para almacenamiento en frio de esperma de crustaceos. Las tres soluciones fueron
suplementadas con acido L-ascorbico a una concentracién de 5 mM, con la finalidad de
mejorar la soluciéon con un agente antioxidante. Adicionalmente se calculd que la presion
osmética de las soluciones fuera de aproximadamente 800 mOsmoles/Kg (Morales-Ueno
et al., 2013). Las soluciones empleadas en la experimentacién fueron preparadas en
condiciones de laboratorio y esterilizadas en autoclave durante 15 min a una temperatura

de 121 °C y una presion de 15 psi.

La evaluacion se realizd en microtubos de 1.5 mL conteniendo 500 pl de solucién de
extensién, en cada microtubo se colocé Unicamente una estructura reproductiva
(espermatoforo o masa espermatica) de individuos sexualmente maduros (n=40). Se
emplearon 5 réplicas por cada tratamiento, incluyendo el grupo control. La viabilidad
espermdtica fue determinada mediante la técnica de tincion vital con eosina-nigrosina
después de transcurridas 12 horas de almacenamiento a temperatura ambiente. La
evaluacién del SSW se realizdé inmediatamente después de la colecta de la estructura

reproductiva.
> Preparacion del agua de mar estéril (SSW)

Para la preparacion del SSW se colectaron 20 litros del estanque de sedimentacién del
CEBAP (Puerto Pizarro, Tumbes), este volumen de agua se dej6é sedimentar durante 24
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horas, posteriormente se extrajo1 litro del sobrenadante en un frasco de vidrio el cual fue
transportado al laboratorio para su esterilizacion. El resto de soluciones fueron preparados

en base a la composicion publicada en articulos de investigacion.

La composicion de la solucion salina libre de calcio (SS Ca-free) se resume en la Tabla 3:

Tabla 3. Composicion de la Solucion Salina libre de Calcio (SS Ca-free).

COMPONENTES PESO (g/L)

NaCl 21,63

KCl 1,12
H3BO3 0,53
NaOH 0,19
MgS04.7H20 4,93

Fuente: Vuthiphandchai et al. (2007); Castelo-Branco et al. (2015).
La composicion de la solucion de Ringer (SR) se resume en la Tabla 4:

Tabla 4. Composicion de la solucion de Ringer (SR).

COMPONENTES  PESO (gr/L)

NaCl 7,2
KCI 0,37
CaCl2 0,17

Fuente: Fatihah et al. (2016).
La composicion de la solucion Buffer Fosfato (SBP) se resume en la Tabla 5:

Tabla 5. Composicion de la Solucion Buffer Fosfato (SBP).

COMPONENTES PESO (gr/L)

NaH2PO4 2.86
KH2PO4 0,37

Fuente: Fatihah et al. (2016).
En todas las soluciones, los componentes fueron disueltos en 1 litro de agua destilada

estéril. Todas las soluciones se prepararon en cdmara de flujo laminar y se esterilizaron
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en autoclave, el pH fue ajustado a 7.4 empleando hidroxido de sodio (NaOH) y &cido

clorhidrico (HCI) 1N.

Las tres soluciones de extension fueron suplementadas con acido L-ascérbico (Vitamina

“C”) bmM, para ello se agreg6 0,88 g por cada litro de solucion de acuerdo al siguiente

calculo.
Vi =1Lt
PM= 176.12g/mol
M_n_m1
V. PMYV
Wy=m=PM x Vi x M
W= (176.12gr/mol) x (1Lt) x (5x10- M)
Wgr= 0.88 ar.
5.2.5.2. Evaluacion de Crioprotectores Permeables (ACPp),

Concentraciéon y Tiempo de Exposicion.
Después de determinar la solucién de extension con mejores resultados (Solucién salina
libre de Calcio + acido L-ascérbico 5 mM), se evaluaron los crioprotectores permeables
(ACPp) con mayor éxito en la criopreservaciéon de langostinos peneidos, referenciados por
diversos autores (Lezcano et al., 2004; Salazar et al., 2008; Castelo-Branco et al., 2015;
Memon et al., 2012; Yang et al.,, 2013; Uberti et al., 2014; Chao et al., 2009). Se
seleccionaron cuatro crioprotectores permeables por cada estructura reproductiva:

Metanol (MeOH), dimetilsulféxido (DMSO), dicloruro de magnesio (MgClI2) y 2-propanol.

Los ACPp fueron evaluados a 4 concentraciones: 10, 15, 20 y 30%(v/v), en tres tiempos
de exposicion 15, 30 y 60 min. Cada tratamiento fue evaluado considerando 5 réplicas,
incluido el grupo control, el cual consistié de la estructura reproductiva en SS Ca-free sin

ACPp y evaluado en funcién al tiempo de exposicion de acuerdo al disefio experimental
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reportado por (Castelo-Branco et al., 2015). Las pruebas se ejecutaron en el laboratorio
de Biologia Molecular de Marinasol S.A (Sede de Punta Mero-Tumbes).
Para la evaluacion de la viabilidad espermatica, las muestras fueron enjuagadas dos

veces en SS Ca-free y se procedio con la técnica de tincion eosina-nigrosina.

5.2.5.3. Evaluacion de Crioprotectores No Permeables (ACPnp)
Con la finalidad de determinar el crioprotector no permeable (ACPnp) menos toxico para
los espermatozoides de Litopenaeus vannamei se evalud la adicion de cuatro ACPnp:
manitol, polietilenglicol (PEG), sacarosa y leche descremada (LD). Las concentraciones

de los ACPnp fueron establecidas en base a la siguiente bibliografia:

» Manitol.- Pertenece al grupo de edulcorantes denominados polioles o
polialcoholes. Se empled a una concentracién de 0,5% (w/v) en la criopreservacion
de la esperma de la “lubina rayada” (Kerby et al., 1983); Ademas es empleado a
5% como un ACPnp en bacterias (Hubélek, 2003) y en el campo de la
criopreservacion de gloébulos rojos (Boutron & Peyridieu, 1994).

> Polietilenglicol. - También conocido como glicol de polietileno (PEG), es un
poliéter con muchas aplicaciones desde la industria manufacturera hasta la
industria medica. Se empled en la criopreservacion de la esperma de el lenguado
del sur a concentraciones de 5, 10 y 15 % (Hu et al., 2016).

» Sacarosa. - Aziucar comun o azucar de mesa es un disacarido formado por alfa-
glucopiranosa y beta-fructofuranosa. Este carbohidrato ha sido ampliamente
probado en protocolos de criopreservacion, en Litopenaeus vannamei ha sido
evaluado a 0.2 M (Salazar et al., 2008)

» Leche descremada. - 0 desnatada es la leche a la que se le ha eliminado la grasa
mediante centrifugado. Se ha reportado en la criopreservacién del “Bagre blanco”

Sorubim cuspicaudus a una concentracion de 5% (Pardo-Carrasco et al., 2015)

43



Durante la experimentacion se evaluaron las siguientes concentraciones (Tabla 6):

Tabla 6. Concentraciones de los crioprotectores no permeables* evaluados para el
espermatoéforo y la masa espermatica.

ACPnp. Espermatoforo (E) Masa espermatica (ME)
Manitol 5% 5%
Polietilenglicol (PEG) 5% 5%
Sacarosa 0.2M 02M

Leche descremada (LD)** 10% 5%

*Las concentraciones de los ACPnp se determinaron de acuerdo a la relacién (w/v), en las
concentraciones que emplearon como unidad de medida la molaridad, se consider6 la
sacarosa con un peso molecular de 342,3 gr/mol.

**Se emple6 menos concentracién de leche descremada en la masa espermdtica para
evitar saturar la solucion crioprotectora por exceso de solidos totales disueltos (STD), ya
que esto dificulta la recuperacion de los espermatozoides.

Cada tratamiento fue evaluado considerando 5 réplicas, incluido el grupo control. La

viabilidad espermatica fue determinada mediante la tincion vital eosina-nigrosina.

5.2.5.4. Primera Evaluacion de las Soluciones Crioprotectoras
Post-Vitrificacion

Una vez determinadas las combinaciones de ACPp y ACPnp menos toxico para los
espermatozoides del espermatéforo (E) y la masa espermética (ME) de Litopenaeus
vannamei, se procedié a evaluar su efectividad como crioprotector frente al método de
vitrificacién.

Para la evaluacion se congelaron y almacenaron en nitrégeno liquido cinco réplicas por
cada tratamiento durante 24 horas, para el grupo control se consideraron 5 réplicas
colectadas en SS Ca-free y evaluadas inmediatamente sin congelamiento. La viabilidad

espermatica fue determinada mediante la tincién vital eosina-nigrosina.

5.2.5.5. Suplementacion con Soluciones Complejas y Segunda
Evaluacion de las Soluciones Crioprotectoras Post-Vitrificacion.

Culminadas las evaluaciones anteriores se observé que las soluciones evaluadas (ACPp
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+ ACPnp) no permitian un porcentaje aceptable de viabilidad post congelamiento (>70%)
tanto para el espermatéforo como para la masa espermatica, en consecuencia, se optod

por la suplementacion de la solucion crioprotectora con soluciones complejas.

Se evaluaron cuatro soluciones complejas empleadas anteriormente en la
criopreservacion de especies acuicolas: yema de huevo ( del inglés “Egg yolk”) (Lezcano
et al., 2004; Salazar et al., 2008; Uberti et al., 2014; Castelo-Branco et al., 2015),extracto
crudo de Aloe vera (Av) (Melo-Maciel et al., 2015; Souza et al., 2016), Suero Fetal Bovino
(SFB) (Robles et al., 2005) y Suero de ternera ( del inglés “Calf serum”) (Kurokura, 1979),

todas a una concentracién de 10% en solucién salina libre de calcio (SS Ca-free).

> Preparacion de Extracto de Aloe vera

La preparacion del extracto crudo de Aloe vera se realiz6 de acuerdo a lo reportado por
Souza et al. (2016), para ello se extrajo el parénquima de las hojas obteniéndose un gel
incoloro, este concentrado fue filirado a través de un tamiz de tela, para posteriormente
ser almacenado en un tubo conico de centrifuga a 4 °C. Para la ejecucién del proyecto

esta solucion fue diluida al 10% en SS Ca-free.

La técnica de inmersién de la estructura reproductiva en la solucién crioprotectora fue
modificada en base a la técnica de Salazar et al. (2008). Primeramente, se prepar6 una
solucion base que contenia todos los componentes antes determinados con excepcion del
ACPp (MgClz), luego se separ6 la mitad de esta solucion en un segundo tubo y se afadio
el doble de la concentracion del ACPp de manera que este segundo tubo obtuviera el
doble de la concentracién final. La colecta de la estructura reproductiva se realizé en
crioviales conteniendo 250 pl de la solucién base, para finalmente adicionar 250 pl de la

solucion con el doble de la concentracién del ACPp, completando asi un volumen de 500
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pl y alcanzando las concentraciones determinadas para cada componente. El tiempo de
exposicion se consideré desde la adicién de la solucién con el crioprotector permeable.

La evaluacion de la viabilidad espermatica se realizé después de 24 horas de
almacenados los crioviales en nitrégeno liquido, considerando cinco replicas por cada
tratamiento incluido el grupo control. Se consider6 como grupo control el material
espermatico colectado en SS Ca-free y evaluado inmediatamente sin congelamiento. La

viabilidad espermatica fue determinada mediante la tincidn vital eosina-nigrosina.

5.2.6. Método de Congelamiento - Vitrificacion
Transcurrido el tiempo de exposicién determinado anteriormente, el congelamiento de los
crioviales conteniendo las muestras se llevdé a cabo mediante la inmersion dentro del

tanque contenedor de nitrégeno liquido a una temperatura de -196°C.

5.2.7. Protocolo de Descongelamiento y Enjuague
El protocolo de descongelamiento y rehidratacién celular de los espermatozoides de
Litopenaeus vannamei descritos en el presente trabajo fue desarrollada en base a
referencias de protocolos de criopreservacién en langostinos peneidos (Diwan & Joseph,
1999; Lezcano et al., 2004; Vuthiphandchai et al., 2007; Salazar et al., 2008; Chao et al.,
2009; Memon et al., 2012; Bambozzi et al., 2014; Uberti et al., 2014; Castelo-Branco et al.,

2015) y a la experiencia adquirida con los ensayos en laboratorio.

El descongelamiento de la muestra se realizd en un bafo maria a una temperatura de
25°C durante 3 min o hasta que la fase sélida se transformara a estado liquido, esto
debido a que muchos agentes crioprotectores son toxicos a temperatura ambiente
(Hubdlek , 2003), los crioviales fueron inmediatamente centrifugados a 1500 rpm durante
5 minutos (Salazar et al., 2008) para eliminar la solucién con crioprotectores y recuperar

las estructuras reproductivas. Para la rehidrataciéon de la muestra se realizd6 un doble

46



lavado y enjuague en SS Ca-free + sacarosa 0.2 M durante un tiempo de 10 min (en el
caso del espermat6foro se realiz6 la extraccién de la masa espermatica antes de la
rehidratacion). La viabilidad de las células espermaticas fue determinada mediante la

tincidn vital eosina-nigrosina.

Las laminas evaluadas en este ensayo mostraron abundante cantidad de grumos vy
estructuras cristaloides en los campos microscopicos a 400X, por lo que se observaron
laminas con solucién de sacarosa 0.2 M y otra con Yema de huevo 10 % en SS Ca free
para determinar la formacién de artefactos.

5.2.8. Inseminaciodn artificial (IA) con Espermatozoides de Litopenaeus

vannamei Criopreservados.

Con la finalidad de determinar la fertilidad de los espermatozoides provenientes de
espermatoforos (E) criopreservados con el método de vitrificacion y resolver la incégnita
con respecto a la viabilidad del empleo de Aloe vera como solucién compleja, se realizd
un ensayo de inseminacion artificial (IA) con espermatozoides criopreservados durante 7

dias en nitrégeno liquido y espermatozoides frescos como grupo control.

Para esta evaluacion se descongelaron los espermatéforos con los mejores protocolos de

criopreservacién evaluados durante las fases anteriores.

Las hembras ablacionadas fueron seleccionadas del area de maduracién, estas
presentaban signos de madurez sexual determinadas por el tamano, peso y presencia del
corddn dorsal. Las hembras seleccionadas fueron inseminadas con la masa espermatica
extraida de dos espermatéforos por hembra. Posteriormente, las hembras inseminadas
fueron lavadas en agua dulce para disminuir la carga bacteriana. Las hembras fueron
colocadas en los tanques (1hembra/tanque) a partir de las 4:00 pm a una temperatura de
29°C y sin aireacion. A las 8:00 pm se realizd una revision de las hembras incubadas con

la finalidad de evaluar si la masa espermatica permanecia adosada al télico, en caso
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contrario se volvia a inseminar a la hembra colocando la misma masa espermatica sobre
el telico. A la media noche se verificd el desove, se desinfectaron las ovas con yodo
(yoddforo) 1% y se procedié al conteo de las ovas. Posteriormente, las ovas fueron
incubadas en los tanques de eclosién con aireacioén a una temperatura de 30°C con ayuda
de un calefactor. A las 3:00 pm del dia siguiente se realizé la evaluacién de la eclosién de
los nauplios, la recoleccién de los nauplios se realizé6 aprovechando el fototactismo
positivo de las larvas, finalmente se realizé el conteo de los nauplios y la determinacion
del porcentaje de eclosién. El procedimiento de inseminacion artificial estuvo de acuerdo a
lo descrito en el Manual de reproduccion y cultivo del camardn blanco (Husien & Aguillon,

2008).

A continuacién, se detalla el disefio experimental y los codigos de las hembras maduras

de Litopenaeus vannamei inseminadas durante el ensayo (Tabla 7).

Tabla 7. Disefio experimental del ensayo de inseminacion artificial (1A).

Métodos de

‘ Vitrificacion Vitrificacion Vitrificacion CONTROL
congelamiento

Aloe vera 10% Leche

yema de huevo 10%

0,
Solucion descremada 10% y Sacarosa 0.2 My SF,\B;I 1((:)|/o185a0/ce;rlc])ssasogal-\ll _____
Crioprotectora MgCl215%en SS  MgClz2 15% en SS Ca- y Mght i °
Ca-free. free. fee.
201 333 293 213
Hembras naranja Rosado naranja naranja
6to derecho rojo 1ra izquierda azul 1ra izquierda azul 1ra izquierda rojo

La metodologia empleada para el grupo control y los tratamientos fue exactamente la
misma. Debido a la logistica que implica hacer pruebas de inseminacién artificial en
Litopenaeus vannamei (manejo de temperatura, salinidad, tanques de desove,
oxigenacién, hembras copuladas, etc.) no se realizaron replicas.
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El conteo del nimero de embriones se realiz6 mediante el método volumétrico el cual
consisti6 en homogenizar un volumen de agua determinado (15 L) conteniendo los
embriones colectados y tomar una muestra de 1ml con una pipeta de vidrio, el conteo se
realizd por triplicado contra una fuente de luz, el conteo volumétrico de nauplios se realizé
de manera similar. Adicionalmente, se realizd la observacion de muestras en el
microscopio para determinar anomalias morfolégicas durante el desove y la eclosion de

los nauplios.

5.3. ANALISIS ESTADISTICOS
Los datos obtenidos de la evaluacién de la viabilidad espermética en las pruebas de
toxicidad celular y criopreservacion se expresaron como promedio + desviacién estandar
(DE). La normalidad de los datos se evalué empleando las pruebas de Kolmogorov-
Smirnov y Shapiro-Wilk (Castelo-Branco, 2010; Lezcano et al., 2004), mientras que la
homogeneidad de varianzas se determin6 empleando el test de Levene (Castelo-Branco,
2010). Los datos que no mostraron una distribucion normal fueron transformados
empleando la transformacién angular (arcoseno de la raiz cuadrada de “x”) (Nimrat et al.,

2006; Uberti et al., 2014; Castelo-Branco et al., 2015).

Para determinar la existencia de diferencias significativas entre los tratamientos se
empleo la prueba paramétrica de andlisis de varianza (ANOVA). Los tratamientos cuyos
datos transformados no tuvieron una distribuciéon normal fueron analizados con la prueba
no paramétrica de Kruskal-Wallis (K-W) (Castelo-Branco, 2010). Los analisis post hoc se

realizaron empleando el Test de Tukey (Castelo-Branco, 2010; Morales et al., 2013).

Se consideré un nivel de significancia a<0.05 para todos los test estadisticos aplicados. El

procesamiento de los datos se ejecutd con el paquete estadistico IBM SPSS Statistic 21
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para Windows y para la elaboracién de gréaficos se emple6 el software GRAPHPAD

PRISM 6.0.

6. RESULTADOS

La formulacién de los protocolos de criopreservacién se muestra por separado para el

espermatoforo y la masa espermatica.

6.1. Extraccion de Material Espermatico
Los espermatéforos de los ejemplares empleados durante la ejecucion del proyecto
mostraron como caracteristicas visuales un color blanco lechoso, ausencia de
melanizacién y un peso promedio de 0.0275 * 0.0092 gr (n=42), el peso del
espermatodforo derecho e izquierdo no mostraron diferencias significativas en cuanto al
peso. La masa espermdtica extraida de los espermatédforos frescos poseia un color

blanquecino y consistencia pegajosa.

Las caracteristicas fisicas del espermatdforo y la masa espermatica posterior al
descongelamiento variaron en cuanto a la adhesividad y volumen, encontrandose un
aumento en el volumen de ambas estructuras reproductivas después del
descongelamiento y siendo la masa espermatica extraida del espermatoforo
criopreservado mas pegajosa con respecto a la masa espermatica directamente

criopreservada.

6.2. Protocolos de Criopreservacion para el ESPERMATOFORO (E)
6.2.1. Determinacion de la Solucion de Extension
Los resultados de la evaluacion de las soluciones de extension para el espermatéforo
mostraron que los espermatozoides de Lifopenaeus vannamei mantienen su estructura e
integridad de membrana con la solucion de extensidn solucion salina libre de calcio (SS-
Ca-free) con un 76.40 = 9.06% de células esperméticas viables después de 12 horas a
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temperatura ambiente (p<0.05). Los tratamientos con la solucion de Ringer (SR) y la
solucion buffer fosfato (SBF), obtuvieron los valores mas bajos de viabilidad espermatica
con 12.56 £ 9.75% y 6.08 + 3.15%, respectivamente (p<0.05). El grupo control (SSW)
obtuvo un porcentaje de viabilidad de 91.68 £ 4.07% (p<0.05). Los resultados obtenidos

se resumen en la Tabla 8 (Figura 9).

Tabla 8. Porcentaje de espermatozoides viables (promedio * desviacion estandar)
en los espermatoforos de Litopenaeus vannamei almacenados durante 12 horas en
diferentes medios de extension.

Estructura Soluciones de extension
reproductiva *CONTROL SS Ca-free SR SBP

Espermatoforo 91.68 £4.072 76.40 £9.06°> 12.56 £9.75° 6.08 +3.15¢

Diferentes letras superindicadas en los resultados indican diferencias significativas entre los
tratamientos (p<0.05). SS Ca-free: solucion salina libre de calcio; SR: solucion de Ringer; SBP:
solucion buffer fosfato.

*El grupo control consistio de muestras mantenidas en SSW: agua de mar estéril.

150+

100+

Control SS Ca-free SR SBP
Soluciones de extension

=]
H =

Viabilidad espermatica E (%)

Figura 9. Efecto de la solucion de extensién sobre la viabilidad espermatica del
espermatéforo de Litopenaeus vannamei, transcurridos 12 horas de
almacenamiento a temperatura ambiente.

Control: Agua de mar estéril (SSW); Solucién salina libre de Calcio (SS Ca-free); Solucion de
Ringer (SR); Solucién buffer fosfato (SBP). Los datos son presentados como barras (media + DE, n
= 20 espermatoforos). Diferentes letras en la parte superior de las barras indican diferencias
significativas entre los tratamientos (p<0.05).
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6.2.2. Determinacion de las Combinaciones de Crioprotector
Permeable, Concentracion y Tiempo de Exposicion.

Las pruebas de citotoxidad mostraron que el porcentaje de viabilidad espermatica decrece
significativamente a medida que aumenta la concentracion del crioprotector, de la misma
manera ocurre cuando el tiempo de exposicién se prolonga (p<0.05). La viabilidad
espermatica de todos los crioprotectores permeables incubados durante 15 min de
exposicion en todos los niveles de concentracién resulté en porcentajes de sobrevivencia
superiores al 85%, excepto para el 2-propanol (Tabla N° 12). El porcentaje de viabilidad
mas elevado resulté del tratamiento usando MgCI2 a una concentracion de 15% durante
15 min (98.00 + 0.89%) (p<0.05). EI grupo control resulto en porcentajes de viabilidad
superiores al 95%, no hubo diferencias significativas sobre la viabilidad con respecto a los
tiempos de exposicién evaluados. A continuaciéon, se detallan los resultados de las

evaluaciones para cada crioprotector permeable.

A. Metanol (MeOH)
No se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos evaluados con MeOH a
diferentes concentraciones durante 15 min. La viabilidad espermatica de los tratamientos
evaluados durante 30 y 60 min de exposicion fueron significativamente mas bajas con
respecto a los tratamientos de 15 min (p<0.05). El porcentaje de viabilidad mas bajo
resultd del tratamiento usando una concentracién de 10% durante 60 min (69.20 +
15.89%) (p<0.05). Los espermatdforos evaluados a 30% de concentracion durante todos
los tiempos de exposicion resultaron en porcentajes de viabilidad significativamente
iguales o superiores con respecto a los tratamientos con menor concentracién (p<0.05).

(Tabla 9) (Figura 10).
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Tabla 9. Porcentaje de espermatozoides viables (promedio * desviacion estandar)
en los espermatoforos de Litopenaeus vannamei evaluados con Metanol (MeOH).

Crioprotector (%)

Tiempo de Exposicion (min)

15 30 60
Metanol (MeOH)
10 92.80 + 04.52abcd 79.20 + 04.37¢%f 69.20 + 15.89f
15 88.96 + 01.91abcde 83.20 + 04.29bcdef 75.52 + 05.67¢
20 86.64 + 06.333bcd 81.92 + 08.52¢0f 79.12 + 13.230%f
30 89.20 + 04.963bcde 86.64 + 02.332cde 8496 + 05.0630cce
*CONTROL 97.28 + 02.14% 98.96 + 00.222 96.56 + 01.22ab¢

Diferentes letras superindicadas en los resultados indican diferencias significativas entre los

tratamientos (p<0.05).

*Se consideré como grupo control la evaluacién de espermatozoides frescos empleando como
medio diluyente la solucién salina libre de calcio.

ab a

100,00 abc abed

abcde

def f
80,004

60,007

40,007

Viabilidad espermatica E (%)

20,00

0,00

bedef

abcdecdef def

abcde

Control MeOH 10%

MeOH 15%

MeOH 20%

Crioprotectores permeables

Figura 10. Porcentajes de viabilidad espermatica de la evaluacién de la citotoxicidad
del metanol (MeOH) sobre los espermatoéforos de Litopenaeus vannamei (promedio

+ DE) (p<0.05).
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B. Dimetilsulféxido (DMSO)
Los espermatoforos tratados con todas las concentraciones de DMSO durante 15 min de
exposicion no mostraron diferencias significativas entre si (p<0.05). Los porcentajes de
viabilidad significativamente més bajos resultaron de los tratamientos evaluados durante
60 min de exposicion usando 10% y 30 % de concentracion (75.17 £ 08.60% y 77.04 +
05.44- respectivamente) (p<0.05), sin embargo, la viabilidad espermatica de los
tratamientos evaluados para el mismo tiempo de exposicion con 15% y 20% de
concentracion no fue significativamente diferente del grupo control (p<0.05). El porcentaje
de viabilidad mas elevado result6é del tratamiento durante 30 min de exposicion usando 20
% de concentraciéon (96.08 + 01.48%), no obstante, no fue significativamente diferente de
los tratamientos evaluados durante 15 min de exposicion (p<0.05). (Tabla 10) (Figura 11).
Tabla 10. Porcentaje de espermatozoides viables (promedio * desviacién estandar)

en los espermatéforos de Litopenaeus vannamei evaluados con dimetilsulféxido
(DMSO).

Tiempo de Exposicion (min)

Crioprotector (%)

15 30 60
Dimetilsulfoxido (DMSQO)
10 91.12 + 03.3520¢ 81.12 + 05.20¢d 75.17 + 08.60¢
15 95.04 + 01.402 92.80 £01.20%®  90.16 + 01.31akc
20 90.32 + 14.08abc 96.08 £ 01.482  88.96 + 05.372c
30 92.32 + 02.5030c 85.12 + 04.17bcd 77.04 + 05.444
*CONTROL 97.28 £ 02.142 98.96 + 00.222 96.56 + 01.222

Diferentes letras superindicadas en los resultados indican diferencias significativas entre los
tratamientos (p<0.05).

*Se consideré como grupo control la evaluacion de espermatozoides frescos empleando como
medio diluyente la solucidn salina libre de calcio.
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Crioprotectores permeables

Figura 11. Porcentajes de viabilidad espermatica de la evaluacion de la citotoxicidad
del dimetilsulféxido sobre los espermatoforos de Litopenaeus vannamei (promedio
+ DE) (p<0.05).

C. Dicloruro de magnesio (MgCl2)

Los tratamientos evaluados durante 30 min de exposicién en todas las concentraciones
fueron significativamente diferentes con respecto al grupo control (p<0.05). El porcentaje
de viabilidad espermdtica més elevado resulté del tratamiento a una concentracion de
15% y tiempo de exposicién de 15 min (98.00 + 00.89%). No se encontraron diferencias
significativas entre los porcentajes de viabilidad espermatica de todos los tratamientos
evaluados de 10 a 20% de concentracién con respecto al grupo control, excepto por el
tratamiento evaluado durante 30 min de exposicion usando 15 % de concentracién, el cual
resulto en el porcentaje de viabilidad significativamente mas bajo (81.60 £ 01.33%)

(p<0.05). (Tabla 11) (Figura 12).
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Tabla 11. Porcentaje de espermatozoides viables (promedio + desviacion estandar)
en los espermatéforos de Litopenaeus vannamei evaluados con dicloruro de
magnesio (MgCl2).

Tiempo de Exposicion (min)

Crioprotector (%)

15 30 60
Dicloruro de Mg (MgCly)
10 97.20 £ 00.752 95.12 £ 02.18% 96.16 + 00.462
15 98.00 + 00.892 81.60 £ 01.33¢ 97.36 £ 00.832
20 95.84 + 02.512° 95.68 £01.98%  90.96 + 02.133>
30 84.96 + 04.99« 86.73 + 10.92¢  87.84 + 04.51bcd
*CONTROL 97.28 + 02.142 98.96 + 00.222 96.56 + 01.222

Diferentes letras superindicadas en los resultados indican diferencias significativas entre los

tratamientos (p<0.05).
*Se consideré como grupo control la evaluacion de espermatozoides frescos empleando como

medio diluyente la solucion salina libre de calcio.

Tiempo de
exposiciin
15 min
abc W30 min
M 50 min

100,00

30,00

50,00

40,00

Viabilidad espermatica E (%)

20,00

0,00~

MoCI2 20% MgCI2 30%

Contral MgCIZ 10% MaCI2 15%

Crioprotectores permeables

Figura 12. Porcentajes de viabilidad espermatica de la evaluacion de la citotoxicidad
del dicloruro de magnesio sobre los espermatoéforos de Litopenaeus vannamei
(promedio + DE) (p<0.05).

D. 2-propanol

No se encontré esperma viable (<3%) cuando los espermatéforos fueron evaluados en
todos los tiempos de exposicion a concentraciones iguales o superiores a 15% (p<0.05).

El porcentaje de viabilidad més elevado result6 del tratamiento usando una concentracién
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de 10%

durante

15 min

(81.19 +

08.81%),

no obstante, este

significativamente diferente del grupo control (p<0.05). (Tabla 12) (Figura 13).

Tabla 12. Porcentaje de espermatozoides viables (promedio + desviacién estandar)

en los espermatoéforos de Litopenaeus vannamei evaluados con 2-propanol.

Crioprotector (%)

Tiempo de Exposiciéon (min)

15 30 60
2-propanol
10 81.19 £ 08.81° 59.92 £ 21.66° 44.32 +13.03¢
15 01.52 + 03.18¢ 00.98 £00.18¢  02.72 £ 01.53¢
20 00.24 + 00.36¢ 00.00 £ 00.00¢  00.00 £ 00.00¢
30 00.78 + 01.34¢ 00.00 £ 00.00¢  00.00 £ 00.00¢
*CONTROL 97.28 £ 02.142 98.96 £ 00.222  96.56 + 01.22%

resultado fue

Diferentes letras superindicadas en los resultados indican diferencias significativas entre los
tratamientos (p<0.05).

*Se consideré como grupo control la evaluacion de espermatozoides frescos empleando como
medio diluyente la solucién salina libre de calcio.

Tiempo de
exposicidn
15 min
M 30 min
b W 50 min

100,00

50,00

50,00

40,00

Viabilidad espermatica E (%)

20,00

d 4
d
o mm 4 9 d g d ¢

T T
2-prop 15% 2-prop 20% 2-prop 30%

0,00

Contral 2-prop 10%

Crioprotectores permeables

Figura 13. Porcentajes de viabilidad espermatica de la evaluacion de la citotoxicidad
del 2-propanol sobre los espermatoforos de Litopenaeus vannamei (promedio + DE)
(p<0.05).

57



Los resultados encontrados durante esta fase de la experimentacion para el
espermatoforo (E) permitieron seleccionar los siguientes tratamientos (ACPp x

concentracion x tiempo de exposicidn):

v" MgCl210%15min.
v" DMSO 20%15min.

v" MeOH 30%15min.

No se seleccionaron tratamientos para el 2-propanol debido a que la citotoxicidad de este

crioprotector no permite la sobrevivencia de esperma viable para Litopenaeus vannamei.

6.2.3. Determinacion del Crioprotector No Permeable (ACPnp)
Los resultados en cuanto a la citotoxicidad de la adicién de los crioprotectores no
permeables a las combinaciones determinadas por los resultados anteriores (MgCl210%
15min, DMSO 20% 15min y MeOH 30% 15min) mostraron que el tratamiento con manitol
disminuyé significativamente la viabilidad espermatica en todas las combinaciones, con un
porcentaje de sobrevivencia celular inferior a 60% (p<0.05). El uso de leche descremada
en combinacion con DMSO, MgCl. y MeOH resulté en porcentajes de viabilidad
significativamente similares al grupo control, mientras que con el uso de polietilenglicol se
observaron los mismos resultados que el tratamiento con leche descremada excepto para
el MeOH (p<0.05). Por otra parte, la sacarosa resultd en porcentajes de viabilidad
similares al grupo control Unicamente en combinacién con DMSO. El tratamiento con
DMSO obtuvo los porcentajes de viabilidad mas elevados en todas las combinaciones con
los crioprotectores no permeables, seguido siempre del MgCl.. Los resultados obtenidos

se resumen en la Tabla 13 (Figura 14).
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Tabla 13. Porcentajes de viabilidad espermatica de la evaluacion de la citotoxicidad
de las soluciones crioprotectoras (ACPp +ACPnp) para los espermatoforos de

Litopenaeus vannamei (promedio t DE).

Solucioén crioprotectora

Citotoxicidad

Viabilidad
espermatica (%)

LD 10%

PEG 5%

Sacarosa 0.2M

Manitol 5%

*CONTROL

DMSO 20% 15 min
MgCI2 10% 15 min
MeOH 30% 15min

DMSO 20% 15 min
MgCI2 10% 15 min
MeOH 30% 15min

DMSO 20% 15 min
MgCI2 10% 15 min
MeOH 30% 15min

DMSO 20% 15 min
MgCI2 10% 15 min
MeOH 30% 15min

78.32 £ 08.123c
83.84 + 05.382°
77.04 £ 04.033c

80.64 + 05.02abc
70.24 £ 14.18abcd
63.60 + 12.03bcd

75.12 £ 06.673¢
48.60 + 12.67%
08.40 + 08.92f

58.32 + 08.77%
31.12 £ 14.31¢
30.72 £ 25.81¢f

88.40 £ 03. 472

Diferentes letras superindicadas en los resultados indican diferencias significativas entre

los tratamientos (p<0.05). LD: leche descremada, PEG: polietilenglicol.

* El grupo control consistié en espermatdforos frescos (n=5) en solucion salina libre de

calcio (SS Ca-free) durante un tiempo de exposicion de 15 minutos.
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Figura 14. Porcentajes de viabilidad espermatica de la evaluacion de citotoxicidad
de las soluciones crioprotectoras (ACPp +ACPnp) para los espermatéforos de
Litopenaeus vannamei (promedio + DE).

Control: Solucion salina libre de calcio (SS Ca-free); LD: leche descremada, PEG: polietilenglicol,
Sac: Sacarosa. Los datos son presentados como barras (media + DE, n = 65 espermatdforos).
Diferentes letras en la parte superior de las barras indican diferencias significativas entre los
tratamientos (p<0.05).

Los resultados encontrados durante esta fase de la experimentacion para el

espermatoforo (E) permitieron seleccionar los siguientes tratamientos:

v" MgCl210%15min + Leche descremada 10%
v" DMSO 20%15min + Leche descremada 10%

v" MeOH 30%15min + Leche descremada 10%

6.2.3.1. Evaluacion Post-Vitrificacion
Los resultados para el espermatéforo (E) muestran que a pesar de que las
combinaciones conformadas por agentes crioprotectores permeables y no permeables no
son toxicas para las células esperméticas estas no protegen efectivamente los
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espermatozoides durante el proceso de vitrificacién (Tabla 14). La combinacion de MgCl-
y leche descremada obtuvo un porcentaje de viabilidad (16.32 = 11.31%)
significativamente mas elevado con respecto al control (p<0.05). (Figura 15).

Tabla 14. Porcentajes de viabilidad espermatica post vitrificacion de las soluciones

crioprotectoras (ACPp + ACPnp) para los espermatéforos de Litopenaeus vannamei
(promedio + DE).

Vitrificacion
Viabilidad espermatica (%)

Solucioén crioprotectora

Leche descremada 10%

MgCI2 10% 15 min 16.32 £ 11.31
DMSO 20% 15 min 00.48 £ 00.18
MeOH 30% 15min 00.56 + 00.22
*CONTROL 00.40 + 00.00

*El grupo control consistié en esperma congelada en solucion salina libre de calcio (SS Ca-free) sin
crioprotectores. MgCi2: dicloruro de magnesio, DMSO: dimetilsulféxido, MeOH: metanol (p<0.05).

Vitrificacion
3
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Figura 15. Viabilidad espermatica en el espermatoforo de Litopenaeus vannamei
después de la vitrificacidon con soluciones crioprotectoras (ACPp +ACPnp).

Control: esperma congelada en solucion salina libre de calcio (SS Ca-free). Los datos son
presentados como barras (media £ DE, n = 20 espermatoforos). Diferentes letras en la parte
superior de las barras indican diferencias significativas entre los tratamientos (p<0.05).
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6.2.4. Determinacion de la Solucion Compleja (SC) Post-Vitrificacion
Los resultados de la viabilidad espermatica post-vitrificacion de las soluciones
conformadas por crioprotectores permeables, crioprotectores no permeables y soluciones
complejas (SC) mostraron promedios de viabilidad espermatica altamente variables para
el espermatoforo (E) de Litopenaeus vannamei. Las soluciones conformadas por el MgCls
y leche descremada suplementadas indistintamente con las soluciones complejas resulto
en porcentajes de viabilidad superiores al 70 %, alcanzado un maximo de 85.12 + 04.69
% de espermatozoides viables con el extracto de Aloe vera. Las combinaciones
empleando el MeOH como crioprotector permeable resultaron en porcentajes de viabilidad
significativamente mas bajos (<5%), alcanzado su mas alto porcentaje de viabilidad en
combinacién con la yema de huevo (13.20 £ 12.14 %). Las soluciones conformadas por
DMSO resultaron en bajos porcentajes de viabilidad (<6%) con excepcién de la
combinacién con suero de ternera (60.00 + 11.45 %). Los grupos control resultaron en
promedios de viabilidad espermatica menores al 6% (p<0.05). Los resultados obtenidos

se resumen en la Tabla 15 (Figura 16)
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Tabla 15. Porcentajes de viabilidad espermatica post vitrificacion de las soluciones
crioprotectoras (ACPp + ACPnp + SC) para los espermatéforos de Litopenaeus
vannamei (promedio t DE).

Solucién crioprotectora

Vitrificacion

Viabilidad espermatica (%)

Yema de huevo 10%

MgCI2 10% 15 min + LD 10% 78.24 +10.16
DMSO 20% 15 min + LD 10% 02.56 +00.67
MeOH 30% 15min+ LD10% 13.20 £ 12.14
Aloe vera 10%
MgCI2 10% 15 min + LD 10% 85.12 £ 04.69
DMSO 20% 15 min + LD 10% 05.36 £01.28
MeOH 30% 15min+ LD10% 01.52 £ 00.69
Suero fetal bovino
10%
MgCI2 10% 15 min + LD 10% 71.44 +12.28
DMSO 20% 15 min + LD 10% 05.36 £01.49
MeOH 30% 15min+ LD10% 01.04 +£00.36
Suero de ternera 10%
MgCI2 10% 15 min + LD 10% 70.96 + 03.68
DMSO 20% 15 min + LD 10% 60.00 £ 11.45
MeOH 30% 15min+ LD10% 04.00 +£03.85
*CONTROL
Yema de huevo 10% 3.12 + 03.46
Aloe vera 10% 1.76 £ 01.59
Suero fetal bovino 10% 1.20 £ 00.40
Suero de ternera 10% 5.04 + 02.66

* El grupo control consistié en esperma congelada en solucion salina libre de calcio (SS Ca-free) +
soluciones complejas. MgCI2: dicloruro de magnesio, DMSO: dimetilsulféxido, MeOH: metanol

(p<0.05).

63



Vitrificacion

< 100 44 aabc Em YH 10%
o 1° == Av 10%
< 80- I d == SFB 10%
ke i l B ST 10%
£ 60
e
[/}
(=3
8 40- d
S dd d d d
2 50- d d d dd
K]
S
> 0 Nl ig_&l_&l_&.rai
T T T

MgCl2 + LD DMSO + LD MeOH + LD CONTROL

Figura 16. Viabilidad espermatica en el espermatoforo de Litopenaeus vannamei
después de la vitrificacion con soluciones crioprotectoras (ACPp + ACPnp +SC).
Control: esperma congelada en soluciones complejas (SC). Los datos son presentados como
barras (media £ DE, n = 80 espermatoforos). Diferentes letras en la parte superior de las barras
indican diferencias significativas entre los tratamientos (p<0.05).

Durante la evaluacién de los tratamientos con yema de huevo se observaron estructuras
esféricas de naturaleza oleosa similares a las células espermaticas de Litopenaeus
vannamei las cuales dificultaban el conteo celular, no obstante, estas fueron
diferenciables por la ausencia de la espina y por poseer una refringencia distinta a los
espermatozoides.

De los datos encontrados se seleccion6 como solucion crioprotectora éptima para el

espermatoforo (E) el siguiente tratamiento:

v" MgCl> 15%30min + Leche descremada 10% + Aloe vera 10% (VE*=85.12 *

04.69%)

* VE: Viabilidad espermatica.
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6.3. Protocolo de Criopreservacion para la MASA ESPERMATICA (ME)

6.3.1. Determinacion de la Soluciéon de Extension
Los resultados de la evaluacion de las soluciones de extension para la masa espermatica
mostraron que los espermatozoides de Litopenaeus vannamei mantienen su estructura e
integridad de membrana con la soluciéon de extensién solucién salina libre de calcio con
un 80.86+12.19% de células espermaticas viables después de 12 horas a temperatura
ambiente, siendo este porcentaje significativamente similar al del grupo control (91.68 *
4.07 %). Los tratamientos con la solucién de Ringer y la solucion buffer fosfato, obtuvieron
los valores mas bajos de viabilidad espermatica con 3.92 + 1.40 % y 5.52 + 443 %
respectivamente. Los resultados obtenidos se resumen en la Tabla 16 (Figura 17)
Tabla 16. Porcentaje de espermatozoides viables (promedio * desviacién estandar)
en las masas espermaticas de Litopenaeus vannamei almacenados durante 12
horas en diferentes medios de extension.

Estructura Soluciones de extension

reproductiva CONTROL  SS Ca-free SR SBP

Masa espermatica 91.68 +4.072 80.88 +12.202 3.92 +1.40> 5.52 +4.43°

Diferentes letras superindicadas en los resultados indican diferencias significativas entre los
tratamientos (p<0.05). SS Ca-free: solucion salina libre de calcio; SR: soluciéon de Ringer; SBP:
solucion buffer fosfato.

*El grupo control consistié de muestras mantenidas en SSW: agua de mar estéril.
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Figura 17. Efecto de la soluciéon de extension sobre la viabilidad espermatica de la
masa espermatica de Litopenaeus vannamei, transcurridos 12 horas de
almacenamiento a temperatura ambiente.

Control: Agua de mar estéril (SSW); Solucién salina libre de Calcio (SS Ca-free); Solucion de
Ringer (SR); Solucién buffer fosfato (SBP). Los datos son presentados como barras (media + DE, n
= 20 masas espermaticas). Diferentes letras en la parte superior de las barras indican diferencias
significativas entre los tratamientos (p<0,05).

6.3.2. Determinacion de las Combinaciones de Crioprotector
Permeable, Concentracion y Tiempo de Exposicion.

Las pruebas de citotoxidad mostraron que el porcentaje de viabilidad espermatica decrece
significativamente a medida que aumenta la concentracion del crioprotector, de la misma
manera ocurre cuando el tiempo de exposicibn se prolonga. La viabilidad de los
espermatozoides tratados con 2-propanol a varias concentraciones y tiempos de
exposicion fueron significativamente mas bajos en comparacién con las otras soluciones
(p<0.05). El grupo control mostrd porcentajes de viabilidad superiores al 90%, no existié

un efecto significativo sobre la viabilidad con respecto al tiempo de exposicién (p<0.05).

A. Metanol (MeOH)
No se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos evaluados a una
concentracion de 10% en los diferentes tiempos de exposicién (p<0.05). Los

espermatoforos evaluados para todos los tiempos de exposiciébn a concentraciones
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superiores al 10% resultaron en porcentajes de viabilidad (56%-0%) significativamente
inferiores con respecto al grupo control (p<0.05). (Tabla 17) (Figura 18).

Tabla 17. Porcentaje de espermatozoides viables (promedio * desviacién estandar)
en la masa espermatica de Litopenaeus vannamei evaluados con metanol (MeOH).

Tiempo de Exposicion (min)

Crioprotector (%)

15 30 60
Metanol (MeOH)
10 77.92 £ 03.36%° 75.84 +00.83% 76.88 + 04.30%
15 56.00 + 31.93° 20.96 £ 21.27¢ 24.56 £ 17.98¢
20 16.24 + 08.33¢ 06.80 * 04.96° 05.20 + 04.87¢
30 02.80 + 04.38¢ 08.24 + 08.55°¢ 00.24 £ 00.22°
*CONTROL 96.00 + 02.842 93.92 + 03.662 96.00 + 02.332

Diferentes letras superindicadas en los resultados indican diferencias significativas entre los
tratamientos (p<0.05).

*Se consideré como grupo control la evaluacion de espermatozoides frescos empleando como
medio diluyente la solucion salina libre de calcio.

Tiempo de
exposicion
a a a
100,00 E15 min
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I 50 min
b
< ab b ab
= 8000
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=
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@
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o
2 40,00+
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=
20,00
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Control MeOH 10% MeOH 15% MeOH 20% MeOH 30%

Crioprotectores permeables

Figura 18. Porcentajes de viabilidad espermatica de la evaluacion de la citotoxicidad
del metanol sobre la masa espermatica de Litopenaeus vannamei (promedio + DE)
(p<0.05).

B. Dimetilsulféxido (DMSO)

No se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos evaluados para todos
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los tiempos de exposicién a niveles de 10- 20 % de concentracion, sin embargo, se
observd una disminucién significativa de la viabilidad espermatica a concentraciones de
30% y tiempos de exposicidén superiores a los 20 min (p<0.05). El porcentaje de viabilidad
significativamente mas bajo resulto del tratamiento durante 60 min de exposicidon usando
30 % de concentracién (76.32 + 08.28%) (p<0.05). (Tabla 18) (Figura 19).

Tabla 18. Porcentaje de espermatozoides viables (promedio + desviacion estandar)

en la masa espermatica de Litopenaeus vannamei evaluados con dimetilsulféxido
(DMSO).

Tiempo de Exposicidon (min)

H o,
Crioprotector (%) 15 30 50

Dimetilsulféxido (DMSO)

10 96.96 + 02.132 93.84 + 02.24% 95.60 + 02.062
15 94.72 + 02.2520 93.76 + 02.782b 92.72 + 03.0420
20 95.44 + 03.082 94.08 + 04.24% 89.72 + 05.02%
30 90.80 + 04.29 84.96 + 08.25b¢ 76.32 + 08.28¢
*CONTROL 96.00 + 02.842 93.92 + 03.66% 96.00 + 02.332

Diferentes letras superindicadas en los resultados indican diferencias significativas entre los
tratamientos (p<0.05).

*Se consideré como grupo control la evaluacion de espermatozoides frescos empleando como
medio diluyente la solucién salina libre de calcio.

Tiempo de
exposicion
ah =15 min
ab be 30 min
M 50 min

a
100,00 @ ab 3@ ab @ ababg 2 @

80,00

60,00

40,00

Viabilidad espermatica ME (%)

20,00

0,00~

DMS0 10% DMSO 15% DMS0 20% DMSO0 30%

Crioprotectores permeable

Figura 19. Porcentajes de viabilidad espermatica de la evaluacion de la
citotoxicidad del dimetilsulfoxido sobre la masa espermatica de Litopenaeus
vannamei (promedio * DE) (p<0.05).
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C. Dicloruro de magnesio (MgCl2)

Unicamente no se encontraron diferencias significativas entre el tratamiento a una
concentracion de 10% y tiempo de exposicidén de 15 minutos con respecto al grupo control
(p<0.05). No se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos evaluados a
una concentracion de 10% en tiempos de exposicion de 30 y 60 min, sin embargo estos
valores fueron significativamente menores con respecto al grupo control. Los
espermatoforos evaluados para todos los tiempos de exposiciébn a concentraciones
superiores al 10% resultaron en porcentajes de viabilidad (16%-0%) significativamente
inferiores con respecto al grupo control (p<0.05); con excepcién del tratamiento a una
concentracion de 15% y 15 min de exposicion, no se encontraron espermatozoides
viables en el resto de tratamientos (< 5%) (Tabla 19) (Figura 20).

Tabla 19. Porcentaje de espermatozoides viables (promedio + desviacion estandar)

en la masa espermatica de Litopenaeus vannamei evaluados con dicloruro de
magnesio (MgCL2).

Tiempo de Exposicion (min)

Crioprotector (%)

15 30 60
Dicloruro de Mg (MgCI2)
10 51.20 £ 47.29% 35.60 + 37.80° 31.90 + 35.84¢c
15 16.00 + 34.89¢¢ 04.48 £ 07.80° 01.44 £ 01.93°
20 00.32 + 00.44¢ 00.64 + 00.51°¢ 00.64 + 01.43¢
30 00.56 + 00.74c 00.00 £ 00.00¢ 00.00 £ 00.00¢
*CONTROL 96.00 + 02.842 93.92 + 03.662 96.00 + 02.332

Diferentes letras superindicadas en los resultados indican diferencias significativas entre los
tratamientos (p<0.05).

*Se consideré como grupo control la evaluacion de espermatozoides frescos empleando como
medio diluyente la solucidn salina libre de calcio.
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Figura 20. Porcentajes de viabilidad espermatica de la evaluacion de la citotoxicidad
del dicloruro de magnesio sobre la masa espermatica de Litopenaeus vannamei
(promedio + DE) (p<0.05).

D. 2-propanol
No se encontré esperma viable (<1%) cuando los espermatéforos fueron evaluados en
todos los tiempos de exposicidon a concentraciones iguales o superiores a 15% (p<0.05).
El porcentaje de viabilidad més elevado result6 del tratamiento usando una concentracion

de 10% durante 15 min (9.60 = 18.14%), no obstante, este resultado fue

significativamente inferior con respecto al grupo control (p<0.05). (Tabla 20) (Figura 21).

Tabla 20. Porcentaje de espermatozoides viables (promedio + desviacion estandar)
en la masa espermatica de Litopenaeus vannamei evaluados con 2-propanol.

Tiempo de Exposicion (min)

Crioprotector (%)

15 30 60
2-propanol
10 9.60 + 18.14° 3.52 +04.15° 0.08 £ 00.18°
15 0.64 +01.22° 0.24 +00.36° 0.08 £ 00.18°
20 0.08 +00.18° 0.16 + 00.22° 0.00 + 00.00°
30 0.00 £ 00.00° 0.00 £ 00.00° 0.00 £ 00.00°
*CONTROL 96.00 + 02.842 93.92 + 03.662 96.00 + 02.332

Diferentes letras superindicadas en los resultados indican diferencias significativas entre los

tratamientos (p<0.05).

*Se consideré como grupo control la evaluacion de espermatozoides frescos empleando como

medio diluyente la solucion salina libre de calcio.
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Figura 21. Porcentajes de viabilidad espermatica de la evaluacion de la citotoxicidad
del 2-propanol sobre la masa espermatica de Litopenaeus vannamei (promedio *
DE) (p<0.05).

Los resultados encontrados durante esta fase de la experimentacion para la masa
espermatica (ME) permitieron seleccionar los siguientes tratamientos (ACPp x

concentracion x tiempo de exposicidn):

v" MgCl>10%15min.
v DMSO 10%15min.

v" MeOH 10% 30min.

No se seleccionaron tratamientos para el 2-propanol debido a que la citotoxicidad de este

crioprotector no permite la sobrevivencia de esperma viable para Litopenaeus vannamei.

6.3.3. Determinacion del Crioprotector No Permeable (ACPnp)
Los resultados en cuanto a la citotoxicidad de la adicién de los crioprotectores no
permeables a las combinaciones determinadas por los resultados anteriores mostraron

que la combinacion de crioprotectores elevo los porcentajes de viabilidad en el tratamiento
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con MgCl> y MeOH. Los tratamientos con manitol en combinacién con MeOH y MgCl2
resultaron en porcentajes de viabilidad espermatica significativamente mas bajos con
respecto a la combinacion con DMSO con un 79.12 + 06.45 % (p<0.05). No se
encontraron diferencias significativas en los porcentajes de viabilidad cuando se usé leche
descremada con DMSO, MgCl, y MeOH con respecto al control, mientras que el uso de
polietilenglicol resulté en porcentajes de viabilidad similares en combinacion con el DMSO
y el MgClz, siendo el tratamiento con MeOH significativamente inferior con respecto a los
demas tratamientos (p<0.05). Por otra parte, la sacarosa resulté en porcentajes de
viabilidad significativamente similares al grupo control en combinacién con DMSO vy
MeOH. Los resultados para los grupos control indican que no hubo un efecto significativo
del tiempo de exposicion sobre la viabilidad espermatica. Los resultados obtenidos se

resumen en la Tabla 21 (Figura 22)
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Tabla 21. Porcentajes de viabilidad espermatica de la evaluacion de la citotoxicidad
de las soluciones crioprotectoras (ACPp +ACPnp) para las masas espermaticas de
Litopenaeus vannamei (promedio * DE)

Citotoxicidad

Solucioén crioprotectora -
Viabilidad espermatica (%)

LD 5%

DMSO 10% 15 min 94.40 £ 02. 382

MgCI2 10% 15 min 82.16 + 11.73abcd

MeOH 10% 30min 93.36 £ 01.512
PEG 5%

DMSO 10% 15 min 79.12 + 04.422abcd

MgCI2 10% 15min 80.56 + 04.75abcd

MeOH 10% 30min 58.64 + 33.31de
Sacarosa 0.2M

DMSO 10% 15 min 74.64 + 10.52abcd

MgCI2 10% 15min 63.44 + 15.85bcde

MeOH 10% 30min 86.64 + 05.08abe
Manitol 5%

DMSO 10% 15 min 79.12 + 06.452bcd

MgCI2 10% 15min 40.24 + 24.59¢

MeOH 10% 30min 62.48 + 16.56¢°4e
*CONTROL 15 90.00 + 03.512b
**CONTROL 30 85.92 + 04.362bcd

Diferentes letras superindicadas en los resultados indican diferencias significativas entre los
tratamientos (p<0.05).

* * El grupo control 15 consistié en espermatoforos frescos (n=5) en solucion salina libre de calcio
(SS Ca-free) durante un tiempo de exposicion de 15 minutos.

** El grupo control 30 consistid en espermatdforos frescos (n=10) en solucion salina libre de calcio
(SS Ca-free) durante un tiempo de exposicion de 30 minutos.
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Figura 22. Porcentajes de viabilidad espermatica de la evaluacion de citotoxicidad
de las soluciones crioprotectoras (ACPp +ACPnp) para las masas espermaticas de
Litopenaeus vannamei (promedio + DE).

Control: Solucion salina libre de calcio (SS Ca-free). Los datos son presentados como barras
(media £ DE, n = 70 espermatdforos). Diferentes letras en la parte superior de las barras indican
diferencias significativas entre los tratamientos (p<0.05).

Los resultados encontrados durante esta fase de la experimentacién para la Masa

espermatica (ME) permitieron seleccionar los siguientes tratamientos:

v" MgCl210%15min + leche descremada 5%.
v" DMSO 10%15min + leche descremada 5%.

v MeOH 10% 30min + leche descremada 5%.

6.3.3.1. Evaluacion Post-Vitrificacion
Los resultados para la masa espermatica (ME) (Tabla 22) muestran que a pesar de que
las combinaciones conformadas por agentes crioprotectores permeables y no permeables
no son toxicas para las células espermaticas, Unicamente la combinacién de leche
descremada y MgCl. protege efectivamente los espermatozoides durante el proceso de

vitrificacion con un porcentaje de viabilidad de 79.68 + 10.09% significativamente mas
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elevado con respecto a los demas tratamientos, incluido el grupo control (p<0.05) (Figura
23).
Tabla 22. Porcentajes de viabilidad espermatica post-vitrificacion de las soluciones

crioprotectoras (ACPp + ACPnp) para las masas espermaticas de Litopenaeus
vannamei (promedio t DE).

Vitrificacion
Viabilidad espermatica (%)

Solucion crioprotectora

Leche descremada 5%

MgCl2 10% 15min 79.68 £10.09
DMSO 10% 15min 01.60 £ 01.60
MeOH 10% 30min 00.88 £ 00.33
*CONTROL 00.40 £ 00.00

*El grupo control consistié en esperma congelada en solucién salina libre de calcio (SS Ca-free) sin
crioprotectores. MgCI2: dicloruro de magnesio, DMSQ: dimetilsulfoxido, MeOH: metanol (p<0.05).
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Figura 23. Viabilidad espermatica en la masa espermatica de Litopenaeus vannamei
después de la vitrificacion con soluciones crioprotectoras (ACPp +ACPnp).

Control: esperma congelada en solucion salina libre de calcio (SS Ca-free). Los datos son
presentados como barras (media £ DE, n = 20 espermatodforos). Diferentes letras en la parte
superior de las barras indican diferencias significativas entre los tratamientos (p<0.05).

A pesar del porcentaje de viabilidad encontrado para la masa espermatica, se continud
con la evaluacién de las soluciones complejas (yema de huevo, Aloe vera, SFB y Suero

de ternera) con el método de vitrificacion.

6.3.4. Determinacion de la Solucion Compleja (SC) Post-Vitrificacion
Los resultados de la viabilidad espermatica post-vitrificacibn de las soluciones

conformadas por crioprotectores permeables, crioprotectores no permeables y soluciones
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complejas (SC) mostraron promedios de viabilidad espermatica extremos para la masa
espermatica (ME) de Litopenaeus vannamei. Las soluciones conformadas por MgClz y
leche descremada con cualquiera de las cuatro soluciones complejas resultaron en
porcentajes de viabilidad superiores al 50 %, alcanzado un maximo de 72.24 + 17.50 %
de espermatozoides viables con el extracto de Aloe vera, no obstante, no existen
diferencias significativas (p<0.05) entre la viabilidad espermatica resultante del tratamiento

con Aloe veray el tratamiento con yema de huevo (70.24 £ 10.79 %).

Las combinaciones empleando el MeOH como crioprotector permeable resultaron en los
porcentajes de viabilidad significativamente méas bajos (<7%), alcanzado su mas alto
porcentaje de viabilidad en combinacion con la yema de huevo (06.72 = 04.61 %)
(p<0.05). Las soluciones conformadas por DMSO resultaron en bajos porcentajes de
viabilidad (<20%), alcanzado su valor mas bajo con el suero de ternera (01.36 + 00.83 %).
El grupo control resulto en un promedio de viabilidad espermética < 7 %, excepto por el
tratamiento con yema de huevo el cual resulto en 13.68 + 08.78 % de células viables,
siendo significativamente diferente del resto de soluciones complejas (p<0.05). Los

resultados obtenidos se resumen en la Tabla 23 (Figura 24)
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Tabla 23. Porcentajes de viabilidad espermatica post vitrificacion de las soluciones
crioprotectoras (ACPp + ACPnp + SC) para los espermatéforos de Litopenaeus
vannamei (promedio t DE).

Post Vitrificacion
Viabilidad espermatica (%)

Solucidn crioprotectora

Yema de huevo 10%

MgCI2 10% 15min + LD 5% 70.24 £ 10.79

DMSO 10% 15 min + LD 5% 18.24 + 10.06

MeOH 10% 30min + LD 5% 06.72 + 04.61
Aloe vera 10%

MgCI2 10% 15min + LD 5% 72.24 £17.50

DMSO 10% 15 min + LD 5% 06.40 = 01.81

MeOH 10% 30min + LD 5% 01.68 £ 01.56
Suero fetal bovino 10%

MgCl2 10%15 min + LD 5% 64.88 + 09.24

DMSO 10% 15 min + LD 5% 12.72 £ 06.33

MeOH 10% 30min + LD 5% 03.44 +01.95
Suero de ternera 10%

MgCI2 10%15 min + LD 5% 51.12 +12.42

DMSO 10% 15 min + LD 5% 01.36 £ 00.83

MeOH 10% 30min + LD 5% 04.16 £ 01.25
*CONTROL

Yema de huevo 10% 13.68 £ 08.78

Aloe vera 10% 01.36 = 00.61

Suero fetal bovino 10% 03.20 £ 02.17

Suero de ternera 10% 06.00 + 03.86

* El grupo control consistio en esperma congelada en solucion salina libre de calcio (SS Ca-free) +
soluciones complejas. MgCi2: dicloruro de magnesio, DMSQ: dimetilsulfoxido, MeOH: metanol
(p<0.05).
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Figura 24. Viabilidad espermatica en la Masa espermatica de Litopenaeus vannamei
después de la vitrificacion con soluciones crioprotectoras (ACPp + ACPnp +SC).
Control: esperma congelada en soluciones complejas (SC). Los datos son presentados como
barras (media + DE, n = 80 espermatoforos). Diferentes letras en la parte superior de las barras
indican diferencias significativas entre los tratamientos (p<0.05).

Debido a que el tratamiento con MgClz 10% 15min+ leche descremada 5% proporciono un
promedio de viabilidad espermatica superior al 70%, sin la necesidad de la adicién de una
solucion compleja, mientras que los tratamientos con yema de huevo y Aloe vera también
resultaron en porcentajes de viabilidad superior al 70%, para determinar la solucién
crioprotectora 6ptima para la criopreservacion de la Masa espermatica (ME) se realizaron
5 réplicas adicionales de los tratamientos con los mejores porcentajes de sobrevivencia

espermatica, obteniéndose los siguientes resultados:
T1: MgClz> 10% 15min+ leche descremada 5%. (VE*=72.24 £ 17.50 %)
T2: Aloe vera 10% + MgClz> 10% 15min+ leche descremada 5%. (VE*=78.52 + 13.74 %)

* VE: Viabilidad espermatica.

Los tratamientos resultaron en porcentajes de viabilidad espermatica superiores al 70% y
no se encontraron diferencias significativas entre estos (p<0.05). Finalmente se consideré
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el tratamiento 2 como la solucion crioprotectora éptima ya que el empleo de Aloe vera
como solucién compleja brinda propiedades antisépticas.

6.4.Inseminacion artificial (IA) con Esperma Criopreservada
6.4.1. Conteo Volumétrico de Embriones

Durante la evaluacién del desove se observaron los siguientes eventos:

# Tanque de
desove = 83 o
Aloe vera 10% leche Yema de huevo 3
Solucion descremada 5% y 10% Sacarosa 0.2 SMFB II/IO é|8$8;r0:: é)sz
Crioprotectora | MgCl. 10% en SS Ca- | My MgCl> 10% en . gCaZ-freeo
free. SS Ca-free. )
Aborto (Fig- 3.3) ¥ | 1jemno adicional de 30
Desove Desove total desove parcial min. Desove total
(Fig. 3.4) ' '

Los resultados se resumen en la Tabla 24.

Tabla 24. Numero de embriones por tratamiento durante la inseminacién artificial
(1A).

Tanque de Densidad Numero de
desove N° (embriones/ml) embriones
82 33 49,5 x 10*
83 15 22,5 x 104
84 29 43,5 x 10*
*CONTROL 38 57 x 10*

*Unicamente desové una hembra en el tanque de desove de las tres que fueron
consideradas para el grupo control.

La cantidad de huevos embrionados en el tanque 82 del tratamiento con Aloe vera (33
huevos/ml) fue el mas cercano al grupo control (38 huevos /ml). El tanque de desove 83
del tratamiento con yema de huevo obtuvo menos de la mitad de cantidad de embriones
que el grupo control, mientras que el empleo de SFB estuvo cercano al tratamiento con

Aloe vera (29 huevos /ml). No se observaron malformaciones en los embriones.
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6.4.2. Conteo Volumétrico de Nauplios

Durante la evaluacién de la eclosién se observaron los siguientes eventos:

# Tanque de 82 83 84
eclosion
: Aloe vera 10% leche Yema de huevo SFB 10%
Solucién descremada 5% y MgCl 10% Sacarosa 0.2 | Sacarosa 0.2My
Crioprotectora 10% en SS Cafree 2 | MyMgCl,15% en | MgCl: 15% en SS
° ' SS Ca-free. Ca-free.
Eclosion Si hubo No hubo Si hubo.

Los resultados se resumen en la Tabla 25.

Tabla 25. Numero de nauplios eclosionados por tratamiento durante Ia

inseminacion artificial (1A).

Tanque de Densidad Numero de
eclosion N° (nauplios/mL) nauplios
82 2 30 x 108
83 - -

84 4 60 x 108
*CONTROL 8 160 x 103

La cantidad de nauplios eclosionados en el tanque ndmero 82 del tratamiento con Aloe
vera (2 nauplios /ml) fue la cuarta parte del grupo control (8 nauplios /ml), mientras que en
el tanque numero 83 del tratamiento con yema de huevo no hubo eclosién de nauplios. El
tanque numero 84 del tratamiento con SFB (4 nauplios/ml) obtuvo el doble de nauplios
que el tratamiento con Aloe vera. Dentro de los estandares de la empresa Marinasol
S.A.C. la cantidad normal de nauplios eclosionadas es de 4 nauplios/ml. No se

observaron malformaciones durante el proceso de eclosion.
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6.4.3. Porcentaje de Eclosion de Nauplios
Los resultados se resumen en la Tabla 26.

Tabla 26. Porcentajes de eclosion por tratamiento durante la inseminacion artificial
(1A).

Tanque de eclosion N° Porcentaje de Eclosion (%)
82 6,06
83 0,00
84 13,79
*CONTROL 28,07

El porcentaje de eclosion alcanzado por el grupo control fue de 28%, mientras que el
tratamiento con SFB (suero fetal bovino) alcanzé un porcentaje de eclosion de 13.8%. El
porcentaje de eclosién con el tratamiento con Aloe vera fue de 6%, siendo este el valor

mas bajo encontrado.
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7. DISCUSION

Los resultados encontrados para los machos sexualmente maduros de Litopenaeus
vannamei con un peso corporal promedio de 28 £ 4.67 gr muestran que no existen
diferencias entre los pesos del espermatéforo derecho e izquierdo dentro de cada
individuo, esta caracteristica fue reportada también para Penaeus monodon por
Vuthiphandchai et al. (2007) y para Penaeus merguiensis por Memon et al. (2012). El
peso promedio para los espermatoforos encontrados durante esta evaluacion fue de
0.0275 + 0.0092 gr (n=42), estos valores estan en concordancia con los reportados por
Ceballos et al. (2003) quienes evaluaron la calidad espermética en relacién a la edad y
peso de machos de Litopenaeus vannamei encontrando que los machos de 8 meses de
edad presentan en promedio un peso corporal (W gr) de 24.7 £ 0.4 gr con un peso
promedio de espermatéforos de 0.0158 =+ 0.0015 gr; Uberti (2012) empleo machos de
Litopenaeus vannamei con un peso corporal de 42,6 + 3.39 gr y un peso promedio de los
espermatoforos de 0.033 + 0.0034 gr para la evaluacién de la integridad de membrana de
esperma criopreservada; Chao et al. (2009) criopreservaron espermatéforos de L.
vannamei con un peso corporal promedio de 27.86 + 4.64 gr, sin embargo, no reportaron
el peso de los espermato6foros evaluados. Con respecto a las especies filogenéticamente
cercanas, el peso de los espermatoforos reportados en este estudio es menor a los
reportados por Memon et al. (2012) para Penaeus merguiensis (W gr =24,2 + 3,84 gr) con
un peso promedio de espermato6foro de 0.048-0.092 gr; Vuthiphandchai et al. (2007) para
los espermatéforos de Penaeus monodon (W gr =90.5 £ 4.9¢gr.) con un peso promedio de
espermatoforo de 0.093+0.008 gr y Bambozzi et al. (2014) quienes reportaron un valor de
0,14 + 0,03 gr para el peso promedio de los espermatédforos de Litopenaeus schmitii (W gr
=22.8 + 3.87¢gr). Estos resultados indicarian que estas especies presentan un mayor
crecimiento de los espermatoforos con respecto al peso corporal en comparacién con

Litopenaeus vannamei.
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La determinacién de la estructura a criopreservar es un punto crucial para la formulacién
de protocolos de criopreservacion, en el caso de los langostinos, diversos estudios se
enfocan en la criopreservacion del espermatéforo, mientras otro grupo considerable
desarrolla protocolos en base a la masa espermatica. Investigaciones con respecto a la
comparacion de la criopreservacion de espermatéforo, masa espermatica y células en
suspensién afirman que la masa espermatica soporta mejor los tratamientos de
congelacién (Salazar et al., 2008; Lezcano et al., 2004). Una posible explicacion se basa
en la penetrancia de la solucién de crioproteccion en las células, ya que en la suspensioén
espermatica hay una mayor exposicién que puede ser muy toxico para las células, a
diferencia de la masa espermatica que posee una capa gelatinosa de proteccién, en
cambio en estructuras como los espermatoforos, el ingreso a las células puede ser poco
homogéneo debido a que estan demasiado protegidas (Salazar et al., 2008; Lezcano et
al., 2004; Bambozzi, 2013). El presente estudio no registra diferencias significativas en la
viabilidad espermatica obtenida entre el grupo de espermatoéforo y de masa espermatica

cuando son evaluados con los diferentes tratamientos de criopreservacion.

Las caracteristicas fisicas del espermatdforo y la masa espermatica posterior al
descongelamiento variaron en cuanto a volumen y adhesividad, esto principalmente
debido a la sobrehidratacion producida durante el descongelamiento, la cual genera el
aumento del volumen de las estructuras reproductivas criopreservadas y la pérdida de
adhesividad. Estos eventos también han sido reportados para la misma especie por
Lezcano (2001) y en la criopreservacion de espermatéforos de Macrobrachium

rosenbergii por Chow et al. (1985).

La disminucién de la adhesividad afecta la fertilidad durante el proceso de inseminaciéon
artificial, ya que el éxito de la fecundacion radica en que la masa espermatica permanezca

adherida al telico de la hembra hasta el momento del desove (Arce et al., 2000). Como
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alternativa a esta problematica se ha propuesto el uso de adhesivos artificiales de
fraguado rapido (cianocrilato) en la inseminacion artificial de Macrobrachium rosenbergii
(Damrongphol & Akarasanon 2008), esta técnica también podria ser evaluada para

Litopenaeus vannamei.

Las pruebas realizadas para determinar el medio de extension mas adecuado para la
mantencién de la viabilidad espermatica del espermatéforo y la masa espermatica de L.
vannamei resultaron en que la solucién salina libre de calcio (SS Ca-free) mantiene
porcentajes de sobrevivencia espermatica superiores al 75% (p<0.05) después de 12
horas de incubacién a temperatura ambiente, para ambas estructuras reproductivas. En
contraste, la solucién buffer fosfato y la Soluciéon de Ringer no sobrepasaron el 30% de
sobrevivencia, observandose una gran cantidad de células espermaticas evertidas (ver
Tabla 8 y Tabla 16). Esto podria deberse a la baja osmolaridad de los dos ultimos
medios, ya que como sugiere Lezcano (2001), al ser L. vannamei una especie marina, el
medio natural que habita se compone de una gran cantidad de solutos lo que conlleva a
que su metabolismo celular este adecuado a una alta osmolaridad, en consecuencia,
cuando su esperma es aislada en soluciones hiposmoticas, las células tienden a evertirse

mostrando un evento similar a la reaccidon acrosdémica.

Los resultados de esta evaluacion mostraron que la SS Ca-free es la Unica solucion de
extensién idonea para la formulacibn de soluciones crioprotectoras para los
espermatozoides de L. vannamei, este resultado concuerda con lo reportado por
Chomphuthawach (2015) para Penaeus monodon, sin embargo, en dicha investigacion el
aceite mineral también obtuvo porcentajes de viabilidad significativamente elevados, aun
después de 120 horas de almacenamiento; Igualmente, Nimrat et al. (2006) concluyeron,
después de una evaluacién de 35 dias de almacenamiento en frio, que el aceite mineral +

0.1% antibiético fue el mejor medio diluyente para la mantencién de la viabilidad
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espermatica de Litopenaeus vannamei (69.5%), sin embargo, en este Ultimo experimento
no se evalué la SS Ca-free. Los altos porcentajes de sobrevivencia espermatica con el
uso de aceite mineral para almacenamiento en corto plazo podria deberse a que previene
la deshidratacién de las células (Steponkus et al., 1990). No obstante, el aceite mineral no
ha sido empleado en la formulacién de soluciones crioprotectoras, probablemente debido

a que su alta viscosidad no permite el proceso de mezcla con los agentes crioprotectores.

Una gran cantidad de investigaciones emplearon la Solucién Salina libre de calcio (SS Ca-
free) como medio diluyente para la preservacién de la esperma de crustaceos (Fatihah et
al., 2016; Castelo-Branco et al., 2015; Chomphuthawach, 2015; Morales-Ueno et al.,
2013; Memon et al., 2012; Bambozzi, 2013; Chao et al., 2009; Vuthiphandchai et al., 2007;
Bart et al., 2006), asimismo, otro grupo de investigadores emplearon el agua de mar
filtrada y esterilizada (SSW) como medio diluyente (Uberti et al., 2014; Yang et al., 2013;
Salazar et al., 2008; Dong et al., 2004; Lezcano et al., 2004; Diwan & Joseph 2000; Gwo
& Lin 1998; Ke & Cai 1996). En contraste, Bray & Lawrence (1998) ensayaron el
almacenamiento de espermatéforos y tejido gonadal de L. vannamei hasta 36 h
comparando la SS Ca-free y la SSW como medios diluyentes, encontrando que el empleo
de estas soluciones no afectaba el conteo espermatico ni el porcentaje de esperma
anormal. La problematica con emplear el agua de mar reside en la variabilidad en la
composicion de la misma, la cual generaria inestabilidad en la solucién crioprotectora, en
consecuencia su empleo en la formulacion de protocolos de criopreservacién no seria
recomendable.

De acuerdo con distintos investigadores, la solucion salina libre de calcio es
principalmente empleada en la preservacion de esperma de crustaceos debido a que la
ausencia de calcio inhibe la reacciéon acrosémica (Chomphuthawach, 2015; Cabrita et al.,

2008; Gwo et al., 2000), sin embargo, este no seria el verdadero fundamento de su éxito,
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ya que numerosas investigaciones emplearon el agua de mar como medio diluyente o
grupo control (Uberti et al., 2014; Yang et al., 2013; Salazar et al., 2008; Dong et al., 2004;
Lezcano et al., 2004; Diwan & Joshep 2000; Gwo & Lin 1998; Ke & Cai 1996), sin reportar
células con reaccién acrosémica, incluso considerando al contenido de calcio presente en
el agua de mar. En el caso especifico de Litopenaeus vannamei esta hipétesis pierde aln
mas fundamento, ya que las evaluaciones de la reaccion acrosomica mediante la técnica
de agua de desove (solucion de activadores expulsados durante el desove y agua de mar)
y la induccién con el ionoforo de calcio A23187 en agua de mar resultaron en bajos
valores de reactividad (Wang et al., 1995; Alfaro et al., 2007; Alfaro et al., 2003; Lezcano,
2001), lo que se sustentaria en que la capacitacion final del espermatozoide suceda sobre
telico de la hembra (Alfaro, 2010b; Aungsuchawan et al., 2011; Alfaro-Montoya et al.,
2016), estando los espermatozoides inmaduros cuando son extraidos directamente de los
espermatoforos. En consecuencia, el empleo de soluciones dilutoras compuestas por

calcio seria factible en esta especie.

De acuerdo con Pongtippatee et al. (2007), la reaccion acrosomica en la esperma de
Penaeus monodon ocurre durante el desove y esta compuesta por dos fases: la exocitosis
acrosomal y la formacion del proceso acrosémico, estos eventos permiten el ingreso del
ADN espermatico al huevo. La interaccién entre el huevo y la esperma capacitada activa
los canales de Ca*? del espermatozoide permitiendo su ingreso, el incremento de calcio
intracelular activa las enzimas hidroliticas del acrosoma mediante una cascada de
reacciones bioquimicas la cual permite la exocitosis del acrosoma (Abou-haila & Tulsiani,

2009).

El uso de agentes antioxidantes en la criopreservacion complementa la crioproteccion
frente a danos por estrés oxidativo, favoreciendo asi una mayor sobrevivencia

espermatica. Rodriguez & Nivia (2017) afirman que Unicamente la adicion de
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antioxidantes no enzimaticos (cisteina, propdleo, acido L-ascérbico, lisina y carnitina)
favorecen la fertilidad post-descongelamiento en esperma de peces, mientras que, los
antioxidantes enzimaticos (superoxido dismutasa, peréxidasa y catalasa) afectan

negativamente la fertilidad.

Otras investigaciones han demostrado que la vitamina C (acido L-ascérbico) mejora la
actividad inmunitaria, el crecimiento y la tolerancia al estrés de L. vannamei en sistemas
de cultivo (Qiao et al.,, 2011; Niu et al., 2009). En el aspecto reproductivo, se ha
demostrado que la vitamina C es un factor clave que aumenta la calidad espermatica,
mejora la maduracion ovarica y la fertilidad en Litopenaeus vannamei (Quiao et al., 2011;
Alfaro-Montoya, 2010). A la fecha, esta vitamina cuenta con reportes de su empleo como
antioxidante en la criopreservacion de especies acuicolas (Liu et al., 2014; Mirzoyan et al.,

2006).

La vitamina C actla como antioxidante en células y tejidos de dos maneras: mediante la
reaccion con los radicales superoxido acuoso, e indirectamente mediante la restauracién
de las propiedades antioxidantes de la vitamina E, controlando asi la peroxidacion lipidica

de las membranas celulares (Bendich et al., 1986).

Los graficos de viabilidad espermatica para las evaluaciones de crioprotectores
permeables en la masa espermatica y el espermatéforo muestran una tendencia a la
diminucion de la viabilidad con el aumento de la concentracién y el tiempo de exposicion,
a concentraciones superiores al 20% y tiempos superiores a los 30 min, estos son muy
citotéxicos para la esperma de Litopenaeus vannamei (p<0.05), similares resultados
fueron previamente reportados (Chao et al., 2009; Castelo-Branco et al., 2015; Fatihah et

al., 2016).

Dentro de los crioprotectores empleados en la presente investigacién, el MgCl: es una sal
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ampliamente utilizada protocolos de extraccion de ADN (Das & Dash, 2015), asimismo, se
ha reportado su empleo como componente de soluciones dilutoras para el congelamiento
de esperma en especies acuicolas (Yavas et al.,, 2014; Babiak et al., 1997; Diwan &
Kandasami, 1997; Zhang et al., 2003) y como crioprotector permeable en protocolos de
criopreservacion en peces (Muchlisin, 2005) y langostinos peneidos (Memon et al., 2012).
También, se ha reportado su empleo como agente permeabilizante del DMSO en
embriones de peces (Rahman et al., 2011).

A pesar de que el metanol es considerado citotdéxico a temperatura ambiente (Arun &
Subramoniam, 1997), éste ha sido utilizado como solucién de crioproteccién de manera
exitosa en la preservacion de la esperma de L. vannamei (Vuthiphandchai et al., 2007;
Lezcano et al.,, 2004) sobre otros reactivos como DMSO, etilenglicol, propilenglicol o
formamida. Asi también, se ha reportado una alta viabilidad espermatica post- vitrificacion
de la masa espermdtica de L. vannamei utilizando el metanol al 10% como crioprotector
permeable (Castelo-Branco et al., 2015). Ademas, Salazar et al. (2008) demostré que no
existieron diferencias significativas cuando se comparé su efecto con el DMSO vy glicerol
en la masa espermatica de L. vannamei. Sin embargo, estudios posteriores demostraron
una menor capacidad de preservacion espermatica del metanol en esperma de
langostinos (Valentina et al., 2016; Memon et al., 2012). La capacidad crioprotectora del
metanol frente al congelamiento se atribuye a su capacidad como solvente que le permite
disolver algunos lipidos de la membrana aumentando asi su permeabilidad (Jamur &
Oliver, 2010) y debido a su capacidad de deshidratacion evita la formacion de cristales,

protegiendo de esta manera a las células (Lewis et al., 1994).

Antago6nicamente a lo reportado por Castelo-Branco et al. (2015) para L. vannamei, los
resultados obtenidos en la presente investigacion descartaron el empleo del metanol

como crioprotector permeable debido a su alta citotoxicidad, siendo seleccionado el
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MgCI2 como crioprotector permeable, resultados similares fueron reportado por Memon et
al. (2012). El mecanismo de accién del MgCI2 en la presente formulacién podria deberse
a un incremento de la permeabilidad celular que permita la penetracion de moléculas

protectoras presentes en las soluciones complejas.

Los resultados obtenidos de la evaluacién de los 4 crioprotectores permeables indican
que para ambas estructuras reproductivas, el 2-propanol no permite la viabilidad

espermatica, siendo este altamente citotoxico (p<0.05) (ver Tabla 12 y Tabla 20).

La evaluacibn de la combinacion de crioprotectores no permeables con los tres
crioprotectores permeables seleccionados (MeOH, MgCI2 y DMSO) resulto para el
espermatoforo en que las combinaciones con manitol y sacarosa disminuyeron la
viabilidad significativamente (p<0.05) (ver Figura 14) reportdndose el mayor porcentaje
(VE= 83.84 + 05.38% ) para la combinacién de MgCI2 y leche descremada (p<0.05) (ver
Tabla 13); sin embargo, para la masa espermatica, todas las combinaciones resultaron en
porcentajes de viabilidad elevados, demostrando asi que estas combinaciones disminuian
la citotoxicidad (ver Figura 22) reportandose un mayor porcentaje (VE= 94.40 + 02.38% )
para la combinacion de DMSO y leche descremada (p<0.05) (ver Tabla 21). Ademas, la
combinacién de leche descremada con los crioprotectores permeables (MgCl,, DMSO y
MeOH) disminuyé la toxicidad espermética de las soluciones tanto para el espermatéforo

como para la masa espermatica de Litopenaeus vannamei (p<0.05).

Las moléculas de azlcar (sacarosa) han sido ampliamente empleados como
crioprotectores no permeables en la criopreservacion, su mecanismo de accién consiste
en la interaccion con la bicapa lipidica durante el congelamiento manteniendo la integridad
de la membrana plasmatica frente a la deshidratacion (Tsai et al., 2017). Para la
criopreservacién de esperma de langostinos diversos autores han empleado de manera
exitosa la sacarosa dentro de sus soluciones (Lezcano et al., 2004; Uberti et al., 2014;
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Salazar et al., 2008; Memon et al., 2012; Vuthiphandchai et al., 2005), nuestros resultados
por otra parte, reportan mayores porcentajes de viabilidad espermatica con el empleo de

la leche descremada, la cual no ha sido evaluada anteriormente en crustaceos.

La leche descremada contiene poco menos del 0.2 % de la grasa presente en la leche
entera y es reconocida por estabilizar la membrana plasméatica del espermatozoide. Filho
et al,, 2009, evaluaron el efecto de una solucién de extension basada en la leche
descremada y yema de huevo en semen equino encontrando que esta combinacion
compensa la actividad antioxidante no enzimatica durante la criopreservaciéon. Por otra
parte, Abinawanto et al. (2016) reportaron que la combinacién de 20% de leche
descremada y metanol 5% fue Optima para la criopreservacién de esperma de

Barbonymus gonionotus “lenglieta de Java”.

El componente proteico de la leche descremada posee actividad antioxidante la cual es
responsable de la crioproteccidn extracelular durante la criopreservaciéon (Abinawanto et

al. 2016; Jiménez-Guzman et al. 2002).

Por otra parte, si bien las evaluaciones con el crioprotector no permeable leche
descremada resultaron en soluciones de baja citotoxicidad para ambas estructuras
reproductivas (p<0.05) (ver Tabla 13 y Tabla 21), la evaluacion post vitrificacion demostré
que estas combinaciones no fueron crioprotectoras para ninguna de las estructuras
reproductivas (ver Tabla 14 y Tabla 22), con excepcién de la combinacion de MgCI2 y

leche descremada para la masa espermatica (VE= 79.68%, p<0.05) (ver Figura 23).

Con respecto a las soluciones complejas, la yema de huevo ha sido muy aplicada en la
criopreservacion, la composicion de esta, consistente en lipidos, proteinas y lipoproteinas,
permite la formacién de agregados de una consistencia gelatinosa a temperaturas por

debajo de 0°C, lo cual evita la formacién de cristales en las primeras etapas del
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congelamiento (Au et al.,, 2015). Esta solucion compleja ha sido empleada en la
criopreservacion de semen de gacela con buenos resultados al utilizar yema de huevo al
5% en adicion del glicerol (Garde et al., 2008). En otro estudio, en el cual se evaluaron
diferentes crioprotectores naturales para la preservacion de esperma de pez gato africano
(Clarias gariepinus), se determind que el empleo de yema de huevo al 10% mostré una
alta tasa de fertilizacion y de eclosion luego de 45 dias de conservacion en nitrégeno
liqguido (Muchlisin et al., 2005). Ademaés, en el pez barbo plateado (Barbonymus
gonionotus) se determiné que la conservaciéon del esperma a -34°C por 24 horas resultd
con altos valores de viabilidad y movilidad del esperma luego de su descongelamiento,
cuando se utilizé6 la yema de huevo al 15% (Abinawanto & Lestari, 2013). Para
Litopenaeus vannamei se reporta el uso de yema de huevo en el protocolo reportado por
Salazar et al. (2008), sin embargo, su uso no seria recomendable ya que podria acarrear

problemas de bioseguridad (Maria et al. 2006).

Los resultados de las soluciones finales frente a la técnica de vitrificacion para el
espermatoforo mostraron que Unicamente la combinacion de extracto de Aloe vera, MgCla
y Leche descremada resultaron en porcentaje de viabilidad significativamente superiores
(VE= 85.12+ 04.69%, p<0.05) (ver Tabla 15) con respecto a los demas tratamientos (ver
Figura 16).

Asimismo, los resultados de las soluciones finales frente a la técnica de vitrificaciéon para
la masa esperméatica mostraron que las combinaciones de MgCI2, leche descremada y
cualquiera de las soluciones complejas resultaron con porcentaje de viabilidad
significativamente altos, siendo la solucién con Aloe vera la que obtuvo el mayor resultado
(VE= 72.24% 17.50%, p<0.05) (ver Tabla 23) con respecto a los demas tratamientos (ver

Figura 24). De las evaluaciones realizadas para el grupo control, se obtuvo que las
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soluciones complejas por si mismas no proveen efecto crioprotector algunos sobre las

células espermaticas de Litopenaeus vannamei (p<0.05).

Finalmente, en la evaluacion para la masa espermatica con MgCI2, leche descremada
con y sin Aloe vera no se encontraron diferencias significativas entre estos tratamientos
(VE=78.52 = 13.74 % y VE= 72.24 + 17.50%, respectivamente) (p<0.05) (ver Anexo
11.1.5), indicando que, la incorporacion de la solucién compleja Aloe vera no afecta la
viabilidad espermatica para la masa espermatica, mientras que para el espermato6foro

este factor es determinante.

El empleo exitoso del extracto de Aloe vera como crioprotector ha sido descrito en semen
ovino y porcino (Ramirez et al., 2006; Souza et al., 2016; Yanza & Humberto, 2017), en el
campo de la acuicultura, la aplicacion del extracto de Aloe vera ha sido estudiado
exitosamente en la criopreservacion de esperma de Oreochromis niloticus (Yong et al.,
2017), mientras que, en Colossoma macropomum se obtuvieron resultados adversos
(Melo-Maciel et al., 2015). El mecanismo de crioproteccion probablemente esté
relacionado con el contenido de azlcares y sustancias biolégicamente activas (vitaminas,
minerales, enzimas, lipidos, compuestos organicos, aminoacidos fitoquimicos
antioxidantes) que pueden actuar como crioprotectores convencionales (Yong et al., 2017;
Dominguez et al., 2012). Adicionalmente, el empleo del Aloe vera como componente de
una solucién crioprotectora posee varias ventajas como la antisepsia a patégenos de
origen animal y el efecto protector ante infecciones por su contenido de antraquinonas
(Souza et al., 2016). Las evaluaciones realizadas en la presente investigacién permiten
afirmar que el Aloe vera no produce artefactos durante el conteo celular, ventaja
importante con respecto a la yema de huevo, considerando que la esperma de L.

vannamei suele confundirse con los artefactos generados por esta ultima.
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A la fecha, no se han reportado ensayos de fertilidad de esperma criopreservada con
extracto de Aloe vera, los resultados obtenidos en el presente trabajo indicaron una alta
viabilidad para esta solucion, sin embargo, un alto indice de sobrevivencia no

necesariamente es indicador de una alta fertilidad.

Las pruebas de Inseminacion artificial (IA) efectuadas en la presente investigacién
resultaron en desoves parciales y totales, el desove puede verse interrumpido por factores
ambientales o de desarrollo reproductivo del individuo, no obstante, la cantidad de
embriones obtenidos en el desove (50x10* en promedio) (ver Tabla 24) y la cantidad de
nauplios eclosionados (45x10% en promedio) (ver Tabla 25) concuerdan con los datos
publicados por Gutiérrez et al. (2014), sin embargo, estos resultados representan 10

veces mas nauplios eclosionados que lo reportado por (Kannan et al., 2015).

Por otra parte, entre los tratamientos evaluados, el Aloe vera presenta una mayor
cantidad de huevos desovados, sin embargo, es el tratamiento con SFB (suero fetal

bovino) el que presenta mayor cantidad de nauplios (ver Tabla 26).

Por dltimo, la presente investigacion permite afirmar, ademas, que la solucién
crioprotectora compuesta por extracto de Aloe vera permite la viabilidad estructural y
funcional de los espermatozoides Litopenaeus vannamei, ya que el seguimiento hasta la

fase de nauplio no mostré6 malformaciones ni anormalidades etologicas.
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8. CONCLUSIONES

La formulacion del protocolo de vitrificacion éptimo para el espermat6foro de
Litopenaeus vannamei fue obtenido empleando la solucién crioprotectora
conformada por Aloe vera 10%, MgCl215% y leche descremada 10% en el medio
de extension solucién salina libre de calcio (SS Ca-free), durante un tiempo de
exposicion de 30 minutos.

La formulacion del protocolo de vitrificacion 6ptimo para la masa espermatica de
Litopenaeus vannamei fue obtenido empleando la solucién crioprotectora
conformada por Aloe vera 10%, MgCl>15% y leche descremada 5% en el medio de
extensién solucion salina libre de calcio (SS Ca-free), durante un tiempo de
exposicion de 15 minutos.

La criopreservacion de espermatozoides de Lifopenaeus vannamei empleando la
técnica de vitrificacion es mas eficiente, con respecto a la viabilidad espermética,

cuando se emplea como estructura reproductiva inicial el espermatoforo.
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9. RECOMENDACIONES

Durante el almacenamiento de los crioviales en el tanque contenedor de nitrégeno
liquido, se recomienda que el cerrado de la tapa rosca no sea hermético, ya que
los procesos de congelamiento del criovial generan un aumento en la presién
interna, por lo que si se almacenan totalmente cerrados, los crioviales podrian
explotar durante el proceso de descongelamiento.

De las evaluaciones realizadas se recomienda que la adicion del crioprotector
permeable sea de manera gradual en la solucién crioprotectora final, este
procedimiento favorece la mantencion de la viabilidad celular en la
criopreservacion de espermatozoides de Litopenaeus vannamei.

El bajo rendimiento en la cantidad de nauplios eclosionados con respecto al
control se debe probablemente a la baja adhesién de la masa espermatica ya que
no se observo la sustancia pegajosa en los espermatéforos descongelados post-
vitrificacién, algunos autores reportan el empleo de cianocrilato en las técnicas de
inseminacién artificial como agente adhesivo, por lo que se recomienda evaluar su
uso en este protocolo.

Para determinar con mayor precision la dindamica de la criopreservacion, se
recomienda evaluar curvas de viabilidad de esperma criopreservada en periodos
mas prolongados de tiempo.

Los resultados de la Inseminacion Artificial (IA) reportados en este estudio no son
estadisticamente significativos, por lo que se recomienda realizar evaluaciones de
fertilidad de esperma criopreservada con un mayor nimero de réplicas para

reducir el margen de error de los resultados en la tasa de eclosion.
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11. ANEXOS
11.1. ANALISIS ESTADISTICOS
11.1.1. Determinacion de las Soluciones de Extension

Los datos de la viabilidad espermatica mostraron una distribucion normal en cada
tratamiento para el espermatéforo (E) y la masa espermatica (ME).

Pruebas de normalidad

Tratamiento Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
Control ,281 5 ,200° ,808 5 ,094
Viabilidad SS Ca-free ,238 5 ,200° ,957 5 ,784
espermatica E (%) SR ,188 5 ,200° ,960 5 ,811
SBP ,310 5 ,131 ,895 5 ,383
Control ,281 5 ,200° ,808 5 ,094
Viabilidad SS Ca-free ,275 5 ,200° ,891 5 ,364
espermatica ME (%) SR ,136 5 ,200° ,989 5 ,976
SBP ,257 5 ,200° ,845 5 ,178

*. Este es un limite inferior de la significaciéon verdadera.

a. Correccién de la significacién de Lilliefors

ESPERMATOFORO

Prueba de homogeneidad de varianzas
Viabilidad espermatica E (%)

Estadistico de gl gl2 Sig.

Levene

3,179 3 16 ,053

La prueba de Levene respaldad la homogeneidad de varianzas.

Descriptivos

Viabilidad espermatica E (%)

. - Intervalo de confianza para . .
N Media | Desviacién Error la media al 95% Minimo | Maximo
tipica tipico
Limite Limite
inferior superior
Control 51 91,6800 4,07333| 1,82165 86,6223 96,7377 84,80 94,80
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SS Ca-free 51 76,4000 9,05539 | 4,04969 65,1563 87,6437 63,20 86,80
SR 51 12,5600 9,75131 4,36092 ,4522 24,6678 2,00 26,40
SBP 5| 6,0800 3,15468 | 1,41082 2,1629 9,9971 2,80 11,20
Total 20 | 46,6800 39,34904 [ 8,79871 28,2641 65,0959 2,00 94,80
ANOVA de un factor
Viabilidad espermatica E (%)
Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadrdtica
Inter-grupos 28604,064 3 9534,688 | 187,293 ,000
Intra-grupos 814,528 16 50,908
Total 29418,592 19

Como el nivel de significacion (sig.) es menor o igual que 0,05, rechazamos la hipétesis
de igualdad de medias, es decir, existen diferencias significativas entre los grupos.

Comparaciones multiples

Variable dependiente: Viabilidad espermatica E (%)

HSD de Tukey
() Tratamiento (J) Tratamiento | Diferencia de | Error tipico Sig. Intervalo de confianza al 95%
medias (I-J) Limite inferior Limite
superior
SS Ca-free 15,28000 4,51256 ,018 2,3695 28,1905
Control SR 79,12000° 4,51256 ,000 66,2095 92,0305
SBP 85,60000" 4,51256 ,000 72,6895 98,5105
Control -15,28000° 4,51256 ,018 -28,1905 -2,3695
SS Ca-free SR 63,84000° 4,51256 ,000 50,9295 76,7505
SBP 70,32000° 4,51256 ,000 57,4095 83,2305
Control -79,12000° 4,51256 ,000 -92,0305 -66,2095
SR SS Ca-free -63,84000° 4,51256 ,000 -76,7505 -50,9295
SBP 6,48000 4,51256 ,496 -6,4305 19,3905
Control -85,60000° 4,51256 ,000 -98,5105 -72,6895
SBP SS Ca-free -70,32000° 4,51256 ,000 -83,2305 -57,4095
SR -6,48000 4,51256 ,496 -19,3905 6,4305

*. La diferencia de medias es significativa al nivel 0.05.
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Viabilidad espermatica E (%)

HSD de Tukey?

Tratamiento N Subconjunto para alfa = 0.05

1 2 3

SBP 5 6,0800

SR 5 12,5600

SS Ca-free 5 76,4000

Control 5 91,6800
Sig. ,496 1,000 1,000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos
homogéneos.

a. Usa el tamano muestral de la media arménica = 5,000.
Segun las pruebas estadisticas de ANOVA y Tukey, se concluye que existen diferencias

significativas entre los tratamientos.

MASA ESPERMATICA

Prueba de homogeneidad de varianzas
Viabilidad espermatica ME (%)

Estadistico de gl gl2 Sig.

Levene

6,173 3 16 ,005

La prueba de Levene respalda la homogeneidad de varianzas.

Descriptivos
Viabilidad espermatica ME (%)

N Media | Desviacién Error Intervalo de confianza Minimo | M&ximo

tipica tipico para la media al 95%

Limite Limite

inferior superior
Control 5191,6800 4,07333| 1,82165 86,6223 96,7377 | 84,80| 94,80
SS Ca-free 5180,8800 12,19639| 5,45439 65,7362 96,0238 62,00 92,00
SR 5] 3,9200 1,39714 ,62482 2,1852 5,6548 2,00 5,60
SBP 5] 5,5200 4,43080| 1,98151 ,0184 11,0216 2,00 12,80
Total 20 | 45,5000 42,49203 | 9,50151 25,6131 65,3869 2,00 94,80
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ANOVA de un factor

Viabilidad espermatica ME (%)

Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadrdtica
Inter-grupos 33558,168 3 11186,056| 239,366 ,000
Intra-grupos 747,712 16 46,732
Total 34305,880 19

Como el nivel de significacion (sig.) es menor o igual que 0,05, rechazamos la hipétesis

de igualdad de medias, es decir, existen diferencias significativas entre los grupos.

Comparaciones multiples

Variable dependiente: Viabilidad espermatica ME (%)

HSD de Tukey
(I) Tratamiento  (J) Tratamiento Diferencia de Error tipico Sig. Intervalo de confianza al 95%
medias (I-J) Limite inferior | Limite superior
SS Ca-free 10,80000 4,32352 ,098 -1,5697 23,1697
Control SR 87,76000° 4,32352 ,000 75,3903 100,1297
SBP 86,16000" 4,32352 ,000 73,7903 98,5297
Control -10,80000 4,32352 ,098 -23,1697 1,5697
SS Ca-free SR 76,96000° 4,32352 ,000 64,5903 89,3297
SBP 75,36000° 4,32352 ,000 62,9903 87,7297
Control -87,76000° 4,32352 ,000 -100,1297 -75,3903
SR SS Ca-free -76,96000° 4,32352 ,000 -89,3297 -64,5903
SBP -1,60000 4,32352 ,982 -13,9697 10,7697
Control -86,16000" 4,32352 ,000 -98,5297 -73,7903
SBP SS Ca-free -75,36000° 4,32352 ,000 -87,7297 -62,9903
SR 1,60000 4,32352 ,982 -10,7697 13,9697
*. La diferencia de medias es significativa al nivel 0.05.
Viabilidad espermatica ME (%)
HSD de Tukey?
Tratamiento N Subconjunto para alfa = 0.05
1 2
SR 3,9200
SBP 5,5200
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SS Ca-free 5 80,8800
Control 5 91,6800
Sig. ,982 ,098

Se muestran las medias para los grupos en los
subconjuntos homogéneos.

a. Usa el tamano muestral de la media arménica = 5,000.

Segun las pruebas estadisticas de ANOVA y Tukey, se concluye que existen diferencias

significativas entre los tratamientos.

11.1.2.

Determinacion de las Combinaciones de Crioprotector

Permeable, Concentraciéon y Tiempo de Exposicion

ESPERMATOFORO

a) Metanol

La distribucion de los porcentajes de viabilidad espermatica evaluados con metanol

mostré una distribucién normal (sig>0.05).

Prueba de Kolmogorov-Smirnov para una muestra

Viabilidad
espermatica E
(%)

ArcSin
Viabilidad
espermatica E
(%)

N
Media
Desviacion tipica
Absoluta

Parametros normalesa®

Diferencias méas extremas Positiva
Negativa

Z de Kolmogorov-Smirnov

Sig. asint6t. (bilateral)

75
86,0107
10,20206
,106
,085
-,106
,919
,367

75
1,2137
,15683

,084
,084
-,049
,725
,669

a. La distribucién de contraste es la Normal.

b. Se han calculado a partir de los datos.

La prueba de Levene con una sig.0.00<0.05 indica que las varianzas son heterogéneas.

Prueba de homogeneidad de varianzas

Viabilidad espermatica E (%)
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Estadistico de

Levene

gl

gl2

Sig.

4,674

14

60

,000

se empled el ANOVA de Welch y el test de Tukey.

ANOVA de un factor

Viabilidad espermatica E (%)

Como los datos poseen una distribucion normal pero las varianzas no son homogéneas

Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Inter-grupos 4919,927 14 351,423 7,579 ,000
Intra-grupos 2782,144 60 46,369
Total 7702,071 74
Pruebas robustas de igualdad de las medias
Viabilidad espermatica E (%)
Estadistico? gl gl2 Sig.
Welch 33,593 14 21,551 ,000
a. Distribuidos en F asintéticamente.
Viabilidad espermatica E (%)
HSD de Tukey?
Tratamiento_General N Subconjunto para alfa = 0.05
1 2 3 4 5 6
MeOH 10% 60 min 5| 69,2000
MeOH 15% 60 min 5| 755200| 75,5200
MeOH 20% 60 min 5| 79,1200| 79,1200| 79,1200
MeOH 10% 30 min 5 79,2000 79,2000 79,2000
MeOH 20% 30 min 5 81,9200 81,9200 81,9200 81,9200
MeOH 15% 30 min 5 83,2000 83,2000 83,2000 83,2000 83,2000
MeOH 30% 60 min 5 84,9600 84,9600 84,9600 84,9600 84,9600
MeOH 30% 30 min 5 86,6400 | 86,6400| 86,6400 86,6400 86,6400
MeOH 20% 15 min 5 86,6400 86,6400 86,6400 86,6400 86,6400
MeOH 15% 15 min 5 88,9600 | 88,9600| 88,9600 88,9600 88,9600
MeOH 30% 15 min 5 89,2000| 89,2000| 89,2000| 89,2000 89,2000
MeOH 10% 15 min 5 92,8000 | 92,8000 92,8000 92,8000
Control 60 min 5 96,5600 96,5600 96,5600
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Control 15 min 5 97,2800 97,2800
Control 30 min 5 98,9600
Sig. ,104 ,124 ,124 ,072 ,099 ,104

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Usa el tamafio muestral de la media armédnica = 5,000.
Segun las pruebas estadisticas ANOVA y Test de Tukey, se concluye que existen

diferencias significativas entre los tratamientos.

b) DMSO

La distribucién de los porcentajes de viabilidad espermatica evaluados con DMSO mostré
una distribucién normal (sig 0.639>0.05).

Prueba de Kolmogorov-Smirnov para una muestra

Viabilidad ArcSin
espermatica E Viabilidad
(%) espermatica E
(%)
N 75 75
Parametros normales?® Media 89.8703 1.2719
Desviacion tipica 8,49997 ,13741
Absoluta 143 ,086
Diferencias mas extremas  Positiva ,136 ,064
Negativa -,143 -,086
Z de Kolmogorov-Smirnov 1,240 ,743
Sig. asintét. (bilateral) ,092 ,639

a. La distribucién de contraste es la Normal.

b. Se han calculado a partir de los datos.

La prueba de Levene con una sig.0.00<0.05 indica que las varianzas son heterogéneas.

Prueba de homogeneidad de varianzas

Viabilidad espermatica E (%)

Estadistico de gl gl2 Sig.

Levene

4,874 14 60 ,000
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Como los datos poseen una distribucion normal pero las varianzas no son homogéneas

se empled el ANOVA de Welch y el test de Tukey.

ANOVA de un factor
Viabilidad espermatica E (%)

Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadrdtica
Inter-grupos 3722,781 14 265,913 9,826 ,000
Intra-grupos 1623,686 60 27,061
Total 5346,467 74

Pruebas robustas de igualdad de las medias

Viabilidad espermatica E (%)

Estadistico? gl gl2 Sig.

Welch 34,464 14 21,749 ,000

a. Distribuidos en F asintéticamente.

Viabilidad espermatica E (%)

HSD de Tukey?
Tratamiento_General N Subconjunto para alfa = 0.05
1 2 3 4
DMSO 10% 60 min 5 75,1740
DMSO 30% 60 min 5 77,0400
DMSO 10% 30 min 5| 81,1200 81,1200
DMSO 30% 30 min 5 85,1200 85,1200 85,1200
DMSO 20% 60 min 5 88,9600| 88,9600| 88,9600
DMSO 15% 60 min 5 90,1600| 90,1600| 90,1600
DMSO 20% 15 min 5 90,3200| 90,3200| 90,3200
DMSO 10% 15 min 5 91,1200 91,1200 91,1200
DMSO 30% 15 min 5 92,3200 92,3200 92,3200
DMSO 15% 30 min 5 92,8000 92,8000
DMSO 15% 15 min 5 95,0400 95,0400
DMSO 20% 30 min 5 96,0800 | 96,0800
Control 60 min 5 96,5600 96,5600
Control 15 min 5 97,2800
Control 30 min 5 98,9600
Sig. ,175 ,071 ,059 ,169

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
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a. Usa el tamano muestral de la media arménica = 5,000.

Segun las pruebas estadisticas ANOVA y Test de Tukey, se concluye que existen

diferencias significativas entre los tratamientos.

c) MgCI2

La distribucién de los porcentajes de viabilidad espermatica no mostro una distribucién

normal a pesar de la transformacion de los datos (sig<0.05).

Prueba de Kolmogorov-Smirnov para una muestra

Viabilidad
espermatica E
(%)

ArcSin
Viabilidad
espermatica E
(%)

N

Parametros normales®P

Diferencias méas extremas

Z de Kolmogorov-Smirnov

Sig. asintot. (bilateral)

Media
Desviacion tipica
Absoluta
Positiva

Negativa

75
93,3421
6,30168

,200
,176
-,200
1,732
,005

75
1,3374
,12135

,164
,118
-,164
1,421
,035

a. La distribucién de contraste es la Normal.

b. Se han calculado a partir de los datos.

La prueba de Levene con una sig.0.00<0.05 indica que las varianzas son heterogéneas.

Prueba de homogeneidad de varianzas

Viabilidad espermatica E (%)

Estadistico de

Levene

gl

gl2 Sig.

9,123

14

60 ,000
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Debido a los resultados anteriores se emple6 la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis
para evaluar la diferencia estadistica de los tratamientos y se respaldaron los resultados
con un ANOVA y el test de Tukey.

Resumen de prueba de hipobtesis

Hipotesis nula Test Sig. Decision
La distribucian de Viabilidad Frueha Kruskal-
1 espermatica E (%) es la misma  Wallis de 000 Eieg?::iir i
entre las categorias de muestras : Fi
Tratamiento_General. independientes Aot

Se muestran las significancias asintdticas. El nivel de significancia es 05,

ANOVA de un factor
Viabilidad espermatica E (%)

Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Inter-grupos 2117,602 14 151,257 11,054 ,000
Intra-grupos 821,029 60 13,684
Total 2938,631 74

Pruebas robustas de igualdad de las medias

Viabilidad espermatica E (%)

Estadistico? gl gl2 Sig.
Welch 55,219 14 22,218 ,000

a. Distribuidos en F asintéticamente.

Viabilidad espermatica E (%)

HSD de Tukey?
Tratamiento_General N Subconjunto para alfa = 0.05
1 2 3 4
MgCl2 15% 30 min 81,4840

MgCI2 30% 15 min
MgCl2 30% 30 min
MgCI2 30% 60 min
MgCI2 20% 60 min
MgCI2 10% 30 min
MgCI2 20% 30 min
MgCI2 20% 15 min
MgCI2 10% 60 min

84,9600 84,9600
86,7280 86,7280
87,8400 87,8400 87,8400
90,9600 90,9600| 90,9600
95,1200 95,1200
95,6800 95,6800
95,8400 | 95,8400
96,1600

(62 NG ) NG BENNS) BENNG ) BENNS ) BNG ) N6 ) I |

124



Control 60 min
MgCI2 10% 15 min
Control 15 min
MgCI2 15% 60 min
MgCI2 15% 15 min
Control 30 min
Sig.

o o0 o0 o1 o1 ;o

,320

413

96,5600
97,2000
97,2800
97,3600
98,0000
98,9600

,068

,068

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Usa el tamano muestral de la media arménica = 5,000.

diferencias significativas entre los tratamientos.

d) 2-propanol

La distribucién de los porcentajes de viabilidad espermatica no mostro una distribucién

normal a pesar de la transformacion de los datos (sig<0.05).

Segun las pruebas estadisticas paramétricas y no paramétricas, se concluye que existen

Prueba de Kolmogorov-Smirnov para una muestra

Viabilidad ArcSin
espermatica ME Viabilidad
(%) espermatica ME
(%)

N 75 75
Parametros normales®® Media 20,0213 8081
Desviacion tipica 38,24269 ,54037

Absoluta 447 ,376

Diferencias mas extremas Positiva 447 376
Negativa -,300 -,284

Z de Kolmogorov-Smirnov 3,872 3,252
Sig. asintét. (bilateral) ,000 ,000

a. La distribucién de contraste es la Normal.

b. Se han calculado a partir de los datos.

La prueba de Levene con una sig.0.00<0.05 indica que las varianzas son heterogéneas.

Prueba de homogeneidad de varianzas

Viabilidad espermatica E (%)

Estadistico de

Levene

gl

gl2 Sig.

5,158

14

60

,000
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Debido a los resultados anteriores se emple6 la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis
para evaluar la diferencia estadistica de los tratamientos y se respaldaron los resultados

con un ANOVA y el test de Tukey.

Resumen de prueba de hipoétesis

Hipotesis nula Test Sig. Decision
La distribucidn de Viabilidad Frueha Kruskal-
1 espermatica E (%) es la misma  Wallis de 000 Eieg?::iir L
entre las categorias de muestras : pl
Tratamiento_(General. independientes LS

Se muestran las significancias asintdticas. El nivel de significancia es 05,

ANOVA de un factor
Viabilidad espermatica E (%)

Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Inter-grupos 125740,858 14 8981,490 182,824 ,000
Intra-grupos 2947,593 60 49,127
Total 128688,451 74

Pruebas robustas de igualdad de las medias®

Viabilidad espermatica E (%)

Estadistico? gl gl2 Sig.

Welch

a. Distribuidos en F asintéticamente.
b. No se pueden realizar las pruebas robustas de la igualdad
de medias para Viabilidad espermatica E (%) porque al

menos un grupo tiene varianza 0.

Viabilidad espermatica E (%)

HSD de Tukey?
Tratamiento_General N Subconjunto para alfa = 0.05
1 2 3 4
2-prop 20% 30 min 5 ,0000
2-prop 20% 60 min 5 ,0000
2-prop 30% 30 min 5 ,0000
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2-prop 30% 60 min
2-prop 15% 30 min
2-prop 20% 15 min
2-prop 30% 15 min
2-prop 15% 15 min
2-prop 15% 60 min
2-prop 10% 60 min
2-prop 10% 30 min
2-prop 10% 15 min
Control 60 min
Control 15 min
Control 30 min
Sig.

,0000
,0800
,2400
, 7780
1,5200
2,7200

(6, NG ) ) RENN &) BN S, NS BENNG ) BENNG ) BNNNG) BN ) BN ) BNe)

1,000

44,3200
59,9200
81,1920
96,5600 | 96,5600
97,2800
98,9600
,052 ,060 1,000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Usa el tamano muestral de la media arménica = 5,000.

Segun las pruebas estadisticas paramétricas y no paramétricas, se concluye que existen

diferencias significativas entre los tratamientos.

MASA ESPERMATICA

a) Metanol

La distribucién de los porcentajes de viabilidad espermatica para el metanol no mostro

una distribucién normal a pesar de la transformacién de los datos (sig<0.05).

Prueba de Kolmogorov-Smirnov para una muestra

Viabilidad ArcSin
espermética ME Viabilidad
(%) espermética ME
(%)

N 75 75
Parametros normales® Media 43,8400 6892
Desviacion tipica 38,90346 ,49746

Absoluta ,212 175

Diferencias mas extremas Positiva ,212 ,163
Negativa -,198 -,175

Z de Kolmogorov-Smirnov 1,839 1,515
Sig. asintot. (bilateral) ,002 ,020
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a. La distribucién de contraste es la Normal.

b. Se han calculado a partir de los datos.

La prueba de Levene con una sig.0.00<0.05 indica que las varianzas son heterogéneas.

Prueba de homogeneidad de varianzas
Viabilidad espermatica ME (%)

Estadistico de gl gl2 Sig.

Levene

10,112 14 60 ,000

Debido a los resultados anteriores se emple6 la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis
para evaluar la diferencia estadistica de los tratamientos y se respaldaron los resultados

con un ANOVA y el test de Tukey.
Resumen de prueba de hipoétesis

Hipotesis nula Test Sig. Decision
La distribucidn de Wiabilidad Prueba Kruskal-
1 espermatica ME (%) es la misma  Wallis de 000 Eie'é?::iir =
entre las categorias de muestras ! pl
Tratamiento_General. independientes Odi8:

Se muestran las significancias asintdticas. El nivel de significancia es 05

ANOVA de un factor
Viabilidad espermatica ME (%)

Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadrdtica
Inter-grupos 103744,384 14 7410,313 53,873 ,000
Intra-grupos 8253,056 60 137,551
Total 111997,440 74

Pruebas robustas de igualdad de las medias
Viabilidad espermatica ME (%)

Estadistico? gl1 Sig.

,000

gl2
21,537

Welch 2205,332 14

a. Distribuidos en F asint6ticamente.

Viabilidad espermatica ME (%)
HSD de Tukey?

Tratamiento_General N Subconjunto para alfa = 0.05

1 2 3
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MeOH 30% 60 min 5 ,2400

MeOH 30% 15 min 5 2,8000

MeOH 20% 60 min 5 5,2000

MeOH 20% 30 min 5 6,8000

MeOH 30% 30 min 5 8,2400

MeOH 20% 15 min 5( 16,2400

MeOH 15% 30 min 5 20,9600

MeOH 15% 60 min 5( 24,5600

MeOH 15% 15 min 5 56,0000

MeOH 10% 30 min 5 75,8400 75,8400
MeOH 10% 60 min 5 76,8800 76,8800
MeOH 10% 15 min 5 77,9200 77,9200
Control 30 min 5 93,9200
Control 15 min 5 96,0000
Control 60 min 5 96,0000
Sig. ,097 ,202 ,320

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos
homogéneos.

a. Usa el tamafno muestral de la media arménica = 5,000.
Segun las pruebas estadisticas paramétricas y no paramétricas, se concluye que existen

diferencias significativas entre los tratamientos.

b) DMSO

La distribucion de los porcentajes de viabilidad espermatica mostro una distribucién

normal Unicamente con la transformaciéon arcoseno de los datos (sig. 0.346>0.05).

Prueba de Kolmogorov-Smirnov para una muestra

Viabilidad ArcSin
espermatica ME | Viabilidad
(%) espermatica ME
(%)
N 75 75
Parametros normalesa®? Media 92,2987 1,3084
Desviacion tipica 6,48594 ,11005
Absoluta 72 ,108
Diferencias mas extremas  Positiva ,144 ,058
Negativa -,172 -,108
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Z de Kolmogorov-Smirnov 1,485

,024

,935 ‘

Sig. asintét. (bilateral) ,346

a. La distribucién de contraste es la Normal.

b. Se han calculado a partir de los datos.

La prueba de Levene con una sig.0,533<0.05 indica que las varianzas son heterogéneas

Prueba de homogeneidad de varianzas
ArcSin Viabilidad espermatica ME (%)

Estadistico de gl gl2 Sig.

Levene

,930 14 60 ,533

Como los datos poseen una distribucién normal y las varianzas son homogéneas se

empled el ANOVA 'y el test de Tukey.

ANOVA de un factor
ArcSin Viabilidad espermatica ME (%)

Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadrdtica
Inter-grupos ,533 14 ,038 6,292 ,000
Intra-grupos ,363 60 ,006
Total ,896 74

ArcSin Viabilidad espermatica ME (%)

HSD de Tukey?
Tratamiento_General N Subconjunto para alfa = 0.05
1 2 3
DMSO 30% 60 min 5 1,0692
DMSO 30% 30 min 5 1,1835 1,1835
DMSO 20% 60 min 5 1,2459 1,2459
DMSO 30% 15 min 5 1,2715 1,2715
DMSO 15% 60 min 5 1,3031 1,3031
DMSO 10% 30 min 5 1,3231 1,3231
DMSO 15% 30 min 5 1,3231 1,3231
Control 30 min 5 1,3302 1,3302
DMSO 20% 30 min 5 1,3427 1,3427
DMSO 15% 15 min 5 1,3447 1,3447
DMSO 10% 60 min 5 1,3640
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DMSO 20% 15 min 5 1,3659
Control 60 min 5 1,3776
Control 15 min 5 1,3803
DMSO 10% 15 min 5 1,4021
| Sig. ,579 ,097 ,125

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos
homogéneos.

a. Usa el tamano muestral de la media arménica = 5,000.

Segun las pruebas estadisticas ANOVA y Test de Tukey, se concluye que existen

diferencias significativas entre los tratamientos.

c) MgCl2

La distribucién de los porcentajes de viabilidad espermatica no mostro una distribucién
normal a pesar de la transformacion de los datos (sig<0.05).

Prueba de Kolmogorov-Smirnov para una muestra

Viabilidad ArcSin
espermatica ME Viabilidad
(%) espermatica ME
(%)

N 75 75
Parametros normales®® Media 29,1147 4458
Desviacion tipica 41,35417 ,57288

Absoluta ,355 ,292

Diferencias mas extremas Positiva ,355 ,292
Negativa -,241 -,218

Z de Kolmogorov-Smirnov 3,076 2,529
Sig. asint6t. (bilateral) ,000 ,000

a. La distribucién de contraste es la Normal.

b. Se han calculado a partir de los datos.

La prueba de Levene con una sig.0.00<0.05 indica que las varianzas son heterogéneas.

Prueba de homogeneidad de varianzas
Viabilidad espermatica ME (%)

Estadistico de gl gl2 Sig.

Levene

18,912 14 60 ,000
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Debido a los resultados anteriores se emple6 la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis
para evaluar la diferencia estadistica de los tratamientos y se respaldaron los resultados

con un ANOVA y el test de Tukey.
Resumen de prueba de hipétesis

Hipotesis nula Test Sig. Decision
La distribucidn de Viabilidad Prueba Kruskal-
1 espermatica ME (%) es la misma  Wallis de 000 Eieg?:sziir -
entre las categorias de muestras : pl
Tratamiento_General. independientes kIR

Se muestran las significancias asintdticas. El nivel de significancia es 05,

ANOVA de un factor
Viabilidad espermatica ME (%)

Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Inter-grupos 101498,974 14 7249,927 17,363 ,000
Intra-grupos 25053,440 60 417,557
Total 126552,414 74

Pruebas robustas de igualdad de las medias®
Viabilidad espermatica ME (%)

Estadistico? gl gl2 Sig.

Welch

a. Distribuidos en F asintéticamente.
b. No se pueden realizar las pruebas robustas de la igualdad
de medias para Viabilidad espermatica ME (%) porque al

menos un grupo tiene varianza 0.

Viabilidad espermatica ME (%)

HSD de Tukey?
Tratamiento_General N Subconjunto para alfa = 0.05
1 2 3
MgCl2 30% 30 min 5 ,0000
MgCl2 30% 60 min 5 ,0000
MgCl2 20% 15 min 5 ,3200
MgCI2 30% 15 min 5 ,5600
MgCI2 20% 30 min 5 ,6400
MgCl2 20% 60 min 5 ,6400
MgCl2 15% 60 min 5 1,4400
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MgCI2 15% 30 min
MgCI2 15% 15 min
MgCI2 10% 30 min
MgCI2 10% 60 min
MgCI2 10% 15 min
Control 30 min
Control 15 min
Control 60 min
Sig.

4,4800
16,0000
35,6000
39,9200

o o o0 a0 g g g O,

,151

16,0000
35,6000
39,9200
51,2000

,316

51,2000
93,9200
96,0000
96,0000

,060

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos

homogéneos.

a. Usa el tamafno muestral de la media arménica = 5,000.

Segun las pruebas estadisticas paramétricas y no paramétricas, se concluye que existen

diferencias significativas entre los tratamientos

d) 2-propanol

La distribucién de los porcentajes de viabilidad espermatica no mostro una distribucién

normal a pesar de la transformacion de los datos (sig<0.05).

Prueba de Kolmogorov-Smirnov para una muestra

Viabilidad ArcSin
espermatica ME Viabilidad
(%) espermatica ME
(%)

N 75 75
Parametros normales®® Media 20,0213 3081
Desviacion tipica 38,24269 ,54037

Absoluta 447 ,376

Diferencias mas extremas Positiva 447 376
Negativa -,300 -,284

Z de Kolmogorov-Smirnov 3,872 3,252
Sig. asint6t. (bilateral) ,000 ,000

a. La distribucién de contraste es la Normal.

b. Se han calculado a partir de los datos.

La prueba de Levene con una sig.0.00<0.05 indica que las varianzas son heterogéneas

Prueba de homogeneidad de varianzas
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Viabilidad espermatica ME (%)

Estadistico de gl gl2 Sig.
Levene
6,011 14 60 ,000

Debido a los resultados anteriores se emple6 la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis
para evaluar la diferencia estadistica de los tratamientos y se respaldaron los resultados

con un ANOVA y el test de Tukey.

Resumen de prueba de hipotesis

Hipdtesis nula Test Sig. Decisidn
La distribucion de Viabilidad Prueba Kruskal-
1 espermatica ME (%) es la misma Wallis de 000 2?%';:;‘;' la
entre las categorias de muestras - nupla
Tratamiento_General. independientes :

Se muestran las significancias asintéticas. El nivel de significancia es ,05.

ANOVA de un factor
Viabilidad espermatica ME (%)

Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Inter-grupos 106726,110 14 7623,294 305,107 ,000
Intra-grupos 1499,136 60 24,986
Total 108225,246 74

Pruebas robustas de igualdad de las medias®
Viabilidad espermatica ME (%)
Estadistico? gl gl2 Sig.

Welch

a. Distribuidos en F asintéticamente.

b. No se pueden realizar las pruebas robustas de la igualdad
de medias para Viabilidad espermatica ME (%) porque al

menos un grupo tiene varianza 0.
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Viabilidad espermatica ME (%)

HSD de Tukey?

Tratamiento_General N Subconjunto para alfa = 0.05

1 2

2-prop 20% 60 min 5 ,0000

2-prop 30% 15 min 5 ,0000

2-prop 30% 30 min 5 ,0000

2-prop 30% 60 min 5 ,0000

2-prop 10% 60 min 5 ,0800

2-prop 15% 60 min 5 ,0800

2-prop 20% 15 min 5 ,0800

2-prop 20% 30 min 5 ,1600

2-prop 15% 30 min 5 ,2400

2-prop 15% 15 min 5 ,6400

2-prop 10% 30 min 5 3,5200

2-prop 10% 15 min 5 9,6000

Control 30 min 5 93,9200
Control 15 min 5 96,0000
Control 60 min 5 96,0000
Sig. ,170 1,000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos
homogéneos.

a. Usa el tamano muestral de la media arménica = 5,000.

Segun las pruebas estadisticas paramétricas y no paramétricas, se concluye que existen

diferencias significativas entre los tratamientos.

11.1.3. Determinacion del Crioprotector No Permeable

ESPERMATOFORO

La distribucion de los porcentajes de viabilidad espermatica obtenidos durante esta fase
del experimento no mostré una distribucion normal a pesar de la transformacion

logaritmica y Arcoseno de los datos (sig.<0.05).

Prueba de Kolmogorov-Smirnov para una muestra

VE del ArcSen Raiz Log VE Esp
Espermatoéforo VE Esp
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N 70 70 70
Pardmetros normales®® Media 63,0543 ,9246 3,9869
Desviacion tipica 26,00058 ,29772 , 74563
Absoluta ,200 ,183 ,238
Diferencias mas extremas  Positiva ,129 ,114 ,223
Negativa -,200 -,183 -,238
Z de Kolmogorov-Smirnov 1,675 1,529 1,993
Sig. asint6t. (bilateral) ,007 ,019 ,001

a. La distribucién de contraste es la Normal.

b. Se han calculado a partir de los datos.

La prueba de Levene con una sig.0.02<0.05 indica que las varianzas son heterogéneas.

Prueba de homogeneidad de varianzas

VE del Espermatoforo

Estadistico de gl gl2 Sig.

Levene

2,342 12 57 ,016

Debido a los resultados anteriores se empled la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis
para evaluar la diferencia estadistica de los tratamientos y se respaldaron los resultados

con un ANOVA y el test de Tukey.

Resumen de prueba de hipoétesis

Hipotesis nula Test Sig. Decision

Frueha Kruskal-

La distribucién de ASY del Whallis de Rechazar |a
1 Espermatoforo es la misma entre He e 000 hipdtesis
las categorias de Tratamientos. nula.

independientes

Se muestran las significancias asintdticas. El nivel de significancia es 05,

ANOVA de un factor

VE del Espermatéforo

Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadrdtica
Inter-grupos 39680,026 12 3306,669 27,057 ,000
Intra-grupos 6966,048 57 122,211
Total 46646,074 69

VE del Espermatéforo
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HSD de Tukey?P

Tratamientos Subconjunto para alfa = 0.05

1 2 3 4 5 6
MeOH + Sac 5 8,4000
MeOH + Manitol 5 30,7200 30,7200
MgCI2 + Manitol 5] 31,1200 31,1200
MgCI2 + Sac 5 48,6000 48,6000
DMSO + Manitol 5 58,3200 58,3200
MeOH + PEG 5 63,6000 63,6000 63,6000
MgCI2 + PEG 5 70,2400 70,2400 70,2400| 70,2400
DMSO + Sac 5 75,1200 75,1200 75,1200
MeOH + LD 5 77,0400 77,0400 77,0400
DMSO + LD 5 78,3200 78,3200 78,3200
DMSO + PEG 5 80,6400 80,6400 80,6400
MgCI2 + LD 5 83,8400 83,8400
Control 10 88,4000
Sig. ,072 ,330 ,106 ,084 ,169 ,307

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Usa el tamano muestral de la media arménica = 5,200.

b. Los tamanos de los grupos no son iguales.

Segun las pruebas estadisticas paramétricas y no paramétricas, se concluye que existen

diferencias significativas entre los tratamientos.

MASA ESPERMATICA

La distribucion de los porcentajes de viabilidad espermatica obtenidos durante esta fase

del experimento no mostrd una distribucion normal, sin embargo, la transformacién de los

datos empleando el Arcoseno de la raiz cuadrada de los datos resulto en una distribucién

normal (sig.0.053>0.05).

Prueba de Kolmogorov-Smirnov para una muestra
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VE de la Masa | Arco Sen ME Log ME
Espermatica
N 75 75 75
Media 77,1093 1,0916 1,8667
Parametros normales2®
Desviacién tipica 18,84624 ,22296 ,19011
Diferencias mas extremas Absoluta ,190 ,156 ,288




Positiva

Negativ

Z de Kolmogorov-Smirnov
Sig. asint6t. (bilateral)

a

,153
-,190
1,641

,009

,098 ,261
-,156 -,288
1,347 2,493

,053 ,000

a. La distribuciéon de contraste es la Normal.

b. Se han calculado a partir de los datos.

La prueba de Levene con una sig.0.00<0.05 indica que las varianzas son heterogéneas.

Prueba de homogeneidad de varianzas

Estadistico de gl gl2 Sig.
Levene
Arco Sen ME 5,392 13 61 ,000
VE de la Masa Espermatica 7,094 13 61 ,000

Debido a los resultados anteriores se emple6 el ANOVA de Welch con los datos

transformados mediante el Arcoseno, y el test de Tukey para determinar la agrupacién de

subconjuntos.
ANOVA de un factor
Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Inter-grupos 2,275 13 175 7,602 ,000
Arco Sen ME Intra-grupos 1,404 61 ,023
Total 3,679 74
Inter-grupos 15641,207 13 1203,170 6,896 ,000
VE de la Masa
Intra-grupos 10642,176 61 174,462
Espermatica
Total 26283,383 74
Pruebas robustas de igualdad de las medias
Estadistico? g gl2 Sig.
Arco Sen ME Welch 10,927 13 22,130 ,000
10,300 13 22,013 ,000
VE de la Masa Espermatica Welch
a. Distribuidos en F asint6ticamente.
Arco Sen ME
HSD de Tukey2®

Tratamientos

Subconjunto para alfa = 0.05

1 2

3

4
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MgCI2 + Manitol 5 ,6725

MeOH + PEG 5 ,8659 ,8659

MeOH + Manitol 5 9173 9173 9173

MgCl2 + Sac 5 ,9271 ,9271 ,9271 ,9271

DMSO + Sac 5 1,0494 1,0494 1,0494 1,0494

DMSO + PEG 5 1,0979 1,0979 1,0979 1,0979

DMSO + Manitol 5 1,0999 1,0999 1,0999 1,0999

MgCI2 + PEG 5 1,1164 1,1164 1,1164 1,1164

MgCI2 + LD 5 1,1478 1,1478 1,1478 1,1478

Control 30 min 10 1,1901 1,1901 1,1901 1,1901

MeOH + Sac 5 1,2008 1,2008 1,2008

Control 15 min 5 1,2523 1,2523

MeOH + LD 5 1,3115

DMSO + LD 5 1,3359
| Sig. ,303 ,057 ,163 ,056 ,152

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Usa el tamano muestral de la media arménica = 5,185.

b. Los tamanos de los grupos no son iguales.
Segln las pruebas estadisticas paramétricas se concluye que existen diferencias

significativas entre los tratamientos.

11.1.4. Evaluacion Post-Vitrificacion

ESPERMATOFORO

La distribucion de los porcentajes de viabilidad espermatica post- vitrificacién no mostro
una distribucién normal a pesar de la transformacion de los datos (sig<0.05).

Prueba de Kolmogorov-Smirnov para una muestra

VE Esp. ArcSin
N 20 20
Parametros normalesa® Media #4400 /1502
Desviacion tipica 8,74423 ,16358
Absoluta ,411 ,395
Diferencias mas extremas Positiva ,411 ,395
Negativa -,322 -,298
Z de Kolmogorov-Smirnov 1,840 1,765
Sig. asintot. (bilateral) ,002 ,004

a. La distribucién de contraste es la Normal.
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b. Se han calculado a partir de los datos.

La prueba de Levene con una sig.0.00<0.05 indica que las varianzas son heterogéneas.

Debido a los resultados anteriores se empleé la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis

para evaluar la diferencia estadistica de los tratamientos y se respaldaron los resultados

Prueba de homogeneidad de varianzas

VE Esp.

Estadistico de
Levene

gl

gl2

Sig.

13,341

3

16

,000

con un ANOVA y el test de Tukey.

Resumen de prueba de hipotesis

1 normal con la media 4 440 y la
desviacidn tipica 8 74.

Smirnov de una

muestra

Hipédtesis nula Test Sig. Decision
S Frueba
La distribucién de ASV Esp. es : Rechazar la
Kolmogorov- 002 | hipétesis

nula.

Se muestran las significancias asintéticas. El nivel de significancia es 05,

ANOVA de un factor

VE Esp.
Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadrdtica
Inter-grupos 940,960 3 313,653 9,805 ,001
Intra-grupos 511,808 16 31,988
Total 1452,768 19
VE Esp.
HSD de Tukey?
Tratamiento Esp. N Subconjunto para alfa = 0.05
1 2
CONTROL 5 ,4000
DMSO + LD 5 ,4800
MeOH + LD 5 ,5600
MgClI2 + LD 5 16,3200
Sig. 1,000 1,000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos

homogéneos.

a. Usa el tamano muestral de la media arménica = 5,000.
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Segun las pruebas estadisticas paramétricas y no paramétricas, se concluye que existen

diferencias significativas entre los tratamientos.

MASA ESPERMATICA

La distribucion de los porcentajes de viabilidad espermatica post- vitrificacibn no mostro
una distribucién normal a pesar de la transformacién de los datos (sig<0.05).

Prueba de Kolmogorov-Smirnov para una muestra

VE ME ArcSinME

N 20 20
Parametros normales2® Media 20,6400 3458
Desviacion tipica 35,28826 ,45760
Absoluta 427 ,397
Diferencias mas extremas Positiva 427 ,397
Negativa -,283 -,269
Z de Kolmogorov-Smirnov 1,911 1,775
Sig. asintot. (bilateral) ,001 ,004

a. La distribucién de contraste es la Normal.

b. Se han calculado a partir de los datos.

La prueba de Levene con una sig.0.01<0.05 indica que las varianzas son heterogéneas

Prueba de homogeneidad de varianzas
VE ME

Estadistico de gl gl2 Sig.

Levene

4,929 3 16 ,013

Debido a los resultados anteriores se empled la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis
para evaluar la diferencia estadistica de los tratamientos y se respaldaron los resultados
con un ANOVA y el test de Tukey.

Resumen de prueba de hipétesis

Hipotesis nula Test Sig. Decisidn

Prueha Kruskal-

La distribucidn de ASY ME es la Wallis d Rechazar la
1 misma entre las categorias de mL?elsStrag 002 ' hipatesis
Tratamiento Esp.. nula.

independientes

Se muestran las significancias asintéticas. El nivel de significancia es 05,
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ANOVA de un factor

VE ME
Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadrdtica
Inter-grupos 23241,792 3 7747,264 296,421 ,000
Intra-grupos 418,176 16 26,136
Total 23659,968 19
VE ME
HSD de Tukey?
Tratamiento Esp. N Subconjunto para alfa = 0.05
1 2
CONTROL 5 ,4000
MeOH + LD 5 ,8800
DMSO + LD 5 1,6000
MgClI2 + LD 5 79,6800
Sig. ,982 1,000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos

homogéneos.

a. Usa el tamano muestral de la media arménica = 5,000.

Segun las pruebas estadisticas paramétricas y no paramétricas, se concluye que existen

diferencias significativas entre los tratamientos.

11.1.5. Determinacion de la Solucion compleja Post-Vitrificacion

ESPERMATOFORO

La distribucion de los porcentajes de viabilidad espermética post- vitrificacién no mostro

una distribucién normal a pesar de la transformacion de los datos (sig<0.05).

Prueba de Kolmogorov-Smirnov para una muestra
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VE del ArcSin Sol. Log Sol. Com.
Espermatoéforo Com. ESP ESP
N 60 60 60
Media 33,2333 ,5465 2,4356
Parametros normales®P o ]
Desviacion tipica 35,15130 ,43349 1,72008
Absoluta ,297 ,259 ,229
Diferencias mas extremas
Positiva ,297 ,259 ,132




Negativa -,178 -,146 -,229
Z de Kolmogorov-Smirnov 2,300 2,005 1,772
Sig. asint6t. (bilateral) ,000 ,001 ,004

a. La distribucién de contraste es la Normal.
b. Se han calculado a partir de los datos.

La prueba de Levene con una sig.0.00<0.05 indica que las varianzas son heterogéneas.

Prueba de homogeneidad de varianzas

VE del Espermatéforo

Estadistico de gl gl2 Sig.

Levene

5,005 15 64 ,000

Debido a los resultados anteriores se emple6 la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis
para evaluar la diferencia estadistica de los tratamientos y se respaldaron los resultados
con un ANOVA y el test de Tukey.

Resumen de prueba de hipotesis

Hipdtesis nula Test Sig- Decision
Las medianas de ASY del Prueba de
1 Espermatoforo son las mismas medianas de 000 Eie%?:sziir la
entre las categorias de muestras . pl
Tratamientos. independientes A
La distribucién de ASV del Fuslg. Sruskak Rechazar la
2 Espermatoforo es la misma entre Hiiastras 000  hipdtesis
las categorias de Tratamientos. independientes nula.

Se muestran las significancias asintdticas. El nivel de significancia es 05,

ANOVA de un factor

VE del Espermatéforo

Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Inter-grupos 84505,376 15 5633,692 147,913 ,000
Intra-grupos 2437,632 64 38,088
Total 86943,008 79

VE del Espermatéforo

HSD de Tukey?
Tratamientos N Subconjunto para alfa = 0.05
1 2 3
MeOH + LD + SFB 5 1,0400
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Segun las pruebas estadisticas paramétricas y no paramétricas, se concluye que existen

MeCOH + LD + Av
DMSO + LD + YH
MeOH + LD + ST
DMSO + LD + SFB
DMSO + LD + Av
MeOH + LD + YH
DMSO + LD + ST
MgCI2 + LD + ST
MgCI2 + LD + SFB
MgClI2 + LD+ YH
MgCI2 + LD + Av

sig.

(62 BN &) IS, NS, BN G BNNG ) NN &) BN G2 BN S ) RN G RS

1,5200
2,5600
4,0000
5,3600
5,3600
13,2000

,235

60,0000
70,9600 70,9600
71,4400 71,4400
78,2400
85,1200
,316 ,089

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos

homogéneos.

a. Usa el tamafno muestral de la media arménica = 5,000.

diferencias significativas entre los tratamientos.

MASA ESPERMATICA

La distribucién de los porcentajes de viabilidad espermatica post- vitrificacion mostro una

distribucién normal Unicamente con la transformacién logaritmica de los datos (sig.

0.182>0.05).
Prueba de KoImogorov-Smirnov para una muestra
VE del ArcSen Sqrt | Log ME
Espermatéforo ME
N 80 80 80
Media 21,0898 ,4101 1,0071
Parametros normales®®
Desviacion tipica 26,92611 ,33595 ,565422
Absoluta ,280 ,218 ,122
Diferencias mas
Positiva ,280 ,218 ,113
extremas
Negativa -,221 -,151 -,122
Z de Kolmogorov-Smirnov 2,503 1,952 1,095
Sig. asintét. (bilateral) ,000 ,001 ,182

a. La distribucién de contraste es la Normal.

b. Se han calculado a partir de los datos.
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La prueba de Levene con una sig.0,008<0.05 indica que las varianzas son heterogéneas

Prueba de homogeneidad de varianzas
Log ME

Estadistico de gl gl2 Sig.

Levene

2,412 15 64 ,008

Como los datos poseen una distribucion normal pero las varianzas no son homogéneas

se empled el ANOVA de Welch.

ANOVA de un factor

Log ME
Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Inter-grupos 22,128 15 1,475 44 164 ,000
Intra-grupos 2,138 64 ,033
Total 24,265 79
Pruebas robustas de igualdad de las medias
Log ME
Estadistico? gl gl2 Sig.
Welch 87,154 15 24,040 ,000
a. Distribuidos en F asintéticamente.
Log ME
HSD de Tukey?
Tratamientos N Subconjunto para alfa = 0.05
1 2 3 4 5 6
DMSO + LD+ ST 5 ,3505
CONTROL Av 5 ,3591
MeOH + LD+ Av 5 , 3826 ,3826
CONTROL SFB 5 ,5681 ,5681 ,5681
MeOH + LD+ SFB 5 ,6079 ,6079 ,6079
MeOH + LD+ ST 5 ,7028 ,7028 ,7028 ,7028
CONTROL ST 5 ,7905 ,7905 ,7905
MeOH + LD+ YH 5 ,8274 ,8274 ,8274
DMSO + LD+ Av 5 ,8571 ,8571 ,8571
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Prueba de muestras independientes

DMSO + LD+ SFB 5 1,1030 1,1030
CONTROL YH 5 1,1060 1,1060
DMSO + LD+ YH 5 1,2343
MgCI2 + LD+ ST 5 1,7059
MgCI2 + LD+ SFB 5 1,8155
MgCI2 + LD+ YH 5 1,8489
MgCI2 + LD+ Av 5 1,8539
Sig. ,179 ,055 ,484 ,061 ,057 ,995

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Usa el tamano muestral de la media armédnica = 5,000.

Segun las pruebas estadisticas ANOVA y Test de Tukey, se concluye que existen

diferencias significativas entre los tratamientos.

Prueba t-student entre los tratamientos con y sin Aloe vera

Descriptivos

N Media Desviacion tipica Error tipico
T1: MgCI2 10% 15 min + SM 5% 10 72,9230 10,32095 3,26377
T2: Aloe vera 10% MgCI2 10% 15 min + SM 5% 10 | 78,5200 13,74052 434513
Total 20 75,7215 12,17103 2,72153

Resumen de prueba de hipotesis

Hipotesis nula Test Sig. Decision
La distribucidn de ASY es normal E'-LfEba ! Retener la
1 conla media 75,722 y |a desviacion g ROdoE ABE hipétesis
tipica 12,17 s ER AR nula
) L muestra

Se muestran las significancias asintoticas. El nivel de significancia es 05

Los datos cumplen con las premisas de la distribucién normal.

Como la prueba de Levene posee una significancia de 0,754> 0,05 se acepta hipétesis de

homogeneidad de varianzas.
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Prueba de Levene Prueba T para la igualdad de medias
para la igualdad de
varianzas
F Sig. t gl Sig. Diferencia | Error tip. de
(bilateral) | de medias | la diferencia
Se han asumido ,101 ,754 -1,030 18 ,317 -5,59700 5,43437
VE varianzas iguales
No se han asumido -1,030 | 16,703 ,318 -5,59700 5,43437
varianzas iguales

La significancia bilateral es de 0,317>0,05 por lo que se acepta la hipoétesis de igualdad de
medias, se entiende que el tratamiento 1 con MgCl> 10% 15min+ leche descremada 5%
no es significativamente diferente del tratamiento 2 con Aloe vera 10% + MgClz 10%

15min+ leche descremada 5%.
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11.2.

GALERIA FOTOGRAFICA

A. Pesado estéril de los componentes solidos de
las soluciones dentro de la camara de flujo
laminar.

B. Calibracion del pH de las soluciones de
extension previo a la esterilizacion en autoclave.

C. Preparacion de soluciones crioprotectoras a
distintas concentraciones en tubos cubiertos
con papel aluminio.

D. Preparacion de la nigrosina en agua estéril
con formalina, previo al tamizado con papel
filtro.

E. Preparacion de la eosina acuosa mediante tamizaje con papel filtro y mezcla con ayuda de un
vortex.

Figura 25. Fotografias de la preparacion de soluciones crioprotectoras y colorantes

eosina-nigrosina en el laboratorio de Biologia Molecular-Incabiotec S.A.C.
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A. Pesca de langostinos reproductores maduros
en los tanques circulares del area de Lineas
puras-Marinasol S.A.

B. Extraccion de los espermatéforos mediante
digito presion del quinto par de pereidépodos con
ayuda de una pinza estéril.

C. Espermatoforo de Litopenaeus vannamei.
(Tomado del Blog de Morales-Ueno 2018
http://todohurones.blogspot.com/)

D. Masa espermatica de Litopenaeus vannamei.
(Tomado del Blog de Morales-Ueno 2018
http://todohurones.blogspot.com/)

E. Técnica de vitrificacion. Los crioviales son almacenados directamente en la canastilla del tanque
contenedor de nitrogenos liquido (-196°C).

Figura 26. Fotografias del proceso de extraccion y criopreservacion del
espermatoéforo y la masa espermatica de Litopenaeus vannamei en el laboratorio de
Biologia Molecular del CIDPL-MarinaSol S.A
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A. Descongelamiento de los crioviales en
bafo maria a 30°C durante 5 minutos.

B. Centrifugado de la muestra a 1500 rpm
durante 5 minutos, etapa previa al doble
enjuague en SS Ca-free + Sacarosa 0.2 M.

C. Preparacion de la lamina con la
muestra y los colorantes de la técnica
con eosina-nigrosina.

D. Frotis y secado a temperatura ambiente
para la evaluacion de la viabilidad
espermatica.

Figura 27. Fotografias del

del CIDPL-MarinaSol S.A.

proceso de descongelamiento y evaluacion de
espermatozoides de Litopenaeus vannamei en el laboratorio de Biologia Molecular
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A. Evaluacion de la viabilidad espermatica
de esperma fresca de Litopenaeus
vannamei en SS Ca-free. Las células
viables (V) se observan transparentes.

B. Evaluacion de la viabilidad espermatica
en pruebas de citotoxicidad con MeOH para
la masa espermatica. Las células no viables

se observan rosaceas.

C. Evaluacion de la viabilidad
espermatica en pruebas post
vitrificacion con Aloe vera 10% MgCl2
10% 15 min + leche descremada 10%
para el espermatoforo.

D. Evaluacion de la viabilidad
espermatica en pruebas post
vitrificacion con extracto de Aloe vera
10% MgCI2 10% 15 min + leche
descremada 5% para la masa
espermatica.

Figura 28. Fotografias de la evaluacion de la viabilidad espermatica de Litopenaeus
vannamei con la técnica de tincion eosina-nigrosina en el laboratorio de Biologia
Molecular del CIDPL-MarinaSol S.A.
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A. Inseminacion artificial sobre el telico de la
hembra con esperma criopreservada.

B. Sala con tanques de desove. Area de Lineas
puras- MarinaSol S.A.

C. Recoleccion de ovas mediante tamizaje en
cubetas con mallas de 300 micras.

D. Recoleccion de ovas mediante tamizaje en
cubetas con mallas de 300 micras.

E. Determinacion de la tasa de desove y
eclosion de nauplios mediante conteo
volumétrico con una pipeta de 1 ml.

F. Ovas (normales y reventadas) y nauplios de
Litopenaeus vannamei generados mediante |1A
con esperma criopreservada.

Figura 29. Fotografias del proceso de inseminacion artificial (IA) y eclosion de
larvas de Litopenaeus vannamei en el area de Lineas Puras del CIDPL-MarinaSol

S.A.
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