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Resumen y palabras clave

El proposito de esta memoria es contribuir a la mejora en la gestion de la
reproduccion y el perfeccionamiento en la conservacion de gametos de rodaballo
Scophthalmus maximus (L, 1758).

La demanda por parte del sector productor de rodaballo de un control mas riguroso de la
reproduccion y una gestion genética mas conveniente de cara al incremento de la
produccion es manifiesta. En la gestion de reproductores se aprecia una variabilidad
considerable en las tasas de fecundacion, que puede ser atribuible a la calidad de los
gametos o a la eficacia del método de fecundacion. Por otro lado, la evolucion del
cultivo de esta especie requiere métodos que prolonguen la viabilidad de Ios gametos de
alta calidad. Estas circunstancias han motivado que el Consejo Internacional para la
Exploracion del Mar (CIEM), en el ambito de la acuicultura y siguiendo las lineas
prioritarias del proyecto Programa Marco, recomiende el desarrollo de la investigacion
sobre la calidad de gametos, la optimizacion de métodos y el desarrollo de técnicas que
permitan prolongar en el tiempo la viabilidad de gametos de alta calidad.

A tenor de estas prioridades, el objetivo de esta tesis ha sido orientar en la optimizacion
de la gestion de los sfocks de reproductores en el cultivo de rodaballo para facilitar la
determinacion del método idoneo de fecundacion artificial y el logro de la conservacion
de los gametos a corto y largo plazo, todo ello con el proposito de ir aproximando al
rendimiento méaximo los resultados de las explotaciones industriales. Adicionalmente,
se ha realizado la evaluacion del crecimiento de larvas y alevines producidos con
gametos conservados para asi poder garantizar al sector la fiabilidad de las técnicas
desarrolladas.

Palabras clave: Rodaballo, fecundacion artificial, esperma, huevos, preservacion,
crioconservacion, larva, alevin.
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Abstract and keywords

Contribution to the management and conservation of gametes of the turbot
Scophthalmus maximus (Linnaeus, 1758)

The turbot Scophthalmus maximus (Linnaeus, 1758) farming industry demands
greater control over fish reproduction and genetic management in order to raise
production levels. In reproductive management, there is a huge variation in fertility
rates, which could be due to the quality of the gametes or the different fertilization
methods currently in use. Moreover, the improvement of the species requires methods
able to prolong the viability of high-quality gametes. Given this scenario, in the area of
aquaculture, the International Council for the Exploration of the Sea (ICES), and the
priority guidelines of'the Framework Programme recommend studies on gamete quality,
optimization of methods, and the development of techniques which would make it
possible to prolong the viability of high-quality gametes over time.

Following these priorities, the aim of this thesis has been to optimise reproductive stock
management in turbot farming, in order to determine the most appropriate method for
artificial fertilization and short- and long-term conservation of gametes, with the aim of
obtaining maximum productivity in industrial settings. Furthermore, an assessment was
made of the growth of larvae and fry produced with conserved gametes, in order to
confirm the feasibility ofthese techniques in the turbot farming industry.

Keywords: Turbot, artificial fertilization, sperm, eggs, preservation, cryoconservation,
larvae, fry.
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Introduccion

1.1 ESPECIE OBJETO DEL ESTUDIO. EL RODABALLO
1.1.1 Sistematica y Biologia

El rodaballo es un pez Teledsteo que pertenece al Orden Pleuronectiformes y a la
Familia Scophthalmidae. Se incluye dentro de la denominacion comun de peces planos
debido a que su caracter bentonico les hace sufrir una metamorfosis peculiar durante
las primeras fases pelagicas de su vida: la emigracion del ojo derecho al otro lado del
cuerpo y el aplanamiento del Iado del cuerpo que estd en contacto con el fondo. La
cara que posee los dos ojos estd pigmentada mientras que la cara oculta es blanca.

El area de distribucion del rodaballo es en la zona Atlantica nordeste desde Noruega
hasta Marruecos, incluyendo el Mar del Norte, el Mar Baltico y las aguas que rodean
Gran Bretania, asi como el Mediterrdneo. En el Cantdbrico existen dos especies del
género Scophthalmus', el Scophthalmus maximus (Linnaeus, 1758) también
denominado Psetta maxima y el Scophthalmus rhombus (Linnaeus, 1758), muy
parecidos en su aspecto pero que se diferencian principalmente por la presencia o no
de tubérculos 6seos en la piel.

El rodaballo Scophthalmus maximus (Linnaeus, 1758) se caracteriza por tener el
cuerpo redondeado y la piel sin escamas, pero con tubérculos 6seos distribuidos por la
parte del cuerpo pigmentada principalmente por la cabeza. Los ojos estan situados en
el lado izquierdo de la cabeza al mismo nivel o el inferior un poco avanzado. La boca
es grande y oblicua, la parte anterior de la mandibula inferior se adelanta al de la
mandibula superior. Los radios de la aleta dorsal son poco ramificados, y estan unidos
por la membrana, comienzan por encima del ojo superior y van aumentando
gradualmente hasta la parte media del cuerpo, y después disminuyen también
gradualmente hasta los extremos. La aleta anal es semejante a la dorsal. Las aletas
caudal y anal terminan en la base del pedunculo caudal. La aleta caudal es redondeada.
La aleta pectoral de la cara con ojos es mas grande que la de la cara oculta o ciega.

El color del Iado pigmentado del cuerpo es muy variable debido a su extraordinario
mimetismo para adaptarse al fondo en donde vive. Frecuentemente es de color marron
grisaceo, mas o menos oscuro, con pequeiias manchas distribuidas por todo el cuerpo.
La parte del cuerpo oculta o ciega es de color blanquecino.

Es un pez bentonico adaptado a la vida del fondo, que frecuenta principalmente
sustratos de arena, grava y piedra, y a veces se encuentra en fondos de fango. Los
ejemplares jovenes se encuentran cerca de la costa, alejandose progresivamente segin
crecen hasta situarse a unos 10 metros de profundidad. Los ejemplares maduros de 4-6
afios se encuentran a 20-50 metros y los de 6-7 afios a 100 metros o mas de
profundidad. Su longevidad es notable, se han registrado machos de 17 afios y hembras
de 27 afios (Fischer et al., 1987).

La alimentacion consiste principalmente en otros peces tales como sardina, anchoa y

gadidos comunes, raramente se han encontrado en su estdmago invertebrados como
moluscos bivalvos, crusticeos y poliquetos. En ejemplares cultivados y liberados al
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mar en Galicia, se ha encontrado que el 80% de la dieta de ejemplares recapturados
estaba constituida por la especie vulgarmente llamada bolo Ammodites tobianus
(Iglesias & Rodriguez-Ojea, 1994).

La puesta tiene lugar entre abril y agosto en condiciones naturales, con variaciones
segiin la latitud (Jones, 1974), y a profundidades que varian de 10-40 metros. El
numero de huevos es de 5 a 10 millones por hembra, en funciéon del tamafio de la
hembra. Los huevos son pelagicos y miden aproximadamente 1 mm de didmetro. La
eclosion de los huevos, dependiendo de la temperatura se produce a los 5 -9 dias, y
dan lugar a larvas también pelagicas que miden 3 mm.

La dieta de las larvas, tras la reabsorcion del saco vitelino, consiste en copépodos
calanoides, euphasiaceos, larvas de balanus y de moluscos gasteropodos. A los 20-25
dias de edad tiene lugar la metamorfosis, comienzan a reabsorber la vejiga natatoria e
inician su vida bentonica, estableciéndose en las zonas arenosas del fondo donde
comienza el preengorde. Durante los primeros meses de vida los alevines ingieren
anfipodos y misidiaceos, y a medida que van creciendo consumen presas de mayor
tamafo: peces y crustaceos. El crecimiento es rapido durante el verano, disminuye en
el invierno y vuelve a aumentar en la primavera siguiente.

El crecimiento durante los 3 6 4 primeros aflos es semejante en ambos Ssexos,
posteriormente las hembras crecen mas rapidamente que los machos.

1.1.2 Cultivo del rodaballo

A pesar de que a principios del siglo XX se consiguid la obtencion de huevos
fecundados y larvas de ejemplares de rodaballo en cautividad (Anthony, 1910), el
interés por el cultivo de esta especie con fines industriales no comenzo6 hasta la década
de Ios afios sesenta, tras los resultados de engorde obtenidos con alevines salvajes de
rodaballo que mostraron un rapido crecimiento y resistencia a la cautividad (Jones,
1970, 1972 b, 1973, 1974; Purdom et al, 1972). A partir de los afios setenta, en los
laboratorios de Lowestoft (Jones, 1972 a, b, 1973) y Port Erin (Alderson & Bromley,
1973) en Gran Bretafia, y en el Centre Océanologique de Bretagne (Girin, 1972, 1974)
en Francia, aplicaron técnicas de cultivo larvario ya conocidas para otras especies que
permitieron la obtencion de larvas que habian superado la metamorfosis. La
alimentacion de las larvas consistié en suministrar en los primeros dias el rotifero
Brachionus plicatilis y posteriormente nauplios de Artemia. A partir de entonces las
primeras investigaciones se dirigieron a aumentar la supervivencia larvaria, mejorando
la calidad nutricional de las presas anadiendo fitoplancton en el medio de cultivo y
estudiando diferentes factores que podian influir como temperatura, intensidad de luz,
tipo de tanques, tamafo y densidad de presa ( Alderson & Bromley, 1973; Howell,
1973,1979; Jones et al., 1974; Kingwell et al., 1977; Person Le Ruyet et al., 1978,
1981; Scott & Middleton, 1979; Scott & Baynes, 1979).

Sin embargo, la supervivencia larvaria y postlarvaria ha seguido siendo durante afios
un objetivo para afrontar la produccion de rodaballo a escala industrial. En la
busqueda de las causas de la alta mortalidad se han realizado numerosas

14



J SALIDA/ EXIT

Introduccion

investigaciones sobre el desarrollo de las larvas a nivel morfoldgico, histologico e
histoenzimoldgicos (Al Maghazachi & Gibson, 1984; Cousin & Baudin-Laurencin,
1985; Cousin et al., 1986), de diferentes aspectos del cultivo larvario (Person-Le
Ruyet, 1989) y del cambio de alimentacion viva a inerte conocida esta fase como
destete. Asi, en el cultivo larvario tienen gran influencia sobre la supervivencia, el
momento de la primera ingesta o alimentacion exodgena de las larvas (Quantz, 1985,
1989; Iglesias et al, 1993b), el tamafio y la densidad de presa (Quantz, 1985;
Fernandez -Pato ef al, 1990; Iglesias et a/, 1993a, Olmedo et al., 1995), asi como
nuevos tipos de presa como los copépodos (Witt et al, 1984; van der Meeren, 1991),
los requerimientos nutritivos en acidos grasos de cadena larga ( Kuhlmann et a/, 1982;
Witt et al, 1984; Stottrup & Attramadal, 1992), y de otros nutrientes esenciales como
aminoacidos, minerales y vitaminas (Gatesoupe, 1986; Robin, 1989; Ronnestad et a/,
1992 y Garcia de la Banda et al, 1992), y por Gltimo la calidad tanto de los huevos
(Kjorsvic et al, 1990) como del medio (Gatesoupe, 1989, 1990; Nicholas et al, 1989;
Perez Benavente & Gatesoupe, 1988). Respecto al destete también se ha realizado
estudios sobre a qué edad de la larva debe iniciarse, duracion del destete y diferentes
dietas de arranque (Browley, 1978; Kuhlmann et al, 1981; Gatesoupe, 1982; Browley
& Howell, 1983; Person-Le Ruyet et a/, 1983, 1989).

Por otro Iado, el crecimiento del rodaballo tras el destete no presenta problemas como
ya demostro Jones (1970, 1972b). Esta especie presenta una elevada tasa de
crecimiento que se incrementa con la temperatura (Brown et al, 1984; Martinez-Tapia
& Fernandez- Pato, 1991a; Imsland et al/ 1997a), baja mortalidad, facil manejo y
permite altas densidades de cultivo (Sanchez et a/, 1990; Ferndndez -Pato ef a/, 1990;
Martinez- Tapia & Ferndndez- Pato, 1991b). Ademas, presenta un dimorfismo sexual
en el crecimiento y en la maduracidn, el crecimiento es mayor en las hembras desde
Ios 8 meses de vida y hay diferencias en el crecimiento entre ejemplares maduros y no
maduros, es decir, existe una correlacion entre la maduracion y la tasa de crecimiento
(Imsland et al 1997a).

Las investigaciones realizadas durante los 20 ultimos afios han repercutido en la
aplicacion industrial del cultivo de rodaballo que ha experimentado un gran
desarrollo. Actualmente, las plantas de cultivo de rodaballo, a las que inicialmente se
transfirieron los conocimientos cientificos obtenidos a escala experimental, desarrollan
su propia tecnologia sobre su cultivo ya sea en sistemas intensivos o extensivos.

El cultivo intensivo se realiza en tanques relativamente pequefios y se utilizan altas
densidades tanto de larvas como de presas, por lo que exige un mayor control del
medio. Las presas se cultivan en el laboratorio, y debido al escaso valor nutricional de
algunad de ellas se enriquecen para solventar esas carencias antes de ser suministradas
a las larvas. En el medio de cultivo se puede introducir fitoplancton (técnica de aguas
verdes) que mantiene la calidad del medio y ademas sirve de enriquecedor del rotifero.
El fitoplancton puede ser sustituido por enriquecedores comerciales tanto para el
rotifero como para la Artemia (técnica de aguas claras).

El sistema extensivo se utiliza més en el norte de Europa, y se realiza en grandes
volimenes de agua donde las presas utilizadas provienen del zooplancton natural,

15



J SALIDA/ EXIT

Introduccion

principalmente copépodos, con un amplio rango de tamafios (Olmedo et al., 1995).
Los resultados de este sistema de cultivo tienen el inconveniente de ser variables ya
que dependen del zooplancton presente en cada momento.

La produccidon de rodaballo se realiza principalmente en aguas templadas, por no ser
rentable el engorde a bajas temperaturas, y en el area Sur Atlantica Europea, en
particular Espafia y Francia que se han situado a la cabeza de la explotacion industrial
del rodaballo. En Cantabria y Galicia la produccion de rodaballo se inicid en los afios
80, con el apoyo técnico de los centros costeros de Santander y Vigo del Instituto
Espafiol de Oceanografia (I.LE.O), donde se obtuvieron los primeros resultados sobre la
gran capacidad de adaptacion de ejemplares salvajes de esta especie a la cautividad y
sobre su crecimiento. Actualmente, la mayor parte de las plantas de cultivo de
rodaballo en Espafia, que inicialmente engordaban alevines procedentes de
“hatcheries” europeas, disponen de su propia tecnologia para autoabastecerse de
alevines.

La produccién industrial de rodaballo en Espafia en el afio 2002 fue de 3.998 toneladas
con una prevision de 5.020 toneladas para el 2003 segun datos de APROMAR.

1.2 ANTECEDENTES SOBRE LA GESTION Y LA CONSERVACION DE
GAMETOS

1.2.1 Gestion de reproductores de rodaballo

Aunque las primeras experiencias de Anthony (1910), manteniendo reproductores en
cautividad dieron como resultado puestas naturales viables y larvas en sus primeras
fases, el cultivo de esta especie se abandond hasta la década de los 70, en que una serie
de estudios ya mencionados en el apartado anterior, reavivaron el interés por el
rodaballo.

La reproduccién en el medio natural de esta especie fue descrita por Jones (1974),
donde aportd datos sobre la época de puesta, que se aplicaron para la obtencion de
huevos en cautividad. Desde entonces, varios centros de investigacion oficiales en
Francia (Ifremer, Brest) y Gran Bretafia (Maff, Lowestoft) establecieron stocks de
rodaballo en cautividad, bajo condiciones ambientales de temperatura y fotoperiodo, y
de lIos cuales obtuvieron puestas naturales (Girin, 1979; Browley et al, 1986;
Devauchelle et al, 1986, 1988; McEvoy, 1989). Aunque las condiciones de
estabulacion entre los centros de investigacion fueron diferentes en cuanto al volumen
de tanques (17-45 m3), la carga (0.7-2 kg/m3) y el tipo de fondo empleado (con y sin
arena), coincidian en los resultados. Las puestas naturales obtenidas presentaban una
serie de problemas, como tasas de fecundacion aleatorias (Devauchelle ef al, 1986),
incluso a veces ausencia de ésta (Barton, 1981) e inviabilidad de los huevos recogidos
o un desarrollo anormal (Bromley et al, 1986). Las posibles causas podrian ser las
variaciones de temperatura, que afectan negativamente a la viabilidad cuando son
superiores a 16° C (Devauchelle et a/, 1986), asi como otros factores como el estrés, la
salinidad, la dieta y/o el dafio fisico durante la recoleccion (Bromley et al, 1986).
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Las ventajas de la obtencion de puestas naturales son obvias, ya que se requiere un
minimo trabajo al ser recogidas con facilidad en el rebosadero de los tanques y los
reproductores estdn sometidos a un menor estrés, pero se hace dificil la seleccion
genética y se subestima la produccion total, ya que solo se recogen los huevos flotantes
y el resto se hunden en el tanque de reproductores.

A partir del trabajo de Bye & Htum-Han (1979) que sugirieron que la maduracion
gonadal del rodaballo estd influenciada positivamente por el incremento de las horas
de luz, mientras que la disminucion de éstas produce regresion gonadal, la
manipulacion mediante el control del fotoperiodo de las puestas del rodaballo en
cautividad se hace de manera rutinaria (Girin y Devauchelle, 1978; Fores et al., 1988;
Fauvel ef al., 1993a; Imsland et al,, 1997b). Las puestas pueden retrasarse prolongando
el fotoperiodo invernal (8h L: 16 O), mientras que para adelantarlos se induce a los
peces a un invierno temprano seguido de un fotoperiodo de verano (16 L: 8 O), y por
lo general no mas de dos meses por estacion (Downing, 1980). La variacion del
fotoperiodo puede ser gradual, imitando el fotoperiodo natural (Devauchelle et al.,
1988) o brusca, pasando directamente de 8 L: 16 O a 16 L: 8 O (Downing, 1980;
Forés et al., 1991; Peleteiro et al., 1995); en este caso se ha comprobado que a los 2
meses comienza de forma paralela el periodo de puesta de las hembras y los machos
estan fluyentes (Olmedo, 1995). Sin embargo, las hembras de rodaballo en cautividad
ovulan, pero no desovan espontdneamente y los huevos deben ser extraidos por presion
abdominal. Los machos son igualmente presionados para obtener el esperma y a
continuacion se realiza la fecundacion artificial.

Este sistema es el mas extendido por una serie de razones: se rentabiliza mejor una
planta de cultivo ya que se someten varios stocks a fotoperiodos diferentes, se obtienen
puestas a lo largo de todo el afio mientras que en la naturaleza el rodaballo desova
solo durante 2 meses y medio (Jones, 1972a, 1974), la produccion total de huevos
obtenidos por presion abdominal es mas alta que la obtenida mediante las puestas
naturales y las tasas de fecundacion de los huevos son mas regulares aunque bajas
(Devauchelle et al., 1986). Sin embargo, las tasas de fecundacion varian de un afio a
otro, de una hembra a otra y entre diferentes puestas de una misma hembra, y esa
variacion se atribuia a una sobremaduracion de los ovocitos por permanecer demasiado
tiempo en el lumen ovarico después de la ovulacion de la hembra.

Las investigaciones de Barton (1981) permitieron ver que la hembra de rodaballo
realiza una puesta secuencial segin unos ciclos de ovulacion, que son caracteristicos
de cada hembra. Estos ciclos de ovulacion no eran sincronicos, presentaban
variaciones entre individuos, estaciones reproductivas e incluso dobles ritmos
(McEvoy, 1985; Howell & Scott, 1989; Suquet ef al. 1992a; McEvoy & McEvoy,
1992). Mas tarde los trabajos de McEvoy (1984) permitieron determinar los tiempos
de ovulacidn y asi observar la tasa de sobremaduracion de los ovocitos retenidos en el
lumen ovarico. Las tasas de fecundacion y eclosion en ovocitos recién ovulados eran
maximas (90% y 97%) respectivamente, mientras que esas tasas se reducian
drasticamente en los ovocitos retenidos durante 20 horas a 13° C. Para asegurar la
maxima viabilidad de los huevos a esa temperatura deben extraerse a las 10-12 horas
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de la ovulacidn, ya que a partir de ese momento empieza la sobremaduracion. Ademas,
observo que el tiempo entre ovulaciones para cada hembra, bajo condiciones estables
de temperatura (14-15° C), era constante entre 60 y 95 horas, lo que permitié predecir
las ovulaciones futuras. Sin embargo, a temperaturas mas elevadas el tiempo de
ovulacién se acorta y se acelera la sobremaduracion (Bromley et al., 1986;
Devauchelle et al., 1986; Fauvel et al., 1992).

La sobremaduracion ha sido estudiado por diversos autores. El estado de
sobremaduracion de los ovocitos puede valorarse mediante la medicién del pH, ya que
en huevos recién ovulados el pH es de 8 y cuando hay sobremaduracion desciende a 7
(Fauvel et al, 1993b) o por el intervalo de tiempo entre la fecundacion y la primera
division, que es mas corto en los huevos recién ovulados (2 h 15 m a 15°C) que en los
retenidos 24 horas en el ovario que tardan 4 horas (Barton, 1981). Este efecto puede
reducirse realizando la presion abdominal a las hembras mas frecuentemente (Fauvel
etal, 1992a).

Por tanto, es muy importante mantener una estabilidad térmica durante la época de
puesta del rodaballo para reducir el estrés de los reproductores y poder predecir las
ovulaciones con exactitud. En ambos tipos de puestas, naturales e inducidas por
presidnabdominal, la temperatura Optima es de 13-15° C y las temperaturas superiores
tienen efectos adversos sobre la produccion de huevos viables. La prediccion de la
ovulacion juega ademas un papel muy importante en las investigaciones sobre la
calidad de los gametos y la seleccion genética de reproductores.

Por otro Iado, se han realizado estudios para inducir la puesta en el rodaballo mediante
el uso de hormonas. Fliichter (1972) obtuvo éxitos parciales al inducir la ovulacion
mediante inyeccién de una suspension de hipofisis de bacalao pero con hipéfisis de
carpa no obtuvo resultados. Barton (1981) tratd de inducir la ovulacion mediante
inyecciones intraperitoneales de una gonadotropina de salmon, con la idea de
sincronizar los ciclos ovulatorios de varias hembras que presentaban ritmos similares.
Mas tarde en la Unidon Soviética se han utilizado extractos hipofisarios de hembras
salvajes en estado III de maduracion y machos en estado IV de rodaballo conservados
en acetona, pero este método era costoso y poco homogéneo por la pérdida de la
actividad gonadotropa en el tiempo (Zolotnitskii, 1980).

Mas recientemente se han adecuado métodos eficaces de induccion de la puesta,
utilizados en la mayoria de las especies cultivadas, mediante LHRHa (analogo
sintético del factor hipotaldmico liberador de la hormona luteizante), ya sea por
inyeccion o implante. En el rodaballo la induccion de ovulacion con dosis de 5, 3 6 2
pg LHRHa /Kg de hembra, es rapida y sincronizada cuando el desarrollo gonadal es
medio y avanzado (entre 2 y 10 dias tras la inyeccion), pero con desarrollo incipiente
hace falta repetir el tratamiento a los 14 dias. Ademas, los ciclos ovulatorios de los
egjemplares hormonados se regularizan y el tiempo de ovulacion se acorta
concentrandose las puestas en un periodo de un mes, a la vez que aumenta el volumen
de la puesta (Peleteiro, 2001).
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1.2.1.1 Fecundacion artificial

La fecundacion artificial ha sido usada hace mucho tiempo en especies de agua dulce,
principalmente salmoénidos y ciprinidos (Billard, 1988, 1990). En salmoénidos su uso se
remonta a la Edad Media y es una técnica ampliamente utilizada que se conoce como
método seco, que consiste en mezclar una cantidad determinada de huevos con
esperma y posteriormente afiadir agua para activar la movilidad del esperma. No
obstante, no se obtenian buenos resultados en la fecundacion debido a un exceso de
espermatozoides, por lo que Nursall & Hasler (1952) sugirieron reducir la cantidad de
esperma, ya que un macho podia fecundar los huevos de 20 a 100 hembras (Morley &
Withier, 1969). Sin embargo, Nomura (1964) propuso la técnica del diluyente, que
posteriormente fue perfeccionada por Billard ef al. (1974) y Billard (1975) donde
determiné las cantidades 6ptimas de esperma, huevos y diluyente.

Esta técnica del diluyente ha sido escasamente utilizada en especies marinas como la
dorada Sparus aurata (Alessio & Bronzi, 1975), el mero Epinephelus tauvina (Chen et
al., 1977), la lubina Dicentrarchus labrax (Billard, 1984), bacalao Gadus morhua
(Trippel & Neilson, 1992), la caballa Rastrilliger neglectus (Broonprakov &
Dhebtaranon, 1974), el corvinén brasilefio Micropogonias undulatus (Gwo et al,
1991), el mugil Mugil cephalus (Lee et al, 1992), y el rodaballo Scophthalmus
maximus (Fauvel et al, 1993a).

Los estudios sobre la fecundacion artificial son particularmente importantes en
especies como el rodaballo, que no desova espontaneamente en cautividad, y que para
obtener huevos fecundados hay que extraer los gametos por presion abdominal y
realizar una fecundacion. Ademas, las condiciones de fecundacion en estas especies
tienen un mayor impacto sobre la produccion; asi en una planta piloto de rodaballo la
produccion media de huevos viables obtenidos tras la fecundacion artificial fue del
70%, pero con grandes variaciones (Omnes et a/, 1991).

No obstante, en la literatura sobre la gestion de reproductores, se describen grandes
variaciones en tasas de fecundacion, que pueden ser causadas por la calidad de los
gametos o por los diferentes métodos de fecundacion utilizados. Se han realizado
estudios sobre las caracteristicas generales de los gametos (Chereguini ef al, 1992a;
Chauvaud 1993; Fauvel et al, 1993a; Suquet et al, 1994), sin embargo a fin de
relacionar la calidad de gametos con la capacidad de fecundacion, debe determinarse
antes el método de fecundacion artificial mas adecuado y la relacion oOptima de
esperma-huevo que debe ser usada (Chereguini et al, 1995; Suquet et al, 1995).

Actualmente, los protocolos sobre fecundacion artificial y sobre la viabilidad de
gametos son de gran importancia en la investigacion y en la gestion de piscifactorias
comerciales.

1.2.2 Conservacion de gametos

El desarrollo del cultivo de peces marinos, con alto valor comercial, demanda un
mayor control de la reproduccion de peces y gestion genética para la optimizacion de
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la produccion. Dentro de este marco se requieren no solo gametos de alta calidad, sino
prolongar e incrementar la utilidad de Ios gametos para su gestion. La conservacion de
los gametos puede ser de varias horas, dias o de afios, dependiendo de la finalidad o
proposito de la conservacion. La duracion de la conservacion de gametos dependerd de
la temperatura final del almacenamiento y de la eleccion del método a utilizar. Asi, la
conservacion puede realizarse a corto plazo o “preservacion” a temperaturas proximas
a 00C y a largo plazo o “crioconservacion” a temperaturas muy bajas, normalmente a
-196° C, que es la temperatura a que se encuentra el nitrégeno liquido. A esta
temperatura la viabilidad celular puede ser almacenada en una forma genéticamente
estable.

1.2.2.1 Conservacion de esperma a corto plazo o preservacion

La conservacion a corto plazo del esperma es un método sencillo y practico que
permite prolongar la disponibilidad del esperma en la gestion de los reproductores, y
reducir la manipulacion y el estrés originado en Ios machos para obtener el esperma;
ademads puede ser una herramienta Util para incrementar la diversidad genética en los
stocks de reproductores y complementaria a la crioconservacion.

Se han realizado numerosos estudios sobre la conservacion a corto plazo del esperma
en especies de agua dulce, principalmente salmonidos (Carpentier & Billard, 1978;
Stoss et al, 1978; Scott & Baynes, 1980; Jensen & Alderdice, 1984; Erdahl, 1986;
Erdahl & Graham, 1987), y en especies como la anguila japonesa Anguilla japonica
(Ohta & Izawa, 1996), el lucio de los leucomas Stizostedion vitreum (Satterfield &
Flickinger, 1995), el pez gato Europeo Silurus glanis (Babiak et al, 1996), el esturion
Atlantico Acipenser oxyrhynchus (DiLauro ef al, 1994). Sin embargo estos estudios
son mas escasos en especies marinas, tales como la solia Pleuronectes platessa (Pullin,
1972), la lubina Dicentrarchus labrax (Saad, 1992), el sargo picnic Acanthopagrus
berda (Palmer et al, 1994), la brema negra Acanthopagrus schlegeli (Lim et al,
1997), el bacalao negro Anoplopoma fimbria (Alberdice et al, 1988a, b), el halibut
Pacifico Hippoglossus stenolepis (Bowden et al, 1990) y el corvinon ocelado
Sciaenops ocellatus (Wayman étal, 1998).

Los principales factores que influyen en la conservacion a corto plazo del esperma son
la temperatura, el intercambio gaseoso, los antibidticos y el uso o no de diluyentes
inmovilizantes (Stoss, 1983; Leung & Jamieson, 1991; Rana, 1995a ). Asi, hay
estudios sobre la adicion de antibioticos (Saad ef al, 1988; Linhart et al, 1991); sobre
la conservacion con oxigeno (Stoss et a/, 1978; Billard, 1981; Sunitha & Jayaprakas,
1997) y con diluyentes (Lim et al, 1997).

Se han realizado algunos estudios sobre el esperma de rodaballo, la mayoria sobre las
caracteristicas generales, como la concentracion de espermatozoides que varia entre 2
y 5,46 X 109 espermatozoides. mL'l (Suquet et al, 1992b; Suquet et al, 1994), la
composicion del liquido seminal con valores medios de osmolaridad, pH y contenido
total de proteina de 306 mOsm. L'l de 7,31 y de 8,8 mg.L'l respectivamente (Suquet
etal, 1993), la concentracion media del adenosin trifosfato (ATP) que es de 9,2 nmol
ATP/108 espermatozoides (Geffen & Frayer, 1993) y la movilidad del esperma, que
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depende de la presion osmotica del medio, siendo ésta maxima entre 300 y 1100
mOsm. L'l (Chauvaud 1993; Chauvaud et al, 1995). Ademés, al comparar con
especies de agua dulce, la duracion de la movilidad del esperma en rodaballo es
mayor, alrededor de 17 minutos (Chereguini ef al. 1992a, b; Suquet et al. 1994). Estas
dos ultimas caracteristicas son de gran importancia en esta especie a la hora de la
conservacion y la fecundacion artificial.

Sin embargo, no hay estudios sobre la conservacion a corto plazo del esperma de
rodaballo bajo diferentes condiciones, ni de como evitar el efecto nocivo de la orina
durante la obtencion de esperma (Dreanno et al., 1998).

1.2.2.2 Conservacion de esperma a largo plazo o crioconservacion

Desde hace tiempo se han desarrollado métodos para conservar en frio gametos
viables, pero éstos dependian de las investigaciones en Criobiologia que se iban
realizando sobre los crioprotectores; estos crioprotectores o crioconservantes son
agentes que actian protegiendo con efectividad al esperma del posible dafio originado
durante la congelacion y descongelacion. El glicerol fue el primer crioconservante
encontrado por Rostand (1946) y Polge et al. (1949).

Los primeros intentos de crioconservacion de esperma de peces se iniciaron, después
de Ios éxitos obtenidos con semen de bovidos y aves de corral, con Blaxter (1953) y
Sneed & Clemens (1956). Lovelock & Bishop (1959) encontraron en el dimetil
sulféxido (DMSO) un crioprotector mas potente que el glicerol y el etilen glicol, con
una tasa de penetraciéon mas rapida y que eliminaba el tiempo de equilibracion, es decir
el tiempo que debe transcurrir para que el crioprotecor penetre en el esperma, y que es
necesario con los otros crioprotectores conocidos. Posteriormente, Hodgins &
Ridgeway (1964) usaron el DMSO como agente protector de esperma en salmoénidos.

Los primeros éxitos de fecundacion de huevos con esperma congelado se realizaron
con especies de agua dulce, principalmente en salménidos ( Horton et al., 1967; Hoyle
& Idler, 1968; Graybill & Horton, 1969; Ott & Horton, 1971). Las primeras tasas de
fecundacion realizadas en especies marinas, tras almacenar esperma en frio, fueron
obtenidas por Blaxter (1953, 1955) y Mounib et al. (1968) con arenque Clupea
harengus y bacalao Gadus morhua.

Para el desarrollo de una técnica de crioconservacion de esperma en peces, hay que
tener en cuenta una serie de factores para que la técnica sea valida: caracteristicas y
calidad del esperma, diluyente, crioprotector, dilucion, tiempo de equilibracion,
velocidad de congelacion y descongelacion, y métodos de almacenaje.

1.2.2.2.1 Calidad del esperma

El esperma estd formado por los espermatozoides y el plasma seminal, que
proporciona al espermatozoide un medio adecuado para su almacenamiento en la
gbonada; normalmente la totalidad de los espermatozoides ya estdn formados al inicio
del periodo de espermizacion, pero estan inmoviles en los 6rganos reproductivos y en
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el esperma. Cuando el esperma es liberado por el macho al medio natural es cuando
comienzan Jlos vigorosos movimientos flagelares y la tasa metabolica aumenta
sustancialmente; esta iniciacion del movimiento o activacion del esperma se produce
por las diferencias con el medio exterior.

Los factores involucrados en la activacion del esperma son fundamentalmente la
presion osmotica, la composicion idnica y el pH del plasma seminal. El conocimiento
de estos factores es de gran importancia a la hora de crioconservar, ya que previamente
hay que seleccionar espermas de buena calidad, es decir, que presenten mejor
movilidad. La movilidad del esperma es usada como parametro para evaluar su
viabilidad ya que existe generalmente una correlacion entre la presencia de movilidad
del espermay su capacidad fecundante (Stoss, 1983).

Ademas, hay enormes diferencias en la calidad del esperma a nivel intra e
interespecifico (Rana, 1995a). Estas diferencias son debidas fundamentalmente a la
variabilidad genética, a la época del periodo reproductivo, a la biogeografia, la
alimentacién y el medio ambiente. Asi, en salmonidos la densidad y volumen de
esperma decrecen al avanzar el periodo reproductivo (Billard et al., 1971; Horton &
Ott , 1976), y en lubina Dicentrachus labrax y rodaballo Scophthalmus maximus
ademas se ha observado que la duracion de la movilidad del esperma también decrece
(Billard et al., 1977; Suquet et al, 1998a). En trucha arcoiris Salmo gairdneri la
viabilidad del esperma descongelado mejoraba si se alimentaban con dietas ricas en
acidos grasos w3 (Baynes & Scott 1987). Por otro lado, el método de obtencion de
esperma (Linhart ef al., 1987; Saad et al., 1988; Legendre et al., 1996; Dreanno et al.,
1998) y el tiempo que transcurre entre la obtencion del esperma y la criocongelacion
también influyen en la calidad (Scott & Baynes, 1980; Stoss, 1983; Harvey, 1983).

1.2.2.2.2 Diluyente

La eficacia de la crioconservacion mejora enormemente si el esperma se diluye en un
diluyente o “extender” adecuado para la especie (Scott & Baynes, 1980). Graybill &
Horton (1969) definen al “extender” como ““ una solucion de sales, que incluye a veces
compuestos organicos que ayudan a mantener la viabilidad celular durante la
congelacion y descongelacion®. Un buen diluyente debe permitir la dilucion de los
espermatozoides sin activarlos, mantener el equilibrio electrolitico y la presion
osmotica para minimizar los efectos de las diferencias de concentracion de sales, tener
capacidad tampon entre 6 y 8 para minimizar los cambios de pH, ser estable,
resistiendo la capacidad de degradacion enzimatica y no enzimadtica, y proveer de un
ambiente adecuado a las actividades metabolicas normales del espermatozoide.

Aunque hay muchos diluyentes distintos en la literatura cientifica y la composicion del
diluyente varia ampliamente, desde los mas simples a los mas complejos con hasta 27
componentes (Graybill, 1968), no se ha encontrado que esa complejidad este
relacionada con la criosupervivencia de los espermatozoides, y sencillas formulaciones
de cloruro sodico o de algin aztcar son incluso mas efectivos (Billard, 1980; Stoss &
Holtz, 1981; Stoss & Refstie, 1983). En general, la mayoria de los diluyentes
utilizados en la crioconservacién son soluciones de compuestos inorganicos y
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orgéanicos que imitan la composicion quimica del liquido seminal o suero sanguineo de
la especie. Revisiones sobre la composicion de Ilos diluyentes usados en
crioconservacion han sido realizadas por Scott & Baynes (1980), Leung & Jamieson
(1991) y McAndrew et al. (1993) y en especies marinas por Gwo (2000) y Suquet et
al. (2000). Los mas empleados son la solucion salina de Cortland, el medio de
Ménézo’s y el medio Mounib; este Ultimo fué modificado por Legendre & Billard
(1980) con resultados superiores al medio de Ménézo’s.

1.2.2.2.3 Crioprotector

Los crioprotectores se afiaden a los diluyentes para minimizar el estrés celular y los
dafios criogénicos que se producen durante la congelacion-descongelacion del
esperma, y deben poseer las propiedades de baja toxicidad y alta solubilidad en agua,
ya que deben alterar las propiedades fisicoquimicas del agua durante la congelacion. El
mecanismo de accion de los crioprotectores no esta claro, aunque sabemos que se unen
a las moléculas de agua y reducen la formacion de cristales intracelulares, bajando el
punto de congelacion. Se clasifican en permeables y no permeables segin su capacidad
de atravesar la membrana celular. Los permeables son moléculas de bajo peso
molecular como el glicerol, el dimetil sulféxido (DMSO), propilen glicol y etilen
glicol. Las moléculas de mayor peso molecular, como azlicares y proteinas, son
crioprotectores extracelulares que no entran en la célula pero actiian sobre los lipidos
de la membrana celular, haciéndoles mas flexibles y por lo tanto reduciendo los dafios
durante la congelacion, es decir, protegen la membrana del espermatozoide. Como
estabilizadores de membrana se han usado lipoproteinas, como la leche descremada en
polvo o la yema de huevo al 10-20% que han dado los mejores resultados, y
ultimamente la albumina suero bovino (BSA 4mg/ml). La albimina de suero esta
sustituyendo a la yema de huevo, por tener una caducidad mas alta, y se estan
obteniendo muy buenos resultados en test de fecundacion (Suquet pers. comm.). Esta
proteina es también usada frecuentemente en crioconservacion, cuando se observan
variaciones en la composicion del esperma durante el periodo de espermatizacion
(Billard, 1978; Legendre étal, 1980).

Los crioprotectores no permeables se suelen usar conjuntamente con los permeables, e
incluso se ha encontrado un sinergismo al combinar la glucosa con el DMSO, al
congelar esperma de sargo aleta amarilla Acanthopagrus latus (Gwo, 1994). En
general los no permeables dan mejores resultados con velocidades de congelacion
lentas y los permeables con rapidas.

Actualmente hay una gran cantidad de crioprotectores, aunque los mas usados en la
crioconservacion de esperma de peces teledsteos son el glicerol, DMSO y metanol
(McAndrew et al, 1993); y ademas son probados continuamente nuevos
crioprotectores como el 1,2 propanodiol. La eleccion del crioprotector depende de la
calidad y de la eficacia con el esperma asi como del coste. La concentracién final u
optima del crioprotector depende de los crioprotectores y especies, variando las
concentraciones entre el 7y 15%.
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1.2.2.2.4 Dilucion

Por otro Iado, hay que determinar la dilucion esperma-diluyente que se empleard en la
crioconservacion. Aunque se han realizado investigaciones utilizando diferentes
diluciones, los resultados son confusos. Asi, en salménidos no se han encontrado
diferencias en la viabilidad del esperma descongelado utilizando diluciones (volumen
de esperma : diluyente) que van desde 1:1 a 1: 9 (Truscott & Idler, 1969; Ott & Horton
1971; Horton & Ott 1976). Sin embargo, en trucha arcoiris Salmo gairdneri la dilucién
mejor era 1:3 (Legendre & Billard 1980) y para el lucio Esox [ucius, lubina
Dicentrachus labrax y dorada Sparus aurata es desaconsejable por encima de 1:2
(Billard, 1978). Las diluciones esperma : diluyente mas comunmente usadas van desde
1:3 a 1:6 segiin MeAndrew et al. (1993).

1.2.2.2.5 Tiempo de equilibracion

Para que el crioprotector penetre en la célula antes del proceso de congelacion es
preciso dejar un tiempo que llamamos de equilibracion. La tasa de incorporacion de
¢éste dependera del tamafio de la célula y del peso molecular del crioprotector; asi el
metanol con un peso molecular méas bajo penetra més radpidamente que el glicerol
(Harvey & Ashwood- Smith, 1982). Sobre este punto también hay resultados
contradictorios, mientras Harvey (1983) recomend6 eliminar el tiempo de
equilibracion, es decir, congelar inmediatamente tras diluir el esperma en el diluyente
que contiene el crioprotector, Rana et al. (1990) sugieren tiempos de equilibracion
entre 30-90 minutos y encuentran que hay una interrelacion entre el diluyente y el
tiempo de equilibracidon, es decir, que el tiempo de equilibracion dependerd del
diluyente. Sin embargo, en los trabajos de crioconservacion mas recientes se elimina o
reduce este tiempo para evitar el efecto toxico del crioprotector y la posible activacion
del esperma por el diluyente o por el crioprotector.

1.2.2.2.6 Velocidad de congelacion y descongelacion

Este punto es el mdas critico en la crioconservacion y el menos estandarizado en
esperma de peces a la hora de evaluar protocolos de crioconservacion. Las tasas o
velocidades de congelacion varian en la préactica segun el método de congelacion
empleado (Leung & Jamieson, 1991; McAndrew ef al,, 1993). Los datos limitados que
se tienen, sugieren que la velocidad optima de congelacion puede ser especifica para
cada especie (Stoss, 1983; McAndrew ef al., 1993; Suquet et al., 2000). En salménidos
se encuentran los mejores resultados con velocidades de congelacion de 30-35° C/min
(McAndrew et al., 1993). En especies tropicales y subtropicales las tasas de
congelacion son mas bajas. Billard (1978) con lubina Dicentrachus labrax y dorada
Sparus aurata obtuvo los mejores resultados con tasas de 10° C/min; en halibut
Atlantico Hippoglossus hippoglossus se obtuvieron con tasas de 20 -30° C/min ( Bolla
etal., 1987)y en corvinodn brasi lefio Micropogonias undulatus el rango de congelacion
optimo era de 10-150° C/min (Gwo et al., 1991).

Las tasas de descongelacion que se utilizan normalmente son rdpidas para evitar la
recristalizacion. También en este punto los resultados son dificiles de interpretar ya
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que en la mayoria de los casos se dan las temperaturas del bafio de agua utilizadas para
descongelar, pero no el tiempo de inmersion empleado para descongelar el contenedor
de esperma congelado. Las tasas de descongelacion empleadas estan entre 100 y 1500°
C/min, pero para salmonidos las mejores estan entre 1000 y 1500° C/min (Stoss,
1983); y en tilapias Sarotherodon mossambicus se encontraron pequeias diferencias
utilizando 90° C, 390° C o 1200° C/min (Harvey, 1983). No se han encontrado
diferencias en fecundacion descongelando el esperma de corvinon brasilefio
Micropogonias undulatus a 25° Cy 50° C (Gwo et al, 1991); ni tampoco en halibut
Atlantico Hippoglossus hippoglossus a 10° C y 40° C (Bolla et al., 1987). En la
practica las muestras se descongelan en bafos de agua a temperaturas entre 30-80° C,
antes de su uso en la fecundacion artificial.

1.2.2.2.7 Métodos de almacenaje

El esperma diluido se almacena de diferentes maneras, en “pellets” o bolitas (40-100
pL), en pajuelas de plastico (0.25-0.5 pL) como las utilizadas en ganaderia y en
criotubos de polipropileno (2-5 mL).

Los “pellets” o bolitas del esperma diluido se suelen congelar utilizando bloques de
hielo seco a-719° C (Legendre & Billard, 1980; Stoss & Holtz, 1981; Stoss & Reftsie,
1983). Este método consiste en hacer agujeros en el hielo y rellenarlos con el esperma,
posteriormente las bolitas se sacan y guardan en un vial hasta su uso; este método es
practico para el trabajo de campo, genera una tasa de congelacion de 30-35° C y es
usado en trucha (Scott & Baynes, 1980). Sin embargo, con este método puede ocurrir
una recristalizacion al descongelar los “pellets” (Erdahl ef al, 1984), por lo que el uso
de pajuelas y criotubos es mas seguro.

Las pajuelas y criotubos con el esperma diluido se congelan sobre los vapores de
nitrogeno liquido en una caja de poliestireno espandido o en la boca de un contenedor
de nitrégeno liquido. Estos métodos son los mas usados, y en la mayoria de los casos
no se registran o determinan las tasas de congelacion. En el caso de congelar en la
boca o cuello del contenedor las tasas de congelacion son impredecibles y la
congelacion ademads tiene el inconveniente de realizarse en vertical, es decir, el
esperma mas proximo a los vapores se congelara antes que el esperma del final; sin
embargo cuando se utiliza la caja la congelacion se realiza en horizontal y todo el
esperma se congela a la vez.

Las pajuelas comerciales presentan en un extremo un tapon de algodon, y una vez
rellenadas con el esperma, mediante aspiracién, se cierran con calor o utilizando
productos en polvo como el alcohol polivinilico, que en contacto con el liquido forman
un tapon o sello. La pajuelas se encuentran en el mercado con diferentes colores e
incluso con un codigo para poder identificarlas, y se guardan, una vez congeladas, en
los cestillos que llevan los contenedores de almacenaje de nitrogeno liquido hasta su
uso.

Los criotubos también vienen con tapones de diferente color para su identificacion y se
guardan, una vez congelados, en criocanulas de acero inoxidable con un sistema de
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presion que sujeta al criotubo y permite guardar a la vez varios criotubos en una
criocanula. Posteriormente las criocanulas se guardan en los cestillos de Ios
contenedores de almacenaje de nitrogeno liquido.

En la actualidad también existen en el mercado equipos de congelacion programables
que permiten controlar las tasas de congelacion y descongelacion y por tanto evaluar
el protocolo, pero son menos manejables para el trabajo de campo y muy costosos.
Ademas, hay que tener en cuenta que las muestras guardadas en contenedores de
nitrogeno liquido, pueden sufrir fluctuaciones de temperatura entre -60° C y -150° C
que dependeran del nivel de nitrogeno en el contenedor, temperatura ambiental y
frecuencia de apertura para sacar material.

Actualmente, la crioconservacion de esperma ha sido realizada en mas de 200 especies
de agua dulce, principalmente salmonidos (Lahnsteiner, 2000), y en 40 especies de
peces marinos (Rana , 1995a, b; Gwo, 2000). Los resultados sobre crioconservacion de
esperma han sido muy variables por los diferentes métodos utilizados e incluso con el
mismo método y las mismas especies (Billard ef al. 1995; Rana 1995a). Mas atn, por
las diferencias entre individuos y entre eyaculados de un mismo macho (Maisse,
1996). El esperma de peces marinos es mas resistente al proceso de congelacion y
descongelacion que el de los peces de agua dulce, es decir, parece resistir mejor la
crioconservacion (Scott & Baynes, 1980; Maisse, 1996), probablemente debido a la
alta proporcion de colesterol/fosfolipidos en la membrana del espermatozoide (Drokin,
1993), del contenido de ATP y otros factores desconocidos (Ogier de Baulny, 1997).

Entre las especies marinas se encuentran los lenguados, Pleuronectes platessa (Pullin,
1972); Pleuronectes schrenki y Pleuronectes herzenteini (Saitoh, 1996), Pleuronectes
ferrugineus (Richardson et al., 1999); el rodaballo Scophthalmus maximus (Chereguini
et al, 1992a, b; Peleteiro et al/, 1996; Dreanno et al, 1997); otros peces planos tales
como Paralichtys olivaceus, Limanda yokohamae, Verasper moseri y Microstomus
achne (Saitoh, 1996, Tabata & Mizuta, 1997); la lubina Dicentrarchus labrax (Billard,
1984; Fauvel et al, 1998a, b; Saad, 1992); la dorada Sparus aurata (Billard, 1984;
Chambeyron & Zohar, 1990); el besugo Pagellus bogaraveus (Chereguini et al, 1992
a, b); el halibut Atlantico Hippoglosus hippoglosus (Bolla et al, 1987); el corvinén
brasilefio Micropogonias undulatus (Gwo et al, 1991) y el corvinon ocelado
Sciaenops ocellatus (Wayman et al, 1998).

En los primeros estudios sobre criocongelacion de esperma de rodaballo realizados por
Chereguini ef al (1992a, b), donde se adaptd la técnica empleada para otros peces
marinos (Billard & Dupont, 1975; Billard 1978), se observd una buena supervivencia
del esperma tras 10 meses de la congelacion. Los diluyentes usados fueron el DCSB4,
que es una modificacion del medio Mounib, y el medio de Ringer modificado por
Rana & McAndrew (1989), y como crioprotector permeable el dimetil sulféxido
(DMSO). Posteriormente, la viabilidad del esperma descongelado con esta técnica de
crioconservacion adaptada al rodaballo se confirm6é mediante fecundaciones
artificiales. Estos primeros experimentos de fecundacion con esperma crioconservado,
usando como diluyentes el medio Ringer y el Mounib modificado, asi como diferentes
relaciones esperma: diluyente (1:2 y 1:3), mostraron tasas de fecundacion de 85-92% y
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de eclosion de 23-35% , similares a las obtenidas con esperma fresco para esta especie
(Fauvel ef al.,, 1992, 1993a; Peleteiro ef al., 1995), pero no habia diferencias entre los
dos diluyentes y las diluciones usadas. Sin embargo, los resultados sobre que diluyente
era mejor no fueron concluyentes.

Por otro Iado, la mayoria de los estudios de crioconservacion de esperma citados en la
literatura se refieren a especies de agua dulce, generalmente los estudios eran a
pequefia escala para determinar las tasas de fecundacion tras la descongelacion
(Conget et al., 1996; Zheltonozhko et al., 1997; Babiak et al., 1998), y solamente
algunos dan tasas de eclosion y datos sobre el crecimiento de las poblacion de alevines
resultantes (Moczarski, 1977; Kerby, 1983; Kerby et al, 1985; Van der Bank & Steyn,
1992; Palmer et al, 1993; Van der Walt et al, 1993; Tiersch et al, 1994; Lubzens et
al 1997). En el caso del rodaballo, los trabajos sobre crioconservacion de esperma
(Peleteiro et al, 1996; Dreanno ef al, 1997) presentan datos comparativos de tasas de
fecundacion y eclosion entre esperma fresco y crioconservado. Sin embargo, ninglin
trabajo ha obtenido datos del desarrollo de las larvas, excepto hasta el dia 10 de cultivo
(Suquet et al, 1998b), y del crecimiento de los alevines obtenidos con esperma
congelado, datos necesarios para la transferencia de estas técnicas de crioconservacion
a “hatcheries” comerciales.

1.2.2.3 Conservacion de huevos a corto plazo

La conservacion de huevos de peces, después de su obtencion por presion abdominal,
puede ser utilizada cuando los gametos deben transportarse, para sincronizar la
disponibilidad de gametos de ambos sexos, y en la gestion de gametos que incluye
fecundaciones artificiales y manipulaciones cromosdémicas. Los intentos de
crioconservar huevos de peces sin fecundar no han sido posibles hasta ahora debido a
la inadecuada deshidratacion y toxicidad de los crioprotectores (Rana, 1995a, b). Por
ello, han sido desarrollados protocolos de conservacion a corto plazo utilizando
temperaturas bajas pero positivas, para salmonidos (Billard, 1992), siluros (Legendre
et al, 1996) y carpa Cyprinus carpio (Linhart et al, 1995a). La mayoria de estos
trabajos son en salmonidos, muestran el efecto de la temperatura (Billard & Gillet,
1981; Hsu & Goetz, 1993) y la composicion del diluyente ( Billard, 1980; Billard &
Jalabert, 1974) sobre la capacidad de conservacion o almacenamiento de los huevos.
El efecto de ambos factores también ha sido estudiado en el pez gato Europeo Silurus
glanis (Linhart & Billard, 1995b) y en carpa Cyprinus carpio (Rothbard et al, 1996).
El efecto de la adicion de oxigeno en los contenedores con huevos también ha sido
estudiado en tilapia Sarotherodon mossambicus, e incrementa la tasa de fecundacion
tras el almacenamiento de los huevos (Harvey & Kelley, 1984). Ademas, la activacion
espontanea de los huevos del carpin Carassius auratus, que origina el cierre del
micropilo, ha sido bloqueada incorporando un inhibidor de tripsina de soja, y
proporciona una manera de mantener in vitro la viabilidad de los huevos durante un
periodo largo (Hsu & Goetz, 1993).

En peces marinos, Blaxter (1963) obtuvo altas tasas de eclosion con huevos de arenque

Pacifico Clupea pallasii conservados durante un periodo no superior a 36 horas, y la
mayor supervivencia fue cuando los huevos se guardaron a salinidades entre 10y 17.
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Sin embargo, en el halibut Atlantico Hippoglosus hippoglosus los huevos almacenados
mas de 6 horas presentaban un pobre desarrollo tras la fecundacién (Basavaraja, 1991).

En la gestion del esperma de rodaballo han sido establecidos métodos que incluyen
técnicas de conservacion (Chereguini et al. 1992a, b,; Dreanno et al., 1997). Sin
embargo, la gestion de huevos de rodaballo ha sido limitada a la descripcion del efecto
de sobremaduracion sobre la calidad de Ios huevos (McEvoy, 1984) y a la reduccion
de este proceso (Fauvel et al., 1992).

1.3 OBJETIVOS

La presente Tesis Doctoral forma parte de las investigaciones realizadas en La Planta
de Cultivos Marinos El Bocal del Centro Oceanografico de Santander, dirigidas
fundamentalmente al estudio de la conservacion de gametos de alta calidad del
rodaballo.

El objetivo general de esta Tesis ha sido la optimizacion de la gestion de los stocks de
reproductores en el cultivo del rodaballo, para la determinacion del método mas
adecuado de fecundacion artificial y de la conservacion de los gametos a corto y largo
plazo, con el fin de obtener un rendimiento maximo en las explotaciones industriales.
Adicionalmente, se ha realizado la evaluacion del crecimiento de larvas y alevines
producidos con gametos conservados, para garantizar la fiabilidad de dichas técnicas al
sector productor de rodaballo.

Los objetivos especificos de esta Tesis son los siguientes:

* Optimizacion de la técnica de la fecundacion artificial de gametos mediante el
estudio de diferentes métodos ampliamente usados, y determinar la relacion
optima de esperma-huevo que debe usarse en la fecundacion.

* Conservacion del esperma a corto plazo o “preservacion”, definiendo Ilos
factores que estan implicados, y la puesta a punto de un método que garantice
la capacidad de fecundacion del esperma preservado, para su transferencia a
empresas comerciales.

* Conservacion del esperma a largo plazo o “crioconservacion”, estudiando
algunos de los factores que estdn involucrados, y la puesta a punto de una
técnica que garantice la capacidad fecundante del esperma crioconservado,
para su transferencia a empresas comerciales.

* Evaluacion del crecimiento de larvas y alevines obtenidos aplicando la técnica
de crioconservacion de esperma.

* Investigacion sobre la conservacion de huevos a corto plazo o “preservacion’:

estudio de parametros o factores implicados y de la capacidad de ser
fecundados los huevos tras la conservacion.
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1.4 JUSTIFICACION

El sector productor de rodaballo para poder incrementar la produccién de esta especie,
con alto valor comercial, demanda un mayor control de la reproduccion y de la gestion
genética de los reproductores. En la gestion de reproductores hay grandes variaciones
en las tasas de fecundacion, que pueden ser debidas a la calidad de Ios gametos o a los
diferentes métodos de fecundacion que se emplean actualmente y por otro lado para la
mejora genética de esta especie se requieren métodos o técnicas que prolonguen la
viabilidad de los gametos de alta calidad. Esta situacion, ha motivado que en el area de
Acuicultura del Consejo Internacional para la Exploracion del Mar (CIEM) y en una
de las lineas prioritarias del Programa Marco, se recomienden estudios sobre la calidad
de gametos, y la optimizacion de métodos, que permitan prolongar la viabilidad de
gametos de alta calidad en el tiempo.

Actualmente, la conservacion de gametos, en especial del esperma, juega un papel
muy importante en la mejora de la gestion de reproductores de especies de peces
cultivados. Es una herramienta esencial que permite en parte controlar la reproduccion
de los peces, al poder utilizarse dicho esperma en cualquier época del ano. El éxito de
la crioconservacion en la gestion de reproductores presenta muchas ventajas, entre
ellas controlar la reproduccién en peces al poder utilizar esperma en cualquier época
del afio, conservar la variabilidad genética de especies con la creacion de bancos
genéticos de ejemplares con caracteres ventajosos, en extincion u obtenidos por
manipulacion genética, para realizar hibridacion entre especies separadas
geograficamente, como solucion a los desfases madurativos entre machos y hembras
que se presentan en especies en cautividad, la reduccion de costes de transporte, de
riesgos de transmision de enfermedades y del stock reproductor.

1.5 ARTICULOS QUE HAN ORIGINADO LA MEMORIA PRESENTADA

El desarrollo de los trabajos de esta memoria ha dado lugar a las siguientes
publicaciones:

Chereguini O., Cal R.M., Dreanno C., Ogier de Baulny B., Suquet M., Maisse G.,
1997. Short-term storage and cryopreservation of turbot {Scophthalmus maximus)
sperm. Aquatic Living Resources. 10, 251-255.

Chereguini O., Garcia de la Banda 1., Rasines I., Fernandez A., 1999. Artificial
fertilization in turbot, Scophthalmus maximus (L.): different methods and
determination ofthe optimal sperm-egg ratio. Aquaculture Research 30, 319-324.

Suquet M., Chereguini O., Omnes M.H., Rasines L, Normani Y., Pan Souto I &
Quemener L. (1999) Effect of temperature, ova volume and additionof a diluent, of
antibiotic, of oxigen and of a protein inhibitor on short-term storage capacities of
turbot {Psetta maxima) ova. Aquatic Living Resources 12( 4), 239- 246.
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Chereguini O., Garcia de la Banda 1., Rasines I. & Fernandez A. (2001) Larval growth
of turbot, Scophthalmus maximus (L.) produced with fresh and cryopreserved sperm.
Aquaculture Research 32, 133-143.

Chereguini O., Garcia de la Banda I., Rasines 1. & Fernandez A. (2002) Growth and
survival of young turbot (Scophthalmus maximus L.) produced with cryopreserved
sperm. Aquaculture Research 33, 637-641.

Chereguini O., Garcia de la Banda I, Herrera M. & Martinez [, 2003.
Cryopreservation of turbot Scophthalmus maximus (L.) sperm: fertilization and
hatching rates. Aquaculture Research 34, 9.

Chereguini O., Garcia de la Banda I., Rasines I., Polo S. & Herrera M. Short-term

preservation of turbot Scophthalmus maximus (L.) sperm: fertilization and hatching
rates. Manuscrito para su publicacion.
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2.1 MATERIAL BIOLOGICO
2.1.1 Estabulacion de reproductores

Los trabajos experimentales de esta tesis se han realizado con el stock reproductor de
la Planta de Cultivos “El Bocal” del Centro Oceanogréafico de Santander, adaptado a la
cautividad desde 1982, que esta estabulado en dos tanques de 60 m3 (R3 y R4) con
control de fotoperiodo (8 h Luz: 16 h Oscuridad). El nimero de total de ejemplares es
de 156, de los cuales 78 son machos y los otros 78 son hembras. La densidad de
estabulacion es de 4 Kg/m3y la relacion de machos/hembras es de 1:1. Este stock ha
sido renovado a lo largo de los afios con ejemplares producidos en la planta de
cultivos.

Los tanques son de hormigén armado, recubierto con poliéster para que la superficie
sea lisa y evitar agresiones. Los tanques son rectangulares, y para favorecer la
circulacion del agua, en la parte central de uno de los lados estd la entrada del agua y
en la parte opuesta a ésta hay un rebosadero por donde sale el agua del tanque. El agua
del rebosadero cae a un colector de huevos provisto de una malla de 500 mieras, donde
se recogen los huevos en el caso de que hubiese una puesta natural, poco frecuente en
el caso del rodaballo.

Los ejemplares del stock estdn sexados y marcados de dos formas: con nitrégeno
liquido y con un sistema de identificacion electronico (Trovan de EiD ibérica, S.A)
para facilitar una gestion individualizada de cada ejemplar. El control del sexo de los
reproductores se realiza mediante un muestreo al comienzo de la maduracién gonadal,
a pesar de que los machos se pueden reconocer facilmente al ser fluyentes a lo largo
del afio. Sin embargo, se puede cometer el error de marcar como hembra a alglin
macho no fluyente.

Para el mareaje con nitrogeno liquido se emplean unas varillas de acero que es su
extremo inferior llevan un numero del 0 al 9. El mareaje se realiza sumergiendo las
varillas numeradas en el nitrogeno liquido durante 3 minutos y a continuacion se aplica
sobre la piel del reproductor presionando durante 20 segundos. Este tipo de mareaje
permite distinguir individualmente a los ejemplares y facilita su localizacion dentro del
tanque. Las hembras se marcan en la parte anterior de la zona dorsal, detras de la
cabeza, y los machos en la parte posterior de la misma zona pero encima de la linea
lateral (Fig.l). Sin embargo, estas marcas con el tiempo se difuminan y es necesario
remarcar los ejemplares al menos una vez al afio.

Actualmente, se les marca también con “microchips” que llevan un cdédigo
alfanumérico unico, y que permite la identificacion del ejemplar en caso de duda. El
“microchip” se coloca también en la parte media de la zona dorsal mediante un
inyector especial que lleva en el interior de la aguja el “microchip”. La identificacion
del ejemplar se realiza pasando un lector LID-500 por encima del ejemplar.
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Figura 1. Mareaje de un macho con nitrégeno liquido

Los reproductores son alimentados con un pienso semihiimedo en forma de “pellets”,
elaborado en nuestro laboratorio mezclando Fish Breed M (INVE Aquaculture NV)
con un 7% de agua, con excepcion de un dia que se les suministra solamente pescado
troceado, utilizando generalmente lirio Micromesistius poutassou y chicharro
Trachurus trachurus. La composicion del pienso se refleja en la Tabla 1. El nivel de
alimentacion es aproximadamente del 2,5% de la carga del tanque por dia.

Tabla I. Composicion del pienso de reproductores de rodaballo

Fish Breed Marine

Proteina bruta 62%
Grasa bruta 17%

Fibra 0,5 %
Cenizas 11%
Vitamina A 25.000 TU
Vitamina D3 5.000 IU
Vitamina E 800 mg
Sulfato de cobre 6,7 mg
Antioxidantes: Etoxiquina, BHT

El alimento se suministra diariamente, dos veces al dia, y en las ocasiones que la
ingesta se reduce, se rebaja la cantidad de alimento o se elimina una toma al dia. Las
variaciones en la ingestion estan relacionadas con los diferentes estados fisiologicos de
los reproductores. La mas marcada es en la época de reproduccion, donde la mayoria
de los ejemplares reducen la ingestion del alimento y utilizan todas sus reservas
nutritivas en la formacion y maduracién de gametos, a excepcion de los machos y de
las hembras que aun no han madurado. Por tanto, la dieta en los reproductores debe
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cuidarse especialmente para asegurar las reservas nutritivas durante el periodo de
interpuestas o de descanso.

2.1.2 Control de la maduracion

La maduracion gonadal del stock se induce mediante un cambio brusco del
fotoperiodo (de 8 a 16 horas luz /diarias). Al mes y medio del cambio de fotoperiodo
se realiza un muestreo para determinar los estados de maduracion gonadal y a Ios dos
meses aproximadamente comienza la puesta. El periodo de maduracion de ambos
stocks esta separado en el tiempo, asi el periodo de puesta del stock R3 empieza a
finales de Enero y finaliza en Junio, mientras que el R4 empieza a finales de Octubre y
termina en Enero. Esta programacion se debe al hecho de no tener la instalacion
control de temperatura del agua de mar, se evitan los riesgos de tener puestas en
verano, con sobremaduracion o poca viabilidad (Fauvel er al, 1992; 1993a),
mortalidad postpuesta, enfermedades etc..

En la hembras de rodaballo, el inicio de la maduracion es asincronico, dependiendo de
su estado fisiologico, y es facil de observar al ir aumentando el tamafio del ovario.
Pueden distinguirse los siguientes estados de maduracion:

Estado 1: cuando se observa un pequefio abultamiento en la parte posterior del ovario
o en el comienzo del 16bulo posterior.

Estado 2: la dilatacion se observa en toda la longitud del 16bulo posterior.

Estado 3: o de prepuesta, el 16bulo anterior estd también dilatado, y se observa toda la
parte abdominal hinchada.

Estado 4: se inicia la puesta

Estado 5: o de postpuesta, se inicia la regresion gonadal.

La duracion de estos estados varian de unos ejemplares a otros, por lo que se realiza un
seguimiento semanal de cada hembra desde el inicio de la maduracion hasta que
empieza la puesta. A continuacion, cada hembra se controla diariamente para
determinar su ritmo de ovulacion que suele ser normalmente de 2, 3 6 4 dias. A partir
del momento en que se conoce su ciclo de ovulacion, la hembra so6lo se saca del tanque
el dia del ciclo previsto para obtener los huevos por presion abdominal, de esta forma
se aumenta el rendimiento y se evita la sobremaduracion.

En el caso de los machos, los testiculos son pequefios y estan en la parte anterior del
abdomen, situados a cada lado de la cavidad visceral, y de ellos parten los conductos
eferentes que terminan en el poro genital muy proximo al ano. Aunque a lo largo del
afio es posible obtener pequenas cantidades de esperma, es en la maduracion gonadal
de las hembras cuando los machos estan fluyentes y emiten mayores cantidades de
esperma al presionar suavemente ambos testiculos en direccion al poro genital.

Finalizado el periodo de puesta, se realiza un muestreo postpuesta para determinar la

necesidad de algun tratamiento, ajuste de la alimentacion y se vuelve a modificar el
fotoperiodo para el periodo de reposo (8 h Luz: 16 h Oscuridad). Se recomienda un
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periodo de reposo entre seis y siete meses antes de la siguiente maduracion, ya que
periodos mas cortos reducen la viabilidad de las puestas.

2.1.3 Obtencion de huevos

Diariamente se obtienen los huevos por presion abdominal de las hembras, segin el
ritmo de ovulacién de cada ejemplar, y que varia entre generalmente 48 6 96 horas
(Fig.2). La hembra una vez sacada del tanque, se situa en una mesa donde al taparle los
ojos, se reduce el estrés y se facilita la manipulacion de la hembra al mantenerse
tranquila. A continuacidn, se realiza manualmente la presion abdominal mediante un
masaje desde la parte posterior a la anterior de la gonada, con la precaucién de no
provocar dafios en los ejemplares. Sin embargo, es conveniente extraer el maximo de
huevos recién ovulados para evitar la sobremaduracion que se produciria al
permanecer en el ovario hasta la siguiente extraccion.

Los huevos se recogen en un recipiente de plastico que debe estar limpio y seco, ya
que los huevos del rodaballo, como los de otros peces, se activan en contacto con el
agua de mar y se produce una reaccion cortical que les hace impenetrables al esperma.
A continuacion, se valora la calidad de las puestas para decicir si van a ser o no
utilizadas.

Figura 2. Obtencion de huevos por presion abdominal de hembras maduras.

2.1.4 Obtencion de esperma

La manipulacion del macho se realiza de la misma forma que con las hembras. El
esperma se obtiene por presion abdominal de los machos fluyentes, ejerciendo una
suave presion desde el interior de la cavidad abdominal hacia el poro genital. Sin
embargo, antes de recoger el esperma, es fundamental eliminar la orina para evitar
contaminaciones que alteren los resultados de la valoracion de la calidad del espermay
su posterior conservacion en el caso uq sea de buena calidad. Una vez eliminada la
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orina, se seca el poro genital con papel absorbente y se recoge con cuidado el esperma
mediante una jeringuilla de 1-mL desprovista de aguja y se guarda en hielo picado a
0o C hasta su valoracion y posterior uso (Fig. 3).

Figura 3. Obtencion de esperma por presion abdominal de machos fluyentes.

2.1.5 Valoracion de la calidad de gametos

El criterio de calidad de Ios huevos se basa principalmente en la viabilidad del huevo
para producir larvas (Kjorsvik ef al., 1990), y consiste en observar que los huevos de
la puesta son perfectamente esféricos (mayor o igual a 1 mm de diametro),
translicidos, con una gota de grasa y sin espacio perivitelino. La viabilidad de los
huevos se realiza mediante observacion microscopica estereoscopica sobre una
muestra de 0,5 mL de la puesta, tomada con una micropipeta Gibson, en placa de
contaje Boronov, y se determina la tasa de viabilidad (n° de huevos viables/ n° total de
huevos X 100).

Ademas, se realizan otras valoraciones de la puesta como el numero de total de huevos
y la medicion del pH. El ntimero total de huevos se determina por volumetria,
introduciendo los huevos en una probeta graduada, y se calcula multiplicando el
numero de total de huevos/ mL, obtenidos anteriormente, por el volumen. La medicion
del pH indica si los huevos son recién ovulados, con valor de 8, o si hay
sobremaduracion al descender a 7 (Fauvel ef al., 1993b). Generalmente, se utilizaron
puestas superiores a 50 ce y con viabilidades superiores al 70%.

La calidad del esperma se valora en funcion de la densidad y movilidad por

observacion microscopica a 400X segun los siguientes protocolos estandarizados
(Chereguini ef al. 1992a, b; 1995):
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La densidad se valor6 mediante el recuento de espermatozoides por mL., con camara
de Thoma o Neubauer, tras una dilucion 1:20 del esperma en una solucion de
formoélico al 1% con bicarbonato sédico (5 g L'l de solucion de formolico). La
solucion resultante es diluida otra vez a 1:20 y posteriormente se realiza el contaje.

La movilidad se determina a partir de una dilucion 1:5 del esperma en la solucion
inactivante Ringer 200 mOsmol L'l, y su posterior activacion, que se induce al afadir
agua de mar a 40C mediante otra dilucion 1:20 del esperma inmovilizado con el agua.
Inmediatamente la movilidad se cuantifica segin la tabla de Sanchez- Rodriguez
(1975), que va desde 0 a 5 dependiendo del porcentaje de espermatozoides que
presenten movimientos rapidos:

0 - Todos los espermatozoides son inmoviles.

1 - Los espermatozoides presentan una ligera agitacion y alguno se desplaza.

2 - 20-40% de espermatozoides se desplazan rapidamente, otros lentamente y
la mayoria inmoviles.

3 - 40-60 % de espermatozoides se desplazan rapidamente, otros lentamente y
algunos inmoviles.

4 - 60-80% de espermatozoides se desplazan rapidamente, mientras que otros
lo hacen con desplazamientos lentos.

5 - 80-100% de espermatozoides se desplazan rapidamente

Esta operacion ha de realizarse rdpidamente ya que con el tiempo la movilidad del
espermatozoide va decreciendo. Los espermas con movilidades inferiores a 3 fueron
descartados (Fig. 4).

Figura 4. Movilidad de espermatozoides de rodaballo
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2.2 DISENOS EXPERIMENTALES

2.2.1 Fecundacion artificial
2.2.1.1 Métodos de fecundacion artificial

A partir de los diferentes resultados obtenidos en la fecundacion artificial del
rodaballo, se realizd un disefio experimental para comparar tres métodos de
fecundacion comunmente utilizados en “hatcheries” comerciales con el fin de
determinar cual era el mas adecuado, usandose como criterio de evaluacion la tasa de
fecundacion obtenida.

Este estudio se realizd con 13 puestas obtenidas a partir de diferentes hembras. La
puesta de cada hembra, una vez valorada, fue dividida mediante una micropipeta
Gibson en nueve lotes de 5 mL de huevos (900 mL'l) y se situaron en vasos de
precipitado de 100 mL. De estos, tres lotes fueron fecundados mediante el método de
fecundacion en seco (FS) y los otros seis lotes se fecundaron mediante el método de
fecundacion humeda (FH), afiadiendo agua de mar en diferentes proporciones huevos/
agua de mar. Debido al pequefio volumen de esperma que se obtiene al presionar los
machos y a su variablilidad (Suquet ef al., 1994), el esperma utilizado fué¢ una mezcla
o0 “pool” del esperma de dos machos diferentes, para asegurar una buena fecundacion.
La cantidad del pool de esperma utilizada en la fecundacion artificial (FA) fue de 25
pL, ya que la relacion esperma / huevo generalmente utilizada en nuestro centro es de
ImL por cada 200 mL de huevos extraidos. En todas las fecundaciones realizadas en
este estudio con cada puesta se utilizd un pool de esperma diferente (Fig.5).

% Fecundacion

Figura 5. Esquema de Ios tres métodos de fecundacion artificial (FS; FH1 y FH2) que se compararon
en este trabajo.
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El método FS consisti6 en afiadir el esperma a los huevos, y después de unos 20
minutos de contacto de ambos, previamente homogeneizada la mezcla, se afiadio 100
mL de agua de mar, y a continuacion se incub6 a temperatura ambiente. El método FH
se realiz6 poniendo el esperma en contacto con los huevos e inmediatamente se afade
agua de mar para activar el esperma, en dos proporciones huevos/agua de mar
diferentes: 2V/V (FH1; 2,5 mL) y V/V (FH2; 5 mL). Después de 20 minutos de
contacto del esperma - agua de mar- huevos, se afiadid6 100 mL de agua de mary se
incubd a temperatura ambiente.

Después de 2 horas y media de incubacion, se tomaron dos aliquotas de cada lote que
se situaron en una placa de contaje Boronov y se determindé mediante observacion
microscopica la tasa de fecundacion. La tasa de fecundacion fue calculada como el
numero de huevos con 2 6 4 blastbmeros por numero total de huevos (Fig. 6),
contando un minimo de 100 huevos en cada aliquota de cada lote.

Figura 6. Huevo fecundado con dos blastomeros (izquierda) y huevo sin fecundar de
rodaballo.

2.2.1.2 Determinacion de la relacion optima esperma-huevo segin el método de
fecundacion.

Durante el periodo de puesta del rodaballo, en que se realizé el estudio de FA usando
los tres métodos descritos anteriormente (FS, FH1 y FH2), se utilizaron también
diferentes volimenes del pool de esperma (15 a 25 pL). Esta experiencia se disefid
para determinar la cantidad optima de espermatozoides que debe emplearse para
fecundar un huevo segtn el método de fecundacion que se utilice. En esta experiencia
se emplearon 21 puestas, y en 15 de ellas los tres métodos de fecundacion fueron
usados simultaneamente.

Para cada método de fecundacion, se realizaron seis lotes de 5 mL de huevos (900
huevos mL'l) por puesta valorada, que se situaron en vasos de precipitado de 100 mL
con una micropipeta Gibson, y fueron fecundados por duplicado con distintos
volimenes del pool de esperma (15 pL a 25 pL) para obtener diferentes relaciones de
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esperma- huevo. Después de 20 minutos de contacto del esperma con los huevos, se
anadieron 100 mL de agua de mar, y se incub6 a temperatura ambiente (Fig.7)

% Fecundacion

Figura 7. Esquema de las fecundaciones artificiales con diferentes cantidades de esperma (15, 20 y 25
pL)

En total en este estudio se realizaron 306 fecundaciones artificiales, de las cuales 126
fueron empleando el método FS y 90 utilizando los métodos FH1 y FH2
respectivamente.

Las tasas de fecundacion se determinaron como se ha descrito ya anteriormente. Para
calcular la relacion esperma-huevo, se dividiod el nimero de espermatozoides utilizado
en la fecundacion por el numero total de huevos. El niimero de espermatozoides
utilizado para fecundar un huevo se calcul6 a partir del volumen y la densidad del pool
de esperma utilizado.

2.2.2 Conservacion de esperma a corto plazo o preservacion

2.2.2.1 Estudio de factores implicados en la conservacion de esperma a corto
plazo

En este estudio se compar¢ el efecto de diferentes diluyentes sobre la supervivencia de

los espermatozoides de rodaballo, después de su conservacion a corto plazo (varios
dias) bajo diferentes condiciones de temperatura y atmoésfera. Las condiciones 6ptimas
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de conservacion a corto plazo de esperma se confirmaron con fecundaciones
artificiales. Este estudio se realizo mediante tres experimentos:

El primero se diseii6 para comparar la supervivencia de los espermatozoides al guardar
el esperma durante varios dias bajo una atmoésfera de aire, oxigeno 6 nitrogeno, ya que
en muchos casos se recomienda no poner oxigeno en la muestra de esperma para evitar
la activacion espontanea de éste y el consumo del ATP, que estd relacionado con la
movilidad.

Se obtuvo esperma de seis machos diferentes, evitindose la contaminacion por orina
ya que fue imposible canular el ureter de los peces. Previamente, se chequed la
movilidad del esperma para lo cual se realiz6 una predilucion de 20 pi de esperma en
80 pi de la solucion inactivante Ringer 200 mOsm L'l posteriormente se tomd 1 pi de
dicha dilucidon y se activo con 19 pi de agua de mar con albiimina de suero bovino
BSA (5 mg/mL). Esta proteina se afiadio para evitar la aglutinacion del esperma en la
solucidn inactivante y facilitar la valoracion de la movilidad (Chauvaud et al., 1995).
A continuacion, se repartieron 500 pi de esperma de cada macho en tres tubos de
plastico: uno control sin gas y a los otros dos se les inyect6 CE y N:. Los tubos se
incubaron ¢ conservaron horizontalmente a 60C, y se chequed la movilidad del
esperma a las 3, 20, 28, 46 y 60 horas del comienzo de la incubacion mediante una
video cdmara. La movilidad de cada muestra fue valorada por 5 personas y la
movilidad media fue la media de las cinco observaciones independientes. Cada vez
que se chequeaba el esperma, se inyectaba mas O: y N: a los tubos con dicha
atmosfera.

En el segundo experimento, se compard la supervivencia del esperma de rodaballo
diluido en tres diferentes medios (Ringer 200, ASL y ASL2) y guardado a 60C durante
48 horas desde su obtencion. Las composiciones de los diluyentes se muestran en la
Tabla II. El pH de los diferentes medios se estabilizo aproximadamente a 8, ya que las
medidas de pH registradas del liquido seminal eran de 7,9 frente a los valores
obtenidos de 7,31 por Suquet et al. (1993). Para ello, se obtuvo esperma de seis
machos diferentes, y se diluyeron 100 pL de esperma de cada macho en 900 pL de
cada diluyente, excepto el control que no llevaba ninglin diluyente. Se realizaron tests
de movilidad antes de comenzar la conservacion (T = 0), y a diferentes tiempos de su
conservacion, del mismo modo que en la experiencia anterior.

En el tercer experimento, se estudio el efecto de la temperatura a 0, 6, 15 y 20° C
durante la conservacion del esperma diluido en Ios mejores medios seleccionados en el
segundo experimento. Se realizaron tests de movilidad a diferentes periodos de tiempo
de su conservacion.
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Tabla II. Composicion de Ios diferentes medios utilizados en la
conservacion a corto plazo: Ringer 200 es una modificacion de la
solucion salina Ringer de peces (Rana & MeAndrew, 1989), ASL es la
composicion artificial del liquido seminal fonnulado por Dreanno &
Billard (datos no publicados) y el ASL2 es una modificacion del ASL.
Tris: Tris (hidroximetil) aminometano; BSA: albumina de suero bovino

RINGER 200 ASL ASL2
Cl Na (inM) 74,0 85,0 70,0
CIK (inM) 27,0 1,5 1,5
CO03HNa (inM) 1,6 25,0
CL Ca (inM) 1,8 2,7 2,7
CI2Mg (inM) 6,1 6,1
Glucosa (mM) 0,4 0,4
Tris (mM) 20,0
BSA (mg.mL1) 10,0 10,0
pH 8,1 8,2 7,9
Osmolaridad 204,0 200,0 205,0

(mOsm. L")

Las condiciones Optimas para la conservacion a corto plazo del esperma de rodaballo
obtenidas en este estudio, se confirmaron mediante fecundaciones artificiales que se
realizaron en la Planta experimental de peces del IFREMER en Brest (Francia), segun
el método del centro (Suquet et al., 1995). El esperma obtenido de 6 ejemplares se
guardd6 durante 6 dias, y las fecundaciones con cada esperma se realizaron por
triplicado al dia 3 y 6 desde su obtencion, utilizando 6000 espermatozoides por huevo.
A las 2 horas y media de incubacion, se determinaron las tasas de fecundacion
obtenidas con el esperma conservado, que se expresaron como un porcentaje de una
muestra control (tasa de fecundacion de Ios mismos huevos con un pool de esperma
fresco de tres machos cuya movilidad se chequeo previamente).

2.2.22 Puesta a punto del método de conservacion o preservacion

Una vez confirmadas las condiciones Optimas de conservacion a corto plazo del
esperma, era necesario poner a punto el método para la transferencia a “hatcheries”
comerciales, por lo que debe determinarse cual de las diluciones esperma- diluyente
era la mas adecuada para la conservacion. Para ello se realizaron dos experimentos.

En el primero se compararon las tasas de fecundacion obtenidas utilizando cinco
diluciones diferentes de esperma-diluyente. Se realiz6 con esperma de 9 ejemplares y
4 puestas de hembras diferentes. Se tomd 5 pi de cada muestra de esperma y mezclo,
por triplicado, con 95, 195, 295, 395 y 495 pL del diluyente Ringer 200 mOsm.L'l a
fin de obtener cinco diferentes relaciones de 1:20, 1:40, 1:60, 1:80 y 1:100, volumen
de esperma: volumen diluyente.
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La puesta de cada hembra se dividid6 en 15 lotes de 1 mL de huevos, que se
introdujeron en frascos cilindricos de 35 mL. A continuacién fueron fecundados con
las cinco diluciones de esperma, de acuerdo al protocolo estandarizado para la FA,
anadiendo diferentes volumenes de agua de mar en funcién de los volumenes de
esperma- diluyente, para obtener el mismo volumen final de fecundacion. Después de
3 minutos de contacto del esperma con los huevos, se incubd a temperatura ambiente.
A las 2 horas y media de incubacion, una alicuota de cada frasco se pas6 a una placa
de contaje Bororov, y se determinaron las tasas de fecundacion tai como se ha descrito
anteriormente, contando un minimo de 200 huevos en cada alicuota.

El objetivo del segundo experimento, tras los resultados obtenidos en el primero, fué
determinar si el esperma diluido y almacenado tenia algiin efecto sobre la tasa de
fecundacion, por lo que se compararon las tasas de fecundacién obtenidas utilizando
la dilucidon de esperma menor (1:20) y la mayor (1:100) almacenadas o conservadas
desde 0 a 144 horas. Este segundo experimento se realizdo con el esperma de 5
ejemplares.

El primer dia (0 horas) se prepararon una serie de tubos Eppendorf con 5 pi de
esperma cada uno, y se mezcld con diferente cantidad de diluyente para obtener las dos
relaciones 1:20 y 1:100, para todas las horas que se iban a utilizar y se guardaron a
6°C. Por otro Iado, se prepararon una serie de triplicados de 1 mL de huevos de dos
hembras diferentes, en frascos cilindricos de 35 mL, que a su vez fueron fecundados,
con 5 pL de esperma fresco no diluido y con las dos diluciones de esperma preparadas.
Después de 3 minutos de contacto del esperma- huevo, se afiadieron 30 mL de agua de
mar, y se incubaron a temperatura ambiente. A las 2 horas y media de incubacion, las
tasas de fecundacion de los huevos de cada hembra se determinaron como ya se ha
descrito anteriormente.

Estas fecundaciones artificiales fueron repetidas durante seis dias, utilizando huevos de
dos hembras diferentes, con las diluciones de esperma guardadas. Sin embargo, para
confirmar la viabilidad de los huevos, que previamente ya se habia valorado por
observacion microscopica, se fecundaron con 5 pL de esperma fresco de otro macho
diferente como control diario de las hembras, y cuando las tasas de fecundacion
obtenidas eran inferiores al 60%, Ios huevos se descartaban.

2.2.23 Tasas de fecundacion y eclosion utilizando el método de conservacion o
preservacion

El objetivo de este estudio era confirmar las tasas de fecundacion y eclosion utilizando
el método de conservacion de esperma puesto a punto desde 0 a 144 horas, usando la
dilucidon 6ptima esperma-diluyente obtenida en los anteriores experimentos (1:20), con
el mayor nimero de machos para su transferencia a “hatcheries” comerciales. Este
estudio se realizd6 con 26 muestras de esperma y se realizaron un total de 1212
fecundaciones artificiales con puestas procedentes de 56 hembras diferentes.

Previamente se valord la calidad del esperma, e inmediatamente el esperma de cada
macho fué distribuido, mediante una micropipeta Gibson, en 42 tubos Eppendorf con
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el diluyente en una relacion de 1:20 (5 pL de esperma : 95 pL de diluyente Ringer
200), guardandose a 60 C. El primer dia (0 horas), se prepararon una serie de
triplicados de 1 mL de huevos de dos hembras en frascos cilindricos de 35 mL, que
fueron fecundados con 5 pL de esperma fresco no diluido y con la diluciéon de esperma
del mismo macho. Después de los 3 minutos de contacto esperma-huevo, se afiadieron
30 mL de agua de mar y se incubd a temperatura ambiente. A las 2 horas y media de
incubacion, se determind la tasa de fecundacion. Los huevos fecundados de cada
hembra con el esperma no diluido y diluido se introdujeron en tanques de poliéster
cilindrocénicos de 1L, con renovacion continua de agua filtrada por Ip (Cuno) a 15°
C, para su incubacion. A los 5-6 dias se determino la tasa de eclosion como el niimero
total de larvas por el naumero total de huevos fecundados (Fig. 8).

Figura 8. Larva de rodaballo recién eclosionada.

Las siguientes fecundaciones se realizaron a lo largo de seis dias con el esperma
diluido conservado y con 5 pL de esperma fresco de otro macho diferente como
control diario de viabilidad de Ios huevos.

2.2.3 Conservacion de esperma a largo plazo o crioconservacion

2.2.3.1 Estudio de factores implicados en la conservacion a largo plazo de
esperma para puesta a punto de la técnica

En este estudio se compar6d la supervivencia de los espermatozoides de rodaballo
después de la congelacion- descongelacion, utilizando diluyentes, crioprotectores no
permeables, diluciones esperma-diluyente y tipos de contenedor diferentes en el
proceso de la criocongelacion. Los resultados obtenidos se confirmaron con
fecundaciones artificiales. Este estudio se realizd6 mediante una serie de experimentos
que se describen en los siguientes apartados:
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2.2.3.1.1 Diluyente y crioprotector

El primer experimento se disefid0 para comparar la supervivencia de los
espermatozoides tras su crioconservacion en los dos diluyentes anteriormente
empleados, el medio Mounib y el medio Ringer 200; utilizando como crioprotector el
dimetilsulfoxido al 10% del volumen final. Como crioprotectores no permeables se
compararon la yema de huevo o leche descremada al 10% y 20% del volumen final,
para estabilizar la membrana del espermatozoide durante la congelacion.

El medio Mounib, que fue formulado para el esperma del salmén atlantico Salmo salar
(Mounib 1978), utilizado con éxito con el bacalao Gadus morhua (Mounib et al.,
1968) y modificado por Legendre y Billard (1980), incluye como agentes
crioprotectores un 10 % de la yema de huevo al telurito potasico (I.Pasteur), y un 10%
de dimetil sulfoxido. La composiciéon del medio Mounib se muestra en la Tabla III.
El medio Ringer 200 es una nueva modificacion del anterior medio de Ringer, para
inmovilizar el esperma de rodaballo. A la composiciéon del medio Ringer 200, que ya
se mostro en la Tabla II, se afiadi6 un 10 % de yema de huevo al telurito potésico
(I.Pasteur), y un 10% de dimetil sulfoxido, como agentes crioprotectores.

Tabla III. Composicion del medio Mounib, modificado por
Legendre y Billard (1980).

Mounib
Sacarosa 125 mM
Glutatio reducido 6,5 mM
CO3HK 100 mM

10% DMSO
10% yema de huevo

PH= 7,57

Este experimento se realizd con esperma de 3 machos diferentes, se mezclo un
volumen de cada esperma con 3 volimenes de cada diluyente, manteniéndo tanto el
diluyente como el esperma sobre hielo picado a 0o C, durante el tiempo de la
operacion. Inmediatamente, sin dejar tiempo de equilibracion, se llenaron pajuelas de
0,5 mL (IMV, L'Aigle, Francia), y se cerraron ambos extremos de la pajuela con
pinzas de calor. Una vez selladas las pajuelas se congelaron y descongelaron segun el
siguiente protocolo (Chereguini et al. 1992a, b):

Congelacion

La congelacion se realiza sobre los vapores de nitrégeno liquido en una caja de
poliestireno expandido que se ha llenado previamente con el nitrogeno, y que en su
interior tiene un flotador del mismo material, en forma de catamaran, situado a 5 cm de
la superficie del nitrogeno, en el que se colocan horizontalmente las pajuelas (Fig. 9).
Una vez cerrada la caja se dejan las pajuelas durante 7 minutos, consiguiéndose una
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tasa de congelacion de -10° C/min, registrada mediante un termopar LT Lutron TM-
902C. A continuacion se sumergen directamente en el nitrogeno hasta su uso. En este
estudio se dejaron sumergidas solo 5 minutos ya que habia que descongelar a
continuacion para realizar las fecundaciones artificiales. Sin embargo, en otros casos
se guardan directamente en los contenedores de almacenamiento de nitrégeno liquido
hasta su utilizacion.

Figura 9. Crioconservacion de esperma de rodaballo Scophthalmus maximus

Descongelacion

La descongelacion se realiza sumergiendo las pajuelas en un bafio Maria Selecta
programado a 40° C durante 7 segundos. Una vez descongelada la pajuela, se abrio
cortando los extremos y se vacid en un Eppendorf para valorar la movilidad. La
movilidad de cada muestra fue valorada por 5 personas y la movilidad media fue la
media de las cinco observaciones independientes.

Posteriormente, se crioconservo el esperma de 8 machos diferentes utilizando el mejor
diluyente y crioprotector no permeable obtenidos en el estudio, y esos resultados se
confirmaron con fecundaciones artificiales con esperma crioconservado y fresco del
mismo macho, como control.

2.2.3.1.2 Dilucion

El segundo experimento se disefid para comparar las tasas de fecundacion obtenidas en
las fecundaciones artificiales realizadas con esperma crioconservado, utilizando en la
crioconservacion dos diluciones esperma-diluyente diferentes: la  dilucion
habitualmente empleada (1:2) y una dilucion menor del esperma en el diluyente (1:1),
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con el fin de aumentar el volumen de esperma a la hora de crioconservar. Este estudio
se realizé con 28 machos diferentes.

El método de crioconservacion fue idéntico al utilizado en el apartado anterior, pero se
prepararon dos tipos de pajuelas con diferente dilucion esperma-diluyente. Se tomaron
200 pL de esperma de cada macho, de Ios cuales 100 pL se diluyeron en la proporcion
1:1 con el diluyente con crioprotector y los otros 100 pL en una dilucidén esperma-
diluyente 1:2.

Los huevos utilizados en la fecundacion artificial procedian de la puestas de 26
hembras diferentes. Lotes de 1 mL de huevos de cada puesta fueron introducidos en
frascos de pléstico de 30 mL, y fecundados por triplicado, de acuerdo al protocolo
estandarizado de la FA, con 10 pL del espema crioconservado en el caso de la pajuela
con dilucion eperma-diluyente 1:1 y con 15 pi en el caso de la pajuela con dilucion
1:2. Después de Ios 3 minutos de contacto esperma -huevo, se afiadié agua de mary se
incubd a temperatura ambiente. A las 2 horas y media, se determinaron las tasas de
fecundacion. El nimero total de fecundaciones realizadas fue de 110.

2.2.3.1.3 Tipo de contenedor

El tercer experimento se disefid para comparar las tasas de fecundacion obtenidas en
las FA con esperma crioconservado en dos tipos de contenedores de diferente
capacidad, ya que la congelacion de un mayor volumen de esperma es muy interesante
desde un punto de vista practico para las empresas productoras de rodaballo. Sin
embargo, para el uso de recipientes de mayor didmetro a la hora de congelar debe
realizarse una adaptacion de la técnica de crioconservacion que utiliza volimenes
menores, ya que las tasas de congelacion utilizadas serian menores, aumentaria el dafio
celular y se reduciria la capacidad fecundante del esperma crioconservado. Por lo que
en este estudio, se ha congelado esperma de 27 machos diferentes utilizando las
pajuelas tradicionales de 0,5 mL y criotubos de 2 mL (Delta-Lab), tras una
modificacion de la técnica habitual, y determinado la viabilidad del esperma
descongelado mediante fecundaciones realizadas con huevos procedentes de 14
hembras diferentes, contrastandose ademas con la calidad de Ios huevos fecundados
con esperma fresco.

El método de crioconservacion, en el caso de las pajuelas, fue el descrito
anteriormente, pero utilizando una dilucién esperma-diluyente de 1:1 debido a los
resultados obtenidos en el apartado anterior. En el caso de los criotubos, una vez llenos
con el esperma y el diluyente con crioprotector en una dilucién 1:1, la congelacion se
realizo situando los critubos horizontalmente sobre un flotador con red (Fig. 10) a 1
cm de los vapores de nitrogeno liquido durante 20 minutos, consiguiéndose una tasa de
congelacion de - 15° C/min, registrada mediante un termopar LT Lutron TM-902C. A
continuacion se sumergieron en nitrogeno liquido durante 5 minutos. La
descongelacion se realizd sumergiéndo el criotubo en el bafio Maria, pero a una
temparatura de 70° C durante 1 minuto y 30 segundos. A continuacion se realizaron las
fecundaciones artificiales.
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Figura 10. Congelacioén de espenna en criotubos

Los lotes de 1 mL de huevos de cada puesta se introdujeron en frascos de plastico de
30 mL, y fueron fecundados por triplicado con 5 pi de esperma fresco, y con 10 pi del
esperma crioconservado de la pajuela y del criotubo, siguiendo el protocolo de FA
estandarizado. Posteriormente, tras 3 minutos de contacto esperma -huevo, se afiadio
agua de mar y transcurridas 2 horas y media de incubacidn a temperatura ambiente, se
determinaron las tasas de fecundacion. Posteriormente se procedié a la incubacion en
los incubadores de IL y al cabo de cuatro o cinco dias, se determinaron las tasas de
eclosion. El nimero total de fecundaciones realizadas en este estudio ha sido de 386.

2.23.2 Tasas de fecundacion y de eclosion de huevos utilizando el método de
crioconservacion

Este estudio se realizdé congelando el esperma de 49 machos diferentes para confirmar
o validar la viabilidad del esperma descongelado mediante fecundaciones artificiales
realizadas con huevos procedentes de 29 hembras diferentes, contrastindose ademas
la calidad con la de los huevos fecundados con esperma fresco. Esta confirmacion era
necesaria para la transfemcia a “hatcheries” comerciales.

Se tomaron 100 pL del esperma de cada macho y se mezclaron con el diluyente, en
proporcion 1:2 (V:V), manieniéndo tanto el diluyente como el esperma sobre hielo
picado a 0o C. A continuacion se rellenaron pajuelas de 0,5 mL, se cerraron y se
crioconservd segin la técnica puesta a punto anteriormente, pero en el diluyente
(medio de Mounib) se sustituyé yema de huevo al telurito potéasico (I.Pasteur), por su
menor caducidad, por albumina de suero bovino (Sigma) ya usada por Suquet et al.
(1999).

48



J SALIDA/ EXIT
Metodologia

Los lotes de 1 mL de huevos de cada puesta se introdujeron en frascos de plastico de
30 mL, y fueron fecundados por triplicado con 5 pi de esperma fresco y con 15 pi de
esperma crioconservado, debido a la dilucion 1:2, segun el protocolo estandarizado.
Tras 3 minutos de contacto esperma -huevo, se afadi®6 agua de mar y se incubd a
temperatura ambiente. A las 2 horas y media, se tomod una alicuota de cada frasco o
replicado y se determinaron las tasas de fecundacion para cada fecundacion y macho.

Posteriormente se procedio a la incubacion en incubadores cilindroconicos de poliester
de 1L con flujo continuo de agua de mar filtrada por filtros Cuno de 1p (Fig. 11). A los
cuatro o cinco dias de incubacion, se determinaron las tasas de eclosion (n° de larvas /
n° huevos fecundados). El numero total de fecundaciones realizadas en este estudio ha
sido de 1153.

Figura 11. Sistema de incubadores de poliester con capacidad de 1L con
renovacion continua de agua de mar filtrada por Ip.

2.2.4 Evaluacion del crecimiento de larvas obtenidas con esperma
crioconservado

Este estudio se disefido para comparar el crecimiento, en longitud y peso, de las larvas
obtenidas por fecundaciones artificiales con esperma fresco y crioconservado, con el
fin de asegurar el crecimiento y desarrollo de las larvas antes de la transferencia de la
técnica de crioconservacion a “hatcheries” comerciales.
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2.2.4.1 Fecundaciones artificiales con esperma fresco y crioconservado del mismo
macho

Se realizaron con esperma de 4 machos diferentes y 4 puestas de tres hembras. Para
ello, se tomaron 250 pL de esperma de cada macho, que fueron mezclados con el
diluyente en una diluciéon 1:2 y se prepararon pajuelas que se crioconservaron segun la
técnica puesta a punto anteriormente. Por otro lado, la puesta de cada hembra se
dividi6 en dos lotes de 40 mL en vasos de precipitado de 2 L, y fueron fecundados con
250 pL de esperma fresco o crioconservado del mismo macho segun el protocolo de
fecundacion estandarizado. Cada puesta fue fecundada con un macho diferente.

A las dos horas y media se determinaron las tasas de fecundacion en cada vaso y los
huevos fecundados con esperma fresco o crioconservado se introdujeron en tanques
circulares de poliester de 200 L con fondo conico, provistos de sistemas de airacion y
recirculacion de agua filtrada por 1 p con flujo de 75 L h'l. A Ios cuatro o cinco dias se
determinaron las tasas de eclosion.

2.2.4.2 Cultivo larvario de rodaballo producido con esperma fresco y
crioconservado

Una vez que las larvas reabsorbieron el saco vitelino y abrieron la boca, comenz6 la
fase de alimentacion viva del cultivo. Antes de esta alimentacion, se cerrd el circuito
de agua y se introdujo en los tanques el alga Isocrysis galbana a una densidad de 150
X 103 células por mL. Durante esta fase, los tanques se iluminaron con 2.000 lux en
superficie. Este método de cultivo intensivo utilizado, es conocido como técnica de
aguas verdes (Olmedo, 1995). La primera fase de alimentacion viva (dia 0) se realizo
con rotifero Brachionus plicatilis, y a partir del dia 7 de vida se alimentaron con
nauplios de Artemia hasta el dia 14 en que la alimentacion se cambid a metanauplios
de Artemia hasta el dia 31 de vida, en donde las larvas estaban ya practicamente
destetadas siendo pasadas a la fase de alimentacion inerte a base de pienso seco. Este
ultimo dia las larvas fueron muestreadas en longitud y peso himedo. Previamente, los
rotiferos y Artemia de 24 horas fueron enriquecidas con productos comerciales ricos
en 4cidos grasos w3 de cadena larga (Protein y Superselco de INVE), respectivamente.

Para comparar el crecimiento de las larvas obtenidas en la fecundacion con esperma
fresco o crioconservado, antes del inicio de cada nueva etapa de alimentacion descrita,
se tomaron muestras de cada par de tanques, uno con larvas procedentes de
fecundaciones realizadas con esperma fresco y otro con esperma crioconservado, para
determinar la longitud total y el peso seco de la larva. La longitud se midié mediante
un proyector de perfiles y el peso seco se midid6 con una microbalanza Mettler MT5
(Mettler Toledo SAE), después de lavarlas con agua destilada, y desecarlas 24 horas en
estufa a 55° C. Estos datos se registraron a dia 0, 7, 14y 31 de cultivo larvario.
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2.2.5 Evaluacion de la supervivencia y crecimiento de alevines producidos con
esperma crioconservado

El proposito de este estudio era comparar la supervivencia y el crecimiento de alevines
de rodaballo, obtenidos con esperma fresco o crioconservado, durante el primer afio de
vida, con el fin de garantizar el uso de las técnicas de crioconservacion a “hatcheries”
comerciales.

Se seleccionaron dos grupos de alevines de 4 meses de edad, resultantes de las
fecundaciones realizadas con esperma fresco y crioconservado del estudio anterior. El
grupo de esperma fresco (GF) fue distribuido al azar en tres tanques rectangulares de 1
m3con 30 ejemplares en cada uno, con circuito abierto (0.9 m3 h'l) donde crecieron
durante 12 meses. El grupo crioconservado (GC) también se distribuyd de la misma
manera. Los pesos medios iniciales de los grupos GF y GC fueron 22,87 + 0,94 g y
24,48 + 1,21 g, respectivamente.

Los alevines se alimentaron diariamente, normalmente dos veces al dia, con una dieta
compuesta por un 50% de harina comercial con vitaminas y minerales (Trouw S.A) y
50% de pescado triturado: lirio Micromesistius potassoa y chicharro Trachurus
trachurus. La dieta se preparaba semanalmente en el laboratorio, mezclando el
pescado triturado con la harina, se hacian “pellets” y almacenaba a 8o C. La racion
diaria fue calculada como un porcentaje de la biomasa total del tanque (6%).

Para comparar el crecimiento, en longitud y peso, todos los ejemplares fueron
muestreados mensualmente. La mortalidad durante el engorde fue también registrada.

2.2.6 Conservacion de huevos a corto plazo

2.2.6.1 Estudio de diferentes parametros que afectan la conservacion de los
huevos y de la capacidad a ser fecundados

Este estudio se ha realizado conjuntamente en el IEO de Santander (Espaia) y en
IFREMER de Brest (Francia), con el fin de determinar el efecto de diferentes
parametros sobre la conservacion a corto plazo de huevos de rodaballo recién
obtenidos, es decir, sin fecundar. Los pardmetros estudiados que podian afectar la
conservacion fueron: el volumen de huevos a conservar, la temperatura, el oxigeno, el
diluyente, la adicion de antibidticos y de un inhibidor de tripsina de soja, para evitar la
activacion del huevo. En este estudio se realizaron seis experimentos sucesivos, y cada
uno de estos experimentos fue repetido utilizando cuatro puestas diferentes: dos
puestas fueron trabajadas en el IEO (Espaia) y otras dos en IFREMER (Francia).

Después de la obtencion de la puesta y valorada la viabilidad de Ios huevos, segin ya
se ha descrito, lotes de 0,5 mL de huevos de cada puesta se distribuyeron en frascos
cilindricos de 30 mL y se guardaron a 13° C. El esperma utilizado en este estudio fue
previamente congelado en pajuelas, segun la técnica anterior, para que la calidad
inicial del esperma se mantuviera durante un periodo de 45 horas. Durante este
periodo, los lotes de huevos conservados a 13° C fueron fecundados, por triplicado,
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con el esperma descongelado a las 0, 3, 9, 21, 27 y 45 horas desde su obtencion por
presion abdominal. En este estudio el método de fecundacion artificial fue el utilizado
por IFREMER (Suquet ef al., 1995) afiadiendo 0,25 mL de agua de mar a 13° C, y el
nimero de espermatozoides utilizado fue superior al usual, de 30.000 espermatozoides
por huevo para asegurar la fecundacion artificial. Ademas, en el IEO lotes de 0,5 mL
de huevos una vez fecundados por duplicado, fueron transferidos a vasos de 1L para
su incubacion, donde diariamente fué renovado el 50% del volumen de agua de mar;
mientras que en IFREMER, los duplicados de huevos se transfirieron a incubadores
cilindroconicos de 1 L con una renovacion de agua de 0,05 L min'l (Suquet et a/,
1996). A las 3 horas y media de la fecundacion, se determinaron las tasas de
fecundacion de los triplicados sobre 200 huevos. A los 6 dias a 13° C, se contaron las
larvas y la tasa de eclosion se determind como el nimero total de larvas dividido por el
numero de huevos transferidos a los incubadores y a vasos.

En el primer experimento, se estudié el efecto del volumen de huevos en la
conservacion usando dos volumenes de 0,5 y 2,5 mL, donde la altura de la capa de
huevos era de 2 y 5 mm, respectivamente.

El objetivo del segundo experimento fue determinar que temperatura se requeria
durante la conservacion, por lo que los lotes de huevos se guardaron a 30 C (sobre
hielo), 80C (en un criostato) o 13 0C (bafo Maria).

En el tercer experimento se compar6 la supervivencia de los huevos guardados bajo
una atmdsfera de aire u oxigeno. El oxigeno se inyectd durante 10 segundos a través
de un tubo capilar insertado en la tapa del frasco, mientras que el aire del frasco salia a
través de un segundo tubo, e inmediatamente se sellaron ambos tubos.

En el cuarto experimento, se estudid la composicion del fluido ovarico con el fin de
determinar la composicion del diluyente a utilizar en la conservacion de huevos.
Primero, se determind el ovatocrito (volumen celular x 100/ volumen total de la
puesta) sobre seis puestas mediante la medicion del didmetro de 30 huevos de cada
puesta y entonces, se calculd el volumen medio del huevo considerando la célula como
una esfera. El didmetro del huevo fue la media de dos didmetros observados sobre cada
huevo, usando un proyector de perfiles Nikon V12. Segundo, se determin6 la
composicion del fluido ovérico de varias puestas (n=57, obtenidas de 37 hembras), tras
filtracion y centrifugacion de los fluidos ovalicos a 3.500 g durante 5 minutos. La
osmolaridad y el pH se midieron inmediatamente, y el sobrenadante se congel6 a -28 0
C hasta la realizacion de los andlisis quimicos. La cantidad total de proteina, Na + K+
Ca + Mg+y contenido de glucosa fueron determinados segiin los métodos ya descritos
por Dreanno ef al. (1998).

El efecto de un diluyente en la conservacion de huevos se compar6d mediante la adicion
ono de 0,5 mL de un fluido ovarico artificial (CINa 97,4 mM, C1K 7,5 mM, CE Ca 2,1
mM, Cl. Mg 2,6 mM, albimina de suero bovino 6,5 g L'l, COs HNa 25 mM a pH
8,0, presion osmotica 250 mOsm.L'l). Para tener el mismo volumen final en la
fecundacion artificial, justo en el momento antes de fecundar se afiadido 0,25 mL de
agua de mar a los lotes de huevos que llevaban el fluido ovarico artificial y 0,75 mL a
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los lotes sin fluido ovarico artificial. Por otro Iado, al incrementarse el volumen total
respecto al procedimiento general de este estudio, se utilizaron 48.000
espermatozoides por huevo en la fecundacion.

En el quinto experimento, se estudio el efecto de los antibidticos durante la
conservacion de los huevos. La solucion antibidtica-antimicotica utilizada (5 pL,
Sigma A 5955), contenia 10.000 unidades de penicilina, 10 mg de estreptomicina y 25
pg de anfotericina B por mL, y se afiadi6 a la mitad de los lotes de huevos.

En el sexto y Ultimo experimento, se compard la capacidad de conservacion de los
huevos utilizando tres condiciones diferentes en la conservacion: lotes de huevos sin
anadir el fluido ovarico artificial, lotes con fluido ovarico artificial, y lotes con fluido
ovarico artificial con un 2% del inhibidor de tripsina de soja (Sigma T 9003). Para
tener el mismo volumen final en la fecundacion artificial, justo en el momento antes de
fecundar se afiadid el fluido ovarico a lIos lotes control, y el namero de
espermatozoides utilizados fue de 50.000 por huevo.

2.3 ANALISIS ESTADISTICOS

Las tasas de fecundacion obtenidas en la comparacion de los métodos de fecundacion
seca y humedas bajo dos condiciones diferentes, fueron previamente analizadas
mediante el test de Kolmogorov-Smirnov para comprobar la normalidad de Ios datos.
Al no haber normalidad en los datos, se aplico el anélisis no paramétrico de una via de
Kruskal-Wallis (6.1.3 SPSS programa, SPSS Inc., Madrid, Espafia). Este analisis
también se uso para comparar las tasas de fecundacion de cada método con diferentes
proporciones de esperma-huevo.

En el estudio de los factores implicados en la conservacion de esperma a corto plazo,
los datos obtenidos en todos los experimentos fueron analizados mediante el T-test de
Wilcoxon para datos apareados no paramétricos. En la puesta a punto de la técnica de
conservacion de esperma a corto plazo y en el estudio realizado con dicha técnica, se
compararon las tasas de fecundacion y eclosion obtenidas, tras una transformacion
angular arco-seno, mediante un andlisis de varianza de una via. Cuando las diferencias
fueron significativas, se compararon aposteriori mediante el test de Scheffe; y cuando
el test de Kolmogorov-Smirnov indicé que los datos no eran normales, se analizaron
mediante el anélisis no paramétrico de una via de Kruskal-Wallis.

Los datos obtenidos en el estudio de factores involucrados en la conservacion de
esperma a largo plazo fuerona analizados en el caso del diluyente y crioprotector
mediante el T-test de Wilcoxon para datos apareados no paramétricos; en el tipo de
dilucién esperma- diluyente, se compararon las tasas medias de fecundacion obtenidas
con esperma crioconservado mediante el test de T-Student y en el tipo de contenedor
se analizaron mediante un analisis de varianza de una via. En el estudio realizado con
esperma fresco y crioconservado utilizando la técnica puesta a punto, las tasas de
fecundacion y eclosion fueron sometidas a una transformacion angular arco-seno para
su normalizacion; y debido al amplio rango de tasas de fecundacion obtenidas, las
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tasas se analizaron mediante un chi-cuadrado, para lo cual se establecieron cuatro
clases de porcentajes de fecundacion, de acuerdo a los percentiles de la frecuencia de
la fecundacion Las tasas de eclosion se compararon mediante el test de T-Student.

En la evaluacion del crecimiento de las larvas obtenidas con esperma crioconservado
de cuatro machos, las tasas de fecundacion y eclosion, tras transformacion angular, se
compararon mediante el test de T-Student. La longitud y peso de las larvas obtenidas
con esperma fresco y crioconservado a diferentes dias de cultivo (0,7,14 y 31) de cada
fecundacion, se compararon mediante un analisis de varianza, y en aquellos casos que
el test de Kolmogorov-Smirnov indicaba que los datos no se disribuian normalmente,
se aplico el andlisis no paramétrico de una via de Kruskal-Wallis. Todos los datos de
crecimiento de las larvas obtenidas, con los dos tipos de esperma, en las cuatro
fecundaciones fueron también comparadas a los diferentes dias de cultivo (0, 7, 14y

31).

Para determinar si habia diferencias en las tasas de crecimiento larvario entre los dos
grupos, los obtenidos con esperma fresco y los de crioconservado, el crecimiento en
longitud y peso de cada par de tanques se ajustd a los siguientes ecuaciones
exponenciales:

Lt=LO0e8l

W,= Wo edl
donde g es la tasa de crecimiento.

Estas ecuaciones se convirtieron en regresiones lineales transformando los datos en
logaritmos neperianos, y fueron analizados mediante el test de T-Student para
comparacion de pendientes y elevaciones (Zar, 1984).

En el estudio sobre la supervivencia y crecimiento durante el primer afio de vida de
alevines, obtenidos por fecundaciones realizadas con los dos tipos de esperma, los
datos de longitud y peso obtenidos mensualmente fueron comparados mediante el test
de T-Student. Todos los datos sobre el crecimiento durante un afio fueron también
comparados mediante un analisis de varianza. Para determinar si habia diferencias en
las tasas de crecimiento de ambos grupos de alevines, el crecimiento en longitud y
peso se ajustd a ecuaciones exponenciales y fueron comparadas mediante el test de T-
Student para comparacion de pendientes y elevaciones.

Las tasas de fecundacion y eclosion obtenidas en el estudio de factores en la
conservacion de huevos, tras transformacion angular, fueron comparadas mediante
ANOVA de tres vias. Cuando las diferencias fueron significativas se compararon a
posteriori mediante el test de Newman- Keuls. Ademas, la correlacion entre las tasas
de fecundacion y eclosion fue probada mediante regresion lineal.
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3.1 FECUNDACION ARTIFICIAL
3.1.1 Métodos de fecundacion artificial

Los resultados obtenidos en el estudio sobre diferentes métodos de FA del rodaballo
se presentan en la Figura 12, que muestra las tasas de fecundacion medias + SE. La
tasa de fecundacién media obtenida con el método FS fue del 71,3%; del 61,9% para
el método FH1 y del 77,8% para el FH2.

Las mayores tasas de fecundacion aparecen cuando la relacion huevo/agua de mar era
V/V (FH2), mientras que las tasas mas bajas registradas fueron cuando la relacion
huevo/ agua de mar era 2V/V (FHI). Fueron encontradas diferencias significativas
(p= 0,02) entre Ios dos tipos de fecundacion humeda, FH1 y FH2. Sin embargo, no se
encontraron diferencias (p= 0,72) cuando se compararon las tasas de fecundacion
obtenidas con el método FS y el FH2.

too
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B 40
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FS FH1 FH2
Tipos de fecundacion artificial

Figura 12. Media y error estandar de las tasas de fecundacion obtenidas con el método de fecundacion
artificial seca (FS, n =126) y dos tipos de humeda: 2V:V (FHI, n = 90) y V:V (FH2, n= 90). Las
medias con la misma letra presentan diferencias significativas.

3.1.2 Determinacion de la relacion optima esperma- huevo segin el método de
fecundacion.

La densidad de los diferentes “pools” de esperma varié entre 0,4 y 5,18 x 109
espermatozoides mL'l. Las movilidades variaron desde 1 a 5, segun la escala de
Sanchez-Rodriguez, es decir, entre el 20% y 100% de espematozoides presentaron
movilidades rdpidas y progresivas, mientras que los “pools” con movilidad de 0 (<
20%) fueron descartados. Estos resultados se exponen en la Tabla III.

Para cada método de fecundacion, se determiné la relacién Optima esperma- huevo en

funcion de las tasas de fecundacion obtenidas, y para ello se establecieron cinco clases
de relaciones de acuerdo a los percentiles de frecuencia de las relaciones esperma-
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huevo usando el programa SPSS (Figs. 13 y 14). En el caso de los dos métodos FH,
FHI1 y FH2, las clases de relaciones espema- huevo coinciden ya que se realizaron el
mismo numero de fecundaciones artificiales. Sin embargo, en el caso de la FS las
clases, segun los percentiles, fueron diferentes al realizarse un mayor numero de
fecundaciones.

Table III. Densidades y movilidades de “pools” de esperma de rodaballo
Scophthalmus maximus usados en el estudio sobre la determinacion de la
relacion 6ptima esperma- huevo, (el “pool” es el esperma obtenido de dos

machos).
Pools Densidad Movilidad
(n°® espermatozoides escala 0-5

XI109mL1)

1 1,66 3-4
2 0,59 3
3 0,77 4
4 0,78 4
5 0,87 4-5
6 0,88 4-5
7 0,842 1-2
8 1,211 1
9 1,67 1
10 1,12 3-4
11 1,12 3-4
12 1,29 1-2
13 0,60 1-2
14 1,61 3
15 0,914 3
16 1,77 3
17 5,183 3
18 2,2 3
19 0,4 4-5
20 1,8 2-3
21 2,9 2-3

En la FS se encontré una tasa de fecundacion del 87,2 %, significativamente mayor
(p=0,0023), cuando la relacion esperma-huevo era superior a 9.000, como se muestra
en la Figura 13.

La mayor tasa de fecundacion fué de 86,8 % (p= 0,010) en el caso de la FH2 cuando
la relacion esperma-huevo era entre 3.000-4.000. En el caso de la FHI1, no se
encontraron diferencias en las tasas de fecundacion obtenidas (p= 0,053) con las
diferentes relaciones esperma-huevo usadas, aunque se encontraron algunas
diferencias de significativas en las tasas de fecundacion entre las diferentes clases de
las relaciones esperma- huevo, como se muestra en la Figura 14 (1 p= 0,009; 3 p=
0,021; 5 p= 0,026).
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<2500 >2500-<4000  >4000-<5500  >5500-<9000 >9000

Relaciéon esperma- huevo (FS)

Figura 13. Media y error estandar de las tasas de fecundacion obtenidas con la fecundacion artificial

seca (FS) y las diferentes relaciones esperma- huevo. La media con la letra (a) es significativamente
diferente de las otras.

m FH1 BFH2

100 i

<3000 >3000-<4000 >4000-<5000 >5000-<6500 >6500

Relacion esperma- huevo (FH1 y FH2)

Figura 14. Media y error estdndar de las tasas de fecundacidon obtenidas con las fecundaciones
artificiales hiimedas (FH1 y FH2) con diferentes relaciones esperma-huevo. La media FH2 con la letra

(c) es significativamente diferente de las otras, y las medias FH1 con el mismo nimero son también
significativamente diferentes.
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Independientemente del tipo de FH realizada, al comparar la totalidad de las tasas de
fecundacion obtenidas con las cinco clases de esperma- huevo, las mayores tasas de
fecundacion, 84,8 %, se encontraron cuando la relacion esperma- huevo era entre
>3.000-<4.000 (p=0,0004).

Dentro de las diferentes clases de relaciones esperma- huevo, al comparar las tasas de
fecundacion obtenidas con los métodos FH1 y FH2, no se encontraron diferencias
significativas en ninguno de los casos (< 3.000 p= 0,15; >3.000-<4.000 p= 0,61;
>4.000-<5.000 p= 0,15; >5.000-<6.500 p= 0,78; >6.500 p=0,05).

Las mayores tasas de fecundacion con el método FS se obtuvieron (87,2%), cuando la
relacion espema- huevo era >9.000, y con el método FH2 (86,8 %), cuando la
relacion era 3.000-4.000; y cuando se compararon no se encontraron diferencias
significativas (p=0,06).

3.2 CONSERVACION DE ESPERMA CORTO PLAZO O
PRESERVACION

3.2.1 Estudio de factores implicados en la conservacion de esperma a corto
plazo

La supervivencia de los espermatozoides durante varios dias bajo diferentes
atmosferas (aire, oxigeno o nitrogeno) decrece rapidamente con cualquiera de los
gases utilizados en la conservacion, como se muestra en la Figura 15. La tasa de
supervivencia después de 20 horas de conservacion fue significativamente mayor con
aire que con oxigeno o nitrogeno (p= 0,009; p=0,002, respectivamente).
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Figura 15. Movilidad media de espenna de 6 machos de rodaballo conservados a 60 C bajo atmosferas
diferentes de aire, oxigeno o nitrogeno en relacion con el tiempo desde su obtencion.
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En la Figura 16, se muestra la supervivencia del esperma de rodaballo sin diluir
(Control) y diluido en tres diferentes medios (Ringer 200, ASL y ASL2), conservado a
60C durante 48 horas desde su obtencion. Los datos confirman el rapido decrecimiento
de la movilidad del esperma, después de pocas horas de almacenaje, ya observado en
la Figura 15; Ios medios Ringer 200 y ASL2 mejoran significativamente la movilidad
del esperma después de 4 horas de almacenaje (p= 0,0000; p= 0,0033,
respectivamente), y ademds el medio Ringer 200 la mantiene durante al menos 45
horas. La comparacion entre las composiciones de Ios medios ASL y ASL2 tienden a
sugerir el efecto nocivo del Tris.

mControl —m—QRinger 200 A ASL — —ASL 2

0 10 20 30 40 50

Horas

Figura 16. Movilidad media de espenna de 6 machos de rodaballo diluido en diferentes medios y
guardado a 60 C durante 48 horas desde su obtencion. El control es espenna sin diluir.

La influencia de la temperatura en la conservacion del esperma se muestra en la Figura
17. La movilidad inicial del esperma sin diluir se mejora significativamente después de
6 horas de almacenaje en Ringer 200 o en ASL2 a cualquier temperatura (p= 0,0032 a
00C; p=0,0019 a 60C; p=0,0017 a 15° Cy p=0,0018 a 20° C). Después de 18 horas
de conservacion, la tasa de supervivencia no fue significativamente diferente a 0, 6 y
15° C (p=0,3173; p= 0,1797 y p= 0,0833, respectivamente). A 20° C, la movilidad fue
significativamente mayor cuando el esperma se guardaba en Ringer 200 que en el
ASL2 (p=0,0029), pero para las otras temperaturas no habia diferencia entre los dos
medios.

60



a SALIDA / EXIT

Resultados

m 0°C 06°C o 15°C o20°C

@:

U
*

v 2 ve el
oW

Fresco Ringer 6H Ringer 18H ASL2 6H ASL2 18H

Figura 17. Movilidad media de espenna de 6 machos de rodaballo guardado en Ringer 200 o ASL2
(liquido seminal artificial) a diferentes temperaturas durante 18 horas desde su obtencién. La movilidad
inicial del espenna fresco se valord justo en el momento de su obtencion, antes de afiadir los medios de
conservacion.

Los resultados de fecundacion con esperma conservado a corto plazo se muestran en la
Figura 18, y confirman que el esperma de rodaballo es posible conservarlo en los
medios de Ringer 200 o ASL2 a 60 C, manteniendo una buena capacidad de
fecundacion después de tres dias de conservacion (p= 0,1088, respectivamente). Los
datos muestran un decrecimiento de la calidad del esperma a partir del 6 dia.
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Figura 18. Tasas de fecundacion media de espenna de 6 machos conservado a 6o C en Ringer 200 o
ASL2 ( liquido seminal artificial) durante 6 dias desde su obtencidon (barras con distinta letra son
significativamente diferentes)
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3.2.2 Puesta a punto del método de conservacién o preservacion

Las movilidades del esperma de rodaballo en este estudio variaron entre 3y 5 de la
escala de Sanchez- Rodriguez (1975). La densidad varié entre 0,5 y 3,3 x 109
espermatozoides mL'lL

Las tasas de fecundacion obtenidas con las cinco diluciones diferentes de esperma-
diluyente a 0 horas fueron del 72,9 + 4,9, 76,2 + 4,1, 79,9 £ 2.8, 82,0 + 2,9 y 77,8 +
3,9, respectivamente; no encontrandose diferencias significativas al comparar las
tasas de fecundacion (p= 0,521).

Cuando usamos las diluciones menor y mayor del esperma-diluyente conservadas
durante 0-144 horas, no se encontraron diferencias en las tasas de fecundacion a 0, 24,
48, y 72 horas (p= 0,5453, p= 0,5662, p= 0,3820, p= 0,3335, respectivamente); sin
embargo, se encontraron tasas de fecundacion significativamente mayores a 96, 120y
144 horas (p= 0,0161, p= 0,0041 and p= 0,0439, respectivamenet) con la dilucion
esperma-diluyente menor. Al comparar las tasas de fecundacion obtenidas con las dos
diluciones esperma-diluyente conservadas con las del esperma fresco no diluido (0
hora), no se encontraron diferencias a 0, 24, 48, 72 y 96 horas (p= 0,7950, p= 0,8258,
p= 0,7938, p= 0,2539 and p= 0,0598, respectivamente); pero si se encontraron tasas de
fecundacion significantivamente bajas a las 120 horas (p= 0,0008) con la dilucion
esperma-diluyente mayor, y a las 144 horas (p= 0,0021) con ambas diluciones, como
se muestra en la Figura 19.
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Conservacion de esperma a corto plazo (horas)

Figura 19. Media y error estdndar de las tasas de fecundacion obtenidas usando espenna fresco no
diluido y Ios dos diluciones espenna-diluyente Ringer 200 (1:20 y 1:100) conservadas a 60 C durante 0-
144 horas, de 5 machos. Las inedias con la misma letra son significativamente diferentes, y las medias
con el mismo niimero son también significativamente diferentes al espenna fresco no diluido.
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3.2.3 Tasas de fecundacion y eclosion obtenidas utilizando el método de
conservacion o preservacion de esperma

Al analizar las tasas de fecundacion obtenidas a diferentes horas de conservacion del
esperma, utilizando la dilucion menor (1:20), se encontraron diferencias significativas
(p= 0,000); sin embargo, cuando se realizd0 una comparacidn a posteriori se
encontraron tasas de fecundacion similares a 0, 24, 48 y 72 horas, pero se encontraron
diferencias significativas a 96 y 120 horas y también a 144 horas. No obstante no se
encontraron diferencias entre las tasas de fecundacion a 96 y 120 horas. Se obtuvieron
similares resultados cuando se compard con el esperma fresco no diluido a 0 horas,
como se puede observar en la Figura 20.

Por otro lado, al comparar las tasas de fecundacion del esperma fresco no diluido
utilizados en la conservacion a corto plazo frente a los espermas frescos usados, como
control diario de la viabilidad de Ios huevos, no se encontraron diferencias
significativas (p= 0,9189).

En cuanto a las tasas de eclosidon obtenidas, no se encontraron diferencias
significativas usando este método de conservacidén de esperma a corto plazo desde 0 a
144 horas (p= 0,8168), ni cuando se compararon con las del esperma fresco no diluido
a 0 horas (p= 0,7232), como se observa en la Figura 21.

m Fresco o Control m Diluido

100 n

0ox

0 24 48 72 96 120 144

Conservacion de esperma a corto plazo (horas)

Figura 20. Evolucion de las tasas de fecundacion utilizando un método de conservacion de espenna a
corto plazo desde 0-144 horas, usando la diluciéon espenna- diluyente Ringer 200 (1:20), de 26 machos.
Las medias con la misma letra son significativamente diferentes, y las medias con el mismo niimero son
también significativamente diferentes al espenna fresco no diluido. Las medias control son las obtenidas
con espennas frescos utilizados como control diario de viabilidad de Ios huevos.
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Conservacion de esperma a corto plazo (horas)

Figura 21. Media y error estandar de las tasas de eclosion obtenidas utilizando un método de

conservacion del espenna a corto plazo desde 0-144 horas, usando la dilucién espenna- diluyente
Ringer 200 (1:20), de 26 machos.

33 CONSERVACION DE ESPERMA A LARGO PLAZO O
CRIOCONSERVACION

3.3.1 Estudio de Ios factores implicados en la conservacion a largo plazo de
esperma para la puesta a punto de la técnica

Después de la descongelacion, la movilidad del esperma crioconservado era buena,
pero significativamente mejor con el medio de Mounib que con el Ringer 200 (p=
0,0002). Ademas, en cuanto a los crioprotectores no permeables utilizados en la
crioconservacion, el incremento de la concentracion de yema de huevo o la sustitucion
de la yema de huevo por leche descremada en el medio Mounib no tenian ningin
efecto (p= 0,5271; p= 0,7389, respectivamente), ni tampoco en el medio Ringer ( p=
0,495; p= 0,1317, respectivamente), como se observa en la Figura 22.

Estos resultados obtenidos se confirmaron crioconservando el esperma de 8 machos en
el medio Mounib con 10% de DMSO y 10% de yema de huevo. Las tasas de
fecundacion obtenidas con el esperma crioconservado fueron ligeramente menores,
pero significativas, que las del esperma fresco (p= 0,0217), como se observa en la
Figura 23.
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o 10% Yema huevo o 20% Yema huevo
o 10% Leche m 20% Leche
Fresco Mounib Ringer 200

Figura 22. Movilidad media del espenna crioconservado de 6 machos en medio Mounib o Ringer 200
con 10% de DMSO y 10% o 20% de yema de huevo o leche descremada.

m FRESCO «CRIO

100

Machos
Figura 23. Tasas de fecundacion de espenna de rodaballo fresco o crioconservado de 8 machos

En cuanto al tipo de dilucidon, en la Figura 24 se representan las tasas medias de
fecundacion obtenidas tras FA con esperma crioconservado usando dos tipos de
dilucion esperma-diluyente Mounib en la crioconservacion (1:1 y 1:2). Al comparar
las medias de la tasas de fecundacion obtenidas, no se encontraron diferencias
significativas (p= 0,7181) entre los dos tipos de diluciones utilizadas en la
crioconservacion de esperma de rodaballo.
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Figura 24. Media y error estandard de tasas de fecundacion obtenidas en fecundaciones artificiales con
espenna crioconservado de 28 machos, empleando dos tipos de dilucion espenna-diluyente Mounib
(V:V) en la crioconservacion del espenna.

En la Figura 25 se representan las tasas de fecundacion obtenidas mediante
fecundacion artificial con esperma fresco y crioconservado utilizando dos tipos de
contenedores con diferente capacidad. No se encontraron diferencias significativas (p=
0,1640) al comparar las tasas de fecundacion del esperma fresco y crioconservado, en
pajuela y criotubo.

Fresco Pajuela Criotubo

Esperma fresco y crioconservado en diferente
tipo de contenedor

Figura 25. Media y error estandard de tasas de fecundacion obtenidas en fecundaciones artificiales
utilizando espenna fresco y crioconservado de 27 machos, empleando dos tipos de contenedores de
diferente capacidad en la crioconservacion de espenna.

Las tasas medias de eclosion obtenidas tras la incubacion se representan en la Figura
26. En la eclosion no se encontraraon diferencias significativas (p= 0,9568) entre el
esperma fresco y crioconservado utilizando diferente tipo de contenedor, pajuela y
criotubo, en la crioconservacion.

66



J SALIDA/ EXIT

Resultados

100
80
€
"2
60
UO
O 40
B
B 20

Fresco Pajuela Criotubo

Esperma fresco y crioconservado en
diferente tipo de contenedor

Figura 26. Media y error estandard de tasas de eclosion obtenidas en fecundaciones artificiales
utilizando espenna fresco y crioconservado de 27 machos, empleando dos tipos de contenedores de
diferente capacidad en la crioconservacion de espenna.

3.3.2 Tasas de fecundacion y de eclosion obtenidas utilizando el método de
crioconservacion de esperma.

La densidad del esperma utilizado en este estudio vari6 entre 0,4 y 4,4 x 109
espermatozoides mL'l, valores similares a los referidos por Suquet ef al. (1994) para
esta especie. Las tasas medias de fecundacion obtenidas, con esperma fresco y
crioconservado de 49 machos diferentes, se representan en la Figura 27. Al comparar
las cuatro clases de porcentajes de fecundacion establecidas con los dos tipos de
esperma fresco y crioconservado utilizados en las fecundaciones artificiales, se
encontraron diferencias significativas. (p= 0,000). Sin embargo, no se presentaron
diferencias significativas (p= 0,297) cuando los porcentajes de fecundacion eran
superiores a 69,2%.

Las tasas medias de eclosion obtenidas tras la incubacién se muestran en la Figura 28.
En la eclosion no se encontraron diferencias significativas (p= 0,091) con ambos tipos
de esperma.
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Percentiles de la fecundacion
Figura 27. Media y error estandard de tasas de fecundacidon obtenidas en fecundaciones artificiales

utilizando espenna fresco y crioconservado de 49 machos. Las inedias mas bajas con la letra (a) son
significativamente diferentes.

80

Fresco Crioconservado

Tipo de esperma

Figura 28. Media y enor estandard de tasas de eclosion obtenidas en fecundaciones artificiales
utilizando espenna fresco y crioconservado de 49 machos.

3.4 EVALUACION DEL CRECIMIENTO DE LARVAS OBTENIDAS CON
ESPERMA CRIOCONSERVADO

3.4.1 Fecundaciones artificiales realizadas con esperma fresco y crioconservado
del mismo macho

Las densidades y movilidades del esperma de rodaballo utilizado en las diferentes

fecundaciones artificiales se dan en la Tabla IV. La densidad vario de 0,9 a 2,35 x 109
espermatozoides mL'ly las movilidades variaron de 3 a 5 seglin la escala de Sanchez-
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Rodriguez. Las densidades de esperma usadas en este estudio fueron similares a los

valores reportados por Suquet ez al. (1994).

Tabla IV. Densidades y movilidades del espenna de rodaballo Scophthalmus
maximus L. utilizado en las diferentes fecundaciones artificiales.

Machos Movilidad Densidad
(escala 0-5) (n° de espermatozides x [O9mL 1)
(G 105 34 0,9
3117 34 2,35
,324 3-4 1,3
.30 4-5 2,1

Las viabilidades de las cuatro puestas fueron superiores al 60%. El nimero de huevos
por mL obtenidos por presion abdominal de las hembras de rodaballo utilizadas en las
diferentes fecundaciones artificiales se muestran en la Tabla V.

Tabla V. Tasas de viabilidad y nimero de huevos por mL de las diferentes
puestas obtenidas por presion abdominal de hembras de rodaballo Scophthalmus
maximus L. utilizadas en las diferentes fecundaciones artificiales.

Puestas de Tasa de viabilidad Numero de huevos
las hembras (%) (xmLJ
$53 86,40 728
28 63,50 1.090
$32 93,79 1.046
$32 89,50 978

Las tasas de fecundacion y eclosion obtenidas en cada fecundacion se muestran en la
Tabla VI. No se observaron diferencias significativas en las tasas de fecundacion (p =
0,373) y eclosion (p = 0,521) entre los dos grupos de larvas obtenidas a partir de
esperma fresco y crioconservado.

Tabla VI. Tasas de fecundacion y eclosion obtenidas de cada fecundacion artificial ( FA)
realizada con espenna fresco y crioconservado de machos diferentes.

FA Reproductores Tipo de Tanque Tasa de Tasa de
esperma fecundaciéon eclosion
(%) (%)
1 ,3105 $53 Fresco L7 86,09 87,70
Crio L3 86,86 65,05
2 3117 $8 Fresco L5 95,20 75,37
Crio L8 92,90 59,10
3 324 $32 Fresco L6 82,60 62,95
Crio L9 58,97 50,02
4 .30 $32 Fresco L2 95,80 42,80
Crio Li 88,60 66,59
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3.4.2 Cultivo larvario de rodaballos producidos con esperma fresco y
crioconservado

En la FA 1 (Tanques 3 y 7), se encontr6 que las larvas obtenidas con esperma
crioconservado eran significativamente mas grandes a dia 14 (p =0,0315); no se
encontraron diferencias a dia 0, 7, y 31 de cultivo (p = 0,1015, p = 0,2523, y p=
0,1729, respectivamente), como se muestra en la Figura 29.

Al contrario, en la FA 2 (Tanques 5y 8), las larvas obtenidas con esperma fresco eran
significativamente mayors a dia 14 (p = 0,0145); sin embargo, no se encontraron
diferencias significativas a dia 0, 7, y 31 de cultivo (p = 0,8409, p = 0,8391, y p =
0,5831, respectivamente).

En al FA 3 (Tanques 6y 9), las larvas obtenidas con esperma crioconservado eran mas
grandes a dia 31 (p = 0,000), aunque no se encontraron diferencias adia 0, 7,y 14 (p =
0,4621, p = 0,0531, p = 0,2710, respectivamente). En la FA 4 (Tanques 1y 2), a dia 31
las larvas obtenidas con esperma fresco eran signifivativamente mas grandes (p =
0,000), pero no se encontraron diferencias adia 0, 7, y 14 (p = 0,2065, p = 0,3249, p =
0,4184, respectivamente).

T anques 3-7 T anques 5-8
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Dias de cultivo Dias de cultivo
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W

> omtdihe = Bl
=

7 14 7 14 31

Dias de cultivo Dias de cultivo

Figura 29. Media y error estandard de la longitud de larvas (mm) obtenidas con espenna fresco y
crioconservado, a diferentes dias de cultivo. Cada grafico es una fecundacion artificial diferente. Las
medias de color azulon representan el espenna crioconservado y el oscuro el fresco. Las medias con
letras son significativamente diferentes.
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La media de los pesos secos de la larvas obtenidas en las diferentes FA, se muestran en
la Figura 30. En la FA 1 (Tanques 3 y 7), las larvas obtenidas con esperma
crioconservado pesaban mas a dia 14 (p = 0,0185), pero no se encontraron diferencias
adiaOy 7 (p = 0,1810, p = 0,7973). Al contrario, en la FA 2 (Tanques 5 y 8), las
larvas obtenidas con esperma fresco pesaban mas a dia 14 (p = 0,000); sin embargo, no
habia diferencias adiaOy 7 (p = 0,1414, p = 0,8965).

En la FA 3 (Tanques 6 y 9), las larvas obtenidas con esperma fresco pesaban mas a dia
7 (p = 0,0249), pero no se encontraron diferencias a dia 0 y 14 (p = 0,4516, p =
0,1293). Entre las larvas obtenidas en la FA 4 (Tanques 1y 2), no se encontraron
diferencias significativas en el peso a dia 0, 7, y 14 (p = 0,1126, p = 0,2990, p =
0,5372, respectivamente).

Tanques 3-7 T anques 5-8

1200
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14 0 7 14

Dias de cultivo Dias de cultivo

Figura 30. Media y error estandard del peso seco de larvas (pg) obtenidas con espenna fresco y
crioconservado, a diferentes dias de cultivo. Cada grafico es una fecundacion artificial diferente, donde
las inedias de color azulon representan el espenna crioconservado y el oscuro el fresco. Las inedias con
letras son significativamente diferentes.
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Las medias de los pesos himedos de las larvas obtenidas en las diferentes FA a dia 31
se muestran en la figura 31. No se encontraron diferencias entre las larvas obtenidas en
la FA 1 (p = 0,3189) o FA 2 (p = 0,5909). Sin embargo, las larvas obtenidas con
esperma crioconservado en la FA 3 pesaban mas (p = 0,0028), mientras que en la FA 4
eran las larvas de esperma fresco las que pesaban mas (p = 0,000).

Tanques 3-7 Tanques 5-8
Dia 31 Dia 31
Tanques 1-2
Tanques 5-8

Figura 31. Media y error estandard del peso humedo de larvas (mg) obtenidas con espenna fresco y
crioconservado, a diferentes dias de cultivo. Cada grafico es una fecundacion artificial diferente, donde
las inedias de color azulon representan el espenna crioconservado y el oscuro el fresco. Las inedias con
letras son significativamente diferentes.

Al analizar los datos de crecimiento larvario a diferentes dias de cultivo, encontramos
que a dia 0, 7y 14, las larvas obtenidas en las cuatro fecundaciones (FA 1, FA 2, FA
3, y FA 4) tenian similar longitud (dia 0, p=0,767; dia 7, p=0,234; dia 14, p=0,7515) y
peso seco (dia 0, p=0,7009; dia 7, p=0,837; dia 14, p=0,336). Sin embargo, a dia 31, se
encontraron diferencias en longitud y peso himedo (p= 0,000).
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Al comparar las pendientes de las regresiones lineales para la longitud larvaria (Tabla
VII), las tasas de crecimiento eran similares, excepto en la FA 4, en donde las larvas
obtenidas con esperma fresco mostraban una tasa superior a las larvas crioconservadas,
como se muestra en la Figura 32. Al comparar las pendientes de crecimiento larvario
en peso, se encontrd una diferencia significativa en la FA 1, en la cual las larvas
obtenidas con esperma crioconservado presentaban una tasa de crecimiento mayor

(Figura 33).

Tabla VII. Comparacion de pendientes y elevaciones de las regresiones lineales de la longitud y peso
de las larvas procedentes de cuatro fecundaciones artificiales con espenna fresco y crioconservado.

Tanques Esperma

F
3y 7

C

F
5y 8

C

Longitud

F
6y9

C

F
iy2

C

F
3y 7

C

F
5y 8

C

Peso

F
6y9

C

F
iy2

C

Regresiones lineales
In L=L105 + 0,053 t

InL=L146 + 0.054 t

In L=1,291 +0,051 1

In L=1,238 + 0,052 t

In L=1,189 + 0,049 t

InL=1,183 + 0,051 t

InL=1,144 + 0.053 t
InL=1,184 + 0.049 t
In W=3,892 +0,096 t

In W=3,554 +0,159 t

In W=3,149 +0,245 t

In W=3,207 +0,191 t

In W=3,922 + 0,156 t

In W=3,966 + 0,122 t

In W=3,726 +0,132 t

In W=4,055 + 0,124 t
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Coeficiente Grupos Elevaciones
de regresion homogéneos homogéneas
* *
0,96

0,96 * *
0,94 * *
0,94 * *
0,67 * *
0,87 * *
0,63 *

0,77 * -
0,71 *

0,81 * -
0,71 * *
0,74 * *
0,85 * *
0,68 * *
0,65 * *
0,73 * *
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Figura 32. Crecimiento larvario en longitud (mm) de rodaballo obtenido de fecundaciones artificiales
con espenna fresco y crioconservado. Cada grafico representa un par de reproductores diferentes, con
lineas de color azulon representando el espenna crioconservado y el oscuro el fresco. En el grafico con
la letra (a), las pendientes de ambas curvas son significativamente diferentes.
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Figura 33. Crecimiento larvario en peso seco (pg) de rodaballo obtenido de fecundaciones artificiales
con espenna fresco y crioconservado. Cada grafico representa un par de reproductores diferentes, con
lineas de color azulon representando el espenna crioconservado y el oscuro el fresco. En el grafico con
la letra (a), las pendientes de ambas curvas son significativamente diferentes.

3.5 EVALUACION DE LA SUPERVIVENCIA Y CRECIMIENTO DE
ALEVINES PRODUCIDOS CON ESPERMA CRIOCONSERVADO

En este estudio, se encontré la misma tasa de supervivencia (92,2%) entre los dos
grupos de alevines de 4 meses de vida, producidos con esperma fresco (GF) y
crioconservado (GC) durante un afio de engorde.

Los valores medios de longitud y peso obtenidos mensualmente en los dos grupos de
alevines se muestran en las Figuras 34 y 35. No se encontraron diferencias ni en
longitud o peso, excepto en el peso de Octubre (p=0,019).

Cuando comparamos los datos de crecimiento de los alevines GF obtenidos durante un
aflo, se encontraron diferencias significativas en peso (p = 0,430) pero no en longitud
(p = 0,5506) entres los tanques. Al contrario, cuando comparamos los datos de
crecimiento de los alevines GC, no se encontraron diferencias ni en longitud o peso
entre los tanques (p = 0,8141 y p= 0,5842, respectivamente). Al comparar todos los
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datos de crecimiento no se encontraron diferencias significativas en longitud (p
=0,894) o en peso (p = 0,175) entre los seis tanques.

30 Lr= 11,56 "®L

Le—12,02 """

Periodo de engorde (Meses)

Figura 34. Longitud (cm) de alevines de rodaballo, obtenidos por fecundacion artificial con esperma
fresco y crioconservado, durante un afo. La linea de color azulén es del grupo crioconservado y la
oscura es del grupo fresco.
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Figura 35. Peso (g) de alevines de rodaballo, obtenidos por fecundacion artificial con esperma fresco y
crioconservado, durante un afio. La linea de color azuldn es del grupo crioconservado y la oscura es del
grupo fresco.
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Los resultados del analisis de la varianza de dos vias de los datos transformados se
muestran en la Tabla VIII y IX. No se encontraron diferencias en longitud o peso entre
los grupos GF y GC ( p= 0,056 y p= 0,119, respectivamente) o en la interaccidon mes-
esperma (p= 0,582 y p=0,467, respectivamente).

Tabla VIH. Resultados del analisis de varianza de dos vias para la longitud respecto al
mes Y el tipo de esperma ( datos transfonnados en logaritmos neperianos). Nivel de
confianza: 95.

Origen de Suma de DF Media de F Sig of F
variacion cuadrados cuadrados
Efectos 234,481 13 18,037 3159,621 0,000
principales
Mes 234,458 12 19,538 3422,592 0,000
Esperma 0,022 1 0,022 3911 0,056
Interaciones 0,059 12 0,005 0,865 0,582
de dos vias
Mes/esperma 0,059 12 0,005 0,865 0,582
Explicada 235,155 25 9,406 1647,729 0,000
Residual 12,627 2212 0,006
Total 247,783 2237 0,111

2238 casos fueron procesados
0 cases (0.0 pct) fueron perdidos

Tabla IX. Resultados del analisis de varianza de dos vias para el peso respecto al mes
y el tipo de esperma (datos transfonnados en logaritmos neperianos). Nivel de

confianza: 95.

Origen de Suma de DF Media de F Sig de F
variacion cuadrados cuadrados
Efectos 2102,907 13 161,762 2964,572 0,000
principales
Mes 2102,602 12 175,217 3211,154 0,000
Esperma 0,145 1 0,145 2,661 0,119
Interacciones 0,641 12 0,053 0,979 0,467
de dos vias
Mes/esperma 0,641 12 0,053 0,979 0,467
Explicada 2110,141 25 84,406 1546,880 0,000
Residual 120,698 2212 0,055
Total 2230,839 2237 0,997

2238 casos fueron procesados
0 casos (0.0 pct) fueron perdidos

Cuando se compararon las pendientes de las rectas de regresion de la longitud, entre
GF (Lf= 11,56 ¢”'08t) y GC (Lc= 12,02 e°08t ), de los alevines de rodaballo durante un
afio, se encontrd la misma tasa de crecimiento (g=0,08); y tasas de crecimiento
similares (g=0,23 y g=0,24, respectivamente) para el peso de los alevines del GF
(WF=33,34 ¢023’ ) y del GC (Wc= 38,09 €°'22t ), como se muestran en las Figuras 34y
35.
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3.6 CONSERVACION DE HUEVOS A CORTO PLAZO

Al comparar las tasas de fecundacién y eclosion obtenidas usando diferentes
volimenes de huevos en la conservacion a corto plazo, no se encontraron diferencias
significativas al usar 0,5 6 2,5 mL de huevos ( p= 0,938, p= 0,592, respectivamente),
como se muestra en la Figura 36.

100 100
O 0.5 mL 2.5 mL
10
@
Ié 40 -
i
g 20 -
10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
Duracién de la conservacion (horas) Duracioén de la conservacion (horas)
0,5 mL 2,5 mL
-0 40 -
73 30ji
-6 20 .
0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10
Duracion de la conservacion (horas) Duracion de la conservacion (horas)

Figura 36. Efecto del volumen de huevos en la capacidad de conservacion de huevos de rodaballo a
corto plazo. Las lineas rojas representan a las dos puestas utilizadas por el IEO y las verdes a las
utilizadas por el IFREMER.

La capacidad de conservacion de huevos de rodaballo no era significativamente
diferente entre las tres temperaturas utilizadas en la conservacién, como revelan las
tasas de fecundacion obtenidas representadas en la Figura 37 (p= 0,103). Por otro Iado,

en cuanto a la eclosion, se encontrdé una mayor capacidad de conservacion a 8oy 13° C
que a 30C (p= 0,022).
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Figura 37. Efecto de la temperatura en la capacidad de conservacion de huevos de rodaballo a corto
plazo. Las lineas rojas representan a las dos puestas utilizadas por el IEO y las verdes a las utilizadas por

el IFREMER. El grafico de eclosion con la letra (a) a 30 C es significativamente diferente a los otros
dos.

La conservacion de huevos de rodaballo con una atmosfera de oxigeno inyectada no

incrementaba la capacidad de conservacion de éstos, como muestran las tasas de
fecundacion (p= 0,839) y eclosion (p= 0,513) representadas en la Figura 38.
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Figura 38. Efecto del oxigeno en la capacidad de conservacion de huevos de rodaballo a corto plazo.
Las lineas rojas representan a las dos puestas utilizadas por el IEO y las verdes a las utilizadas por el

IFREMER.

La media del ovatocrito observado en seis puestas fue de 62,2 = 14,1. La media de la
composicion del fluido ovarico de 57 puestas se presenta en la Tabla X. El uso de un
fluido ovarico artificial similar al fluido ovarico decrecia las tasas de fecundacion (p=
0,0000) pero no las tasas de eclosion ( p= 0,483), como se muestra en la Figura 39.

80



J SALIDA/ EXIT

Resultados

Tabla X. Composicion media del fluido ovarico de 57 puestas
obtenidas de 37 hembras de rodaballo.

Na+ (imnol. L'1)

K+ (mmol.L1)
Ca2+(mmol.L1)
Mg2+(mmol.L'l)

CI" (mmol.L"1)

Glucosa (mmol.L"1)

Proteina (mg.L1)

Presion osmotica (mOsm.L1)
pH

100
Diluyente

Diluyente

50 -

I 30-
i 20-
H
10 -
0 2 4 6 8 10

Duracion de la conservacion (horas)

Media = SD
97,4 £ 22,4
75+ 34
2,1+ 14
2,6+ 1,6
102,9 £ 25,6
0,6 = 0,3
6,4+42
234 £55
7,60 £ 0,42

100
Sin diluyente

C
o
[}
0 10 20 30 40 50
Sin diluyente
. 50 -
O
I 40-
I 30-
S 20
A
10 -

o 2 4 6 8 10

Duracion de la conservacion (horas)

Figura 39. Efecto de la presencia de un fluido gonadal artificial en la capacidad de conservacion de
huevos de rodaballo a corto plazo. Las lineas rojas representan a las dos puestas utilizadas por el [IEO y

las verdes a las utilizadas por el IFREMER.
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La adicion de un antibidtico en la conservacion de huevos, no inducia a ninguna
diferencia en la capacidad de conservacion de huevos con respecto a las tasas de
fecundacion y eclosion ( p= 0,352, p= 0,777), como puede observarse en la Figura 40.

100 100
Antibiotico Sin antibiotico
o
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
Duracion de la conservacion (horas) Duracion de la conservacion (horas)
100 100
Antibidtico Sin antibioético
«d 40
0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10
Duracion de la conservacion (horas) Duracion de la conservacion (horas)

Figura 40. Efecto del antibiotico en la capacidad de conservacion de huevos de rodaballo a corto plazo.
Las lineas rojas representan a las dos puestas utilizadas por el IEO y las verdes a las utilizadas por el
IFREMER.

Por otro Iado en el Gltimo experimento, se observo que la diluciéon de huevos en un
fluido ovarico artificial disminuia la capacidad de conservacion, como revelan las tasas
de fecundacion (p=0,0000) y de eclosion (p= 0,004) representadas en la Figura 41. Se
encontré una interaccion significativa (p= 0,0003) entre las puestas y diluyente para
las tasas de fecundacion. Ademas, la adicion de un inhibidor no cambio los resultados
obtenidos cuando usamos un fluido ovarico artificial.
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Figura 41. Efecto de la presencia de un fluido gonadal artificial o del fluido gonadal artificial con 2%
del inhibidor tripsina de soja en la capacidad de conservacion de huevos de rodaballo a corto plazo. Las
lineas rojas representan a las dos puestas utilizadas por el IEO y las verdes a las utilizadas por el
IFREMER.

La capacidad de conservacion de los lotes de huevos control usados en cada uno de los
seis experimentos (volumen: 0,5 mL; temperatura: 13° C; sin diluyente; n=24) mostro
un decrecimiento en las tasas de fecundacion y eclosion en funcion del tiempo de la
conservacion, como se representa en la Figura 42. Bajo estas condiciones, la capacidad
de fecundacion disminuia significativamente a 80 = 20.5 % del valor inicial después de
9 horas de conservacion (p=0,00421) y a 57,1 £ 19,3 % después de 21 horas. Ademas,
la tasa de eclosion se reducia significativamente a 62,4 £ 29,4% del valor inicial a las 3
horas y a 38,1 = 37,7% después de 9 horas (p= 0,00476). Cuando se agruparon los
datos obtenidos a 0, 3 y 9 horas desde la presion abdominal, se observaba una
correlacion signifivativa entre las tasas de fecundacion (x) y las de eclosion (y): y =
0,84 + 0,19 x (n= 72, P= 0,0009, R = 0,38, SE de estimacion = 0,15).

&3



J SALIDA/ EXIT

Resultados

 co do:

oot o
N
()

al7S o
[\ )
S

Oh 3h %h 21h 27h 45h Oh 3h %h

Duracién de la conservacién (horas) Duracion de la conservacion (horas)

Figura 42. Cambios en las tasas de fecundacion y eclosion de los controles de huevos (volumen: 0,5
mL; temperatura: 13° C, sin diluyente) respecto a la duracion de la conservacion en horas. Las medias
con letras son significativamente diferentes.
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41 FECUNDACION ARTIFICIAL

Este estudio se basdé en comparar tres de los métodos generalmente usados en
“hatcheries” comerciales, y no se encontraron diferencias significativas en las tasas de
fecundacion obtenidas utilizando el método seco FS y el himedo FH2. Sin embargo, si
encontramos diferencias entre los métodos himedos FH1 y FH2.

Las concentraciones de los diferentes “pools” de esperma de rodaballo usados en todas
las FA, fueron similares a los valores de esperma reportados por Fauvel ef al. (1992,
1993 a) y Suquet eta/. (1992, 1994).

En estudios preliminares para mejorar la activacion del esperma en la FA (Chereguini
et al. 1995), se obtuvieron las mayores tasas de fecundacion cuando se usaba agua de
mar 35 g L'l como un diluyente activante, comparado con otros diluyentes (agua de
mar 20 g L'1 o solucion salina de Ringer), ya que la presion osmotica es el factor de
activacion del esperma de rodaballo, como observd Chauvaud (1993). En el presente
estudio, también hemos observado una diferencia en la tasa de fecundacion entre Ios
dos métodos humedos, que puede ser debida a que en la FH1 (cuando la relacion
huevo/agua de mar es 2V/V) la cantidad de agua de mar usada es insuficiente para
activar todos los espermatozoides, y facilitar el desplazamiento de éstos al micropilo.

En la determinacion de la relacion Optima de esperma/huevo para cada método, se
encontraron mayores tasas de fecundacion significativas en la FS cuando esta relacion
era mayor de 9.000 espermatozoides por huevo, y en la FH2 cuando era entre 3.000-
4.000. Sin embargo, no se encontraron diferencias en las tasas de fecundacion
obtenidas con las diferentes proporciones de esperma-huevo en la FH1, mientras que
Suquet et al (1995), utilizando este mismo método, recomiendan 6.000
espermatozoides por huevo para obtener el maximo éxito en la fecundacion.

El gran requerimiento de esperma encontrado para la FS puede ser debido a que un
porcentaje de espermatozoides inicia ya su activacion al ponerse en contacto con el
liquido gonadal, pero al no facilitarse su desplazamiento éstos pierden la movilidad
con el tiempo. Mads tarde, cuando se aflade el agua de mar para activar al esperma,
parte de este podria estar ya deteriorado. Esto estaria de acuerdo con Chauvaud (1993),
quién reportd un porcentaje bajo de células mdviles en rodaballo a presiones osmoticas
menores de 300 mOsm. L 1(la osmolaridad del fluido gonadal es 260 mOsm L'l
Suquet comm. pers.) y un incremento de la movilidad del esperma a altas presiones
osmoaticas, tai como la del agua de mar (1.050 mOsm L'l), donde la movilidad es
sincronica en el 100% de los espermatozoides.

Asi pues, la cantidad de esperma de rodaballo requerida no depende solamente de la
calidad de los huevos (Suquet ef al., 1995), sino también del método de fecundacion
artificial usado. En el rodaballo, este requerimiento es muy bajo, como en el caso de la
especie marina corvinon brasi leio Micropogonias undulatus (1.000; Gwo et al., 1991),
cuando lo comparamos con especies de agua dulce. El requerimiento de esperma es de
300.000 espermatozoides para la trucha arco iris Sal/mo gairdneri Richardson, y la
carpa Cyprinus carpio (Billard 1975; Koldras & Mejza 1983), y de 26.000
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espermatozoides para el lucio Esox [lucius. (Erdhal & Graham, 1987). Este bajo
requerimiento de esperma indica que los espermatozoides de rodaballo tienen una
capacidad de fecundacion alta en comparacion con otras especies, y como Suquet et al.
(1995) han sugerido, esto puede ser debido a la combinacion de algunas facetas
especificas de los gametos del rodaballo, tales como el largo desplazamiento que
realiza el espermatozoide (12 mm ; Chauvaud, 1993), la duracion del movimiento
celular (1-17 min; Chereguini et al.,, 1992 a; Fauvel et al., 1993a) y el pequefio tamafio
del huevo (0,91-1,20 mm de didmetro), que hacen que la probabilidad del esperma en
alcanzar el micropilo sea mayor que en otras especies.

42 CONSERVACION DE ESPERMA A CORTO PLAZO

La conservacion del esperma bajo diferentes atmosferas mostré que la supervivencia
del esperma era superior con aire que con oxigeno o nitrogeno. Estos resultados son
contrarios a los obtenidos por Billard (1981) con esperma de trucha arcoiris, ya que los
espermatozoides de rodaballo no pueden conservarse bajo una atmdsfera de oxigeno.
En una revision bibliografica sobre estudios de conservacion de gametos, Stoss (1983)
reporto el caso del esperma de varias especies en las que era favorable la conservacion
bajo condiciones anaerdbicas, y concluia que no era necesaria una gran interfase
liquido-gas para el esperma de todas las especies. Sin embargo, nuestras observaciones
muestran que el esperma de rodaballo tampoco puede conservarse bajo condiciones
anaerdbicas, y consecuentemente una concentracion del oxigeno similar a la del aire de
un 21%, puede tener influencia positiva en la conservacion del esperma de rodaballo.

En este estudio, cuando comparamos el efecto de diferentes diluyentes sobre la
supervivencia del esperma, durante la conservacion a corto plazo y bajo condiciones
diferentes, los resultados obtenidos mostraron que el medio de Ringer 200 mOsm. L'l
y el liquido seminal (ASL2) a 60 C, bajo una atmdsfera de aire, eran diluyentes ttiles
para la recogida y conservacion del esperma de rodaballo, ya que estos medios
evitaban la movilidad del esperma durante varios dias y el efecto deletéreo de la
contaminacion de orina. La obtencion del esperma de rodaballo se realiza por presion
abdominal y se recoge aspirando con una jeringa (Chauvaud et al, 1995), pero la
contaminacion de orina no se evita completamente. En muchas especies, la recogida
del esperma sin orina es muy dificil cuando se realiza una presiéon abdominal y esta
contaminaciéon a menudo causa una pérdida de la calidad del esperma y de la duracion
de la conservacion. En el rodaballo se observo una pérdida de la movilidad, de las
capacidades de conservacion a corto plazo y de fecundacion, cuando el esperma estaba
contaminado por orina (Dreanno et al, 1998). Resultados similares han sido
reportados en varias especies de agua dulce (Linhart et a/, 1987; Saad ef al, 1988;
Rana, 1995a,b). Este ultimo autor sugirido cateterizar el testiculo para evitar la
contaminacion en la obtencion de esperma del salmoén, y Linhart ez a/ (1987) mejoro
la tasa de fecundacion del pez gato Europeo Silurus glanis recogiendo el esperma en
una solucidn inmovilizante.

En cuanto a la temperatura de conservacion del esperma, nuestros resultados muestran
que temperaturas entre 0oy 20° C no influyen en su conservacion durante 18 horas,
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pero con periodos de tiempo superiores es mejor la conservacion del esperma diluido a
6 0C, bajo una atmosfera de aire.

Por otro Tado, en este estudio se determind la relacion adecuada esperma- diluyente
para el método de conservacion de esperma de rodaballo a corto plazo, comparando las
tasas de fecundacion utilizando diferentes relaciones esperma-diluyente almacenadas
durante 0-144 horas, y no se encontraron diferencias hasta las 96 horas; se encontraron
tasas de fecundacion significativamente mas altas a 120 y 144 horas cuando se
utilizaba la relacion esperma- diluyente menor (1:20). Estos resultados estan de
acuerdo con los de Erdahl & Graham (1987) que observaron que si el tiempo de
conservacion se incrementa, la fecundacion decrece a diluciones mayores del esperma,
mientras que a diluciones menores se mantenia la fecundacion, probablemente debido
a que esta teniendo lugar algin efecto del tipo de dilucion que causa la movilidad del
esperma a diluciones mayores. Ademads, no se encontraron diferencias en las tasas de
fecundacion usando esperma diluido conservado frente al esperma fresco no diluido
hasta las 96 horas.

Mas aun, para validar el método de conservacion de esperma de rodaballo a corto
plazo, usando la relacion esperma - diluyente mas adecuada (i1 :20) previamente
obtenida, y confirmar las tasas de fecundacion y eclosion, se conservd el esperma
diluido de 26 machos a s 0C desde 0 a 144 horas. Al comparar las tasas de fecundacion
y eclosion del esperma diluido y conservado a s 0C, no se encontraron diferencias en
las tasas de fecundacion durante 72 horas y las tasas de eclosion fueron similares desde
0 a 144 horas.

Cuando comparamos nuestros resultados en rodaballo con los reportados en otras
especies, observamos que muchos presentan solamente resultados de movilidad
(Bowden et al., 1990; Babiak et al., 1996; Christensen & Tiersch, 1996; Wayman et
al, 1998) y unos pocos dan tasas de fecundacion, principalmente en salmoénidos, para
validar estos métodos de conservacion a corto plazo (ver revision de Scott & Baynes,
1980; Rana, 1995a). En general, la movilidad del esperma puede ser un parametro Util
para evaluar la viabilidad de las células del esperma, y existe generalmente una
correlacion entre la presencia de la movilidad del esperma de peces y su capacidad
para fecundar huevos (Stoss, 1983; Erdahl, 1986; Chao ef a/, 1987; Goodall, et al,
1989). En teledsteos, es necesario un desplazamiento progresivo del esperma para
penetrar en el micropilo (Ginzburg, 1972). Sin embargo, es cierto que la movilidad no
siempre es una garantia de la capacidad de fecundacion (Ginzburg, 1972; Alberdice et
al, 1988b; Scott & Baynes, 1980), principalmente cuando el esperma es conservado in
vitro durante varios dias (Carpentier & Billard, 1978). Esto es debido a que diferentes
partes del espermatozoide que son responsables del desplazamiento (coia) y de la
fecundacion (cabeza), pueden sufrir cambios patolégicos diferenciales, que pueden ser

incrementados con la duracion de la conservacion o almacenamiento (Saad et al,
1988).

Nuestros resultados estan de acuerdo con los obtenidos por Alberdice ef a/ (1988b) en
bacalao negro Anoplopomafimbria, donde obtuvieron una relativa buena fecundacion
(48,4 %) después de 3 dias de conservacion, pero no hubo fecundacion después de s
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dias, incluso cuando el esperma conservado mostraba todavia movilidad. Por otra
parte, Lim et al. (1997) encontraron buenas tasas de fecundacion en brema negra
Acanthopagrus schlegeli después de 7-10 dias de conservacion del esperma en suero
de brema negra.

43 CONSERVACION DE ESPERMA A LARGO PLAZO

Los primeros resultados de la viabilidad del esperma crioconservado de rodaballo,
mostraron que el esperma descongelado presentaba una buena movilidad después de
9-10 meses de almacenaje en nitrogeno liquido, y que la adaptacion de esta técnica era
valida (Chereguini et al., 7992a,b; Suquet et al., 1998b). Sin embargo, era necesario
realizar fecundaciones con esperma descongelado, porque aunque se ha mostrado una
correlacion entre la movilidad del esperma y la capacidad de fecundacion (Stoss, 1983;
Erdahl, 1986; Chao et al., 1987), la movilidad no es siempre una garantia de calidad
(Ginzburg, 1972; Scott & Baynes, 1980), sobre todo después de que el esperma ha
sido congelado y puede sufrir cambios o dafios durante la congelacion (Legendre &
Billard, 1980; Rana, 1995a; Yao et al, 2000). Los primeros experimentos de
fecundacion con esperma crioconservado, usando como diluyentes el medio Ringer y
el Mounib modificado, asi como diferentes relaciones esperma: diluyente (1:2 y 1:3),
mostraron que no habia diferencias entre los dos diluyentes y las diluciones usadas
(Peleteiro et al, 1996).

En este estudio sobre la supervivencia del esperma crioconservado usando dos
diluyentes, Ringer 200 y Mounib, con 10-20% de yema de huevo o leche descremada
como criprotectores no permeables, no se encontraron diferencias en la movilidad del
esperma descongelado respecto al incremento o sustitucion de la yema de huevo o
leche descremada; sin embargo, aunque la movilidad del esperma descongelado era
buena con ambos diluyentes, el medio Mounib era significativamente mejor, quizas
debido al efecto protector de la sacarosa del medio Mounib sobre la membrana del
espermatozoide (Crowe et al, 1988). Estos resultados muestran que el medio Mounib,
modificado por Legendre y Billard (1980) para el esperma de trucha, es adecuado para
el rodaballo. Cuando se crioconservoé el esperma de ocho machos de rodaballo, usando
el medio Mounib con 10% DMSO y 10% de yema de huevo en la crioconservacion, se
encontrd que la capacidad de fecundacion era alta, aunque ligeramente inferior a la del
esperma fresco.

Por otro lado, la utilizacion de una diluciébn menor esperma-diluyente (1:1) en la
crioconservacion, no influydé en las tasas de fecundacién obtenidas tras las
fecundaciones artificiales, y hace posible incrementar el volumen de esperma a la hora
de congelar, lo cual es muy interesante desde un punto de vista practico. Estos
resultados, en cuanto al tipo de dilucién, son similares a los obtenidos para otras
especies de agua dulce. En carpa Cyprinus carpio, no se encontraron diferencias entre
I:1 y 1:2 (Moczarski, 1977). En trucha arcoiris Salmo gairdneri, tampoco se
encontraron diferencias en fecundacion entre 1:1 y 1:3 (Stoss et al, 1978). En otras
dos especies marinas, lubina Dicentrarchus labrax y dorada Sparus aurata, la dilucion
optima encontrada fué de 1:1, siendo desaconsejable utilizar diluciones mayores a 1:2
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(Billard, 1978). Por otra parte, diluciones superiores a 1:20 y 1:50 en corvinén
brasilefio Micropogonias undulatus y dorada Sparus aurata respectivamente, reducen
la supervivencia del esperma descongelado (Gwo et al, 1991; Chambeyron & Zohar,
1990). En rodaballo, diluciones entre 1:1 y 1:9 no modificaban la tasa de la movilidad
del esperma descongelado (Dreanno et al., 1997).

Al comparar los criotubos de 2 mL de capacidad frente a las tradicionales pajuelas de
0,5 mL, no se encontraron diferencias en las tasas de fecundacion y eclosion, tras una
modificacion realizada en la habitual técnica de crioconservacion. Esta sencilla
modificacion, cambiando la distancia entre el flotador y la superficie de nitrégeno
liquido de la caja y prolongando el tiempo, permite cambiar las condiciones de
congelacion. Las condiciones de congelacion no dependen solamente del tamafio del
contenedor o tubo usado, sino que son también especificas de la especie (Lahnsteiner,
2000). Asi, Yao et al. (2000) encontraron una menor movilidad del esperma
descongelado en pajuelas de 1,7 mL que con pajuelas de 0,25 mL, debido a las bajas
tasas de congelacion obtenidas con las pajuelas de 1,7 mL. Cabrita et al. (2001)
también encontraron unas tasas de fecundacion ligeramente menores con esperma
descongelado en pajuelas de 5 mL que con pajuelas de 0,5 mL (73,2% y 84%,
respectivamente); sin embargo al fecundar grandes volimenes de huevos con esperma
descongelado en pajuelas de 5 mL las tasas de fecundacion eran similares (73%), y esa
ligera pérdida de fecundacion es compensada por las ventajas de utilizar pajuelas de
mayor volumen. Los resultados obtenidos en este estudio estan de acuerdo con los
obtenidos en salmoénidos por Lahnsteiner ef al. (1997a, 1998) que utilizando diferentes
condiciones de congelacion con pajuelas de 0,5 mL y criotubos de 1,2 mL y 5 mL,
obtuvo también tasas de fecundacién similares a las pajulas cuando en la
crioconservacion se utilizaron tasas de congelacion mas bajas y tasas de
descongelacion mas altas.

El incrementar el volumen de esperma a congelar, mediante el uso de diluciones
menores esperma-diluyente y de tipos de contenedores mas grandes en la
crioconservacion, era interesante debido a la demanda para realizar la transferencia de
esta tecnologia a “hatcheries” comerciales, especialmente interesadas en su uso para
programas de seleccion genética.

Estos resultados obtenidos anteriormente sobre la crioconservacion del esperma de
rodaballo, nos ha llevado a realizar un estudio de crioconservacion del mismo, con el
mayor numero de machos, a fin de confirmar o validar la técnica puesta a punto con
fecundaciones artificiales. En el estudio de crioconservacion de esperma realizado con
49 machos diferentes, se encontrd que las tasas de fecundacion obtenidas con la misma
cantidad de esperma fresco y crioconservado eran similares en un 75% de las veces.
Sin embargo, en un 25% de las fecundaciones artificiales, con tasas de fecundacion
menores al 69,2%, habia diferencias entre los dos tipos de esperma. Estas diferencias
podrian ser debidas a la variabilidad inherente de los ejemplares usados, méas que a la
propia técnica de crioconservacion, ya que el esperma de rodaballo ha mostrado una
buena aptitud en la congelacién en anteriores estudios (Chereguini et al., 1992a,b;
Dreanno et al,, 1997; Ogier de Baulny, 1997). Estas diferencias de fecundacion entre
ejemplares han sido encontradas también en otras especies, como el halibut Atlantico
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Hippoglosus hippoglosus y lucio Esox lucius (Bolla et al., 1987; Babiak et al., 1997a).
En cuanto a la eclosion, no se encontraron diferencias entre los dos tipos de esperma,
como tampoco se han encontrado tales diferencias entre esperma fresco y
crioconservado en estudios realizados con lucio Esox [ucius (Babiak et al., 1995;
Lahnsteiner et al., 1998), carpa Cyprinus carpio (Magyary et al., 1996; Babiak et al.,
1997b), trucha arcoiris Salmo gairdneri (Conget et al., 1996), o peces planos (Tabata
& Mizuta, 1997). Sin embargo, si se han encontrado diferencias en eclosion con lubina
Dicentrarchus labrax (Fauvel et al., 1998a,b).

44 EVALUACION DEL CRECIMIENTO DE LARVAS OBTENIDAS CON
ESPERMA CRIOCONSERVADO

Las investigaciones llevadas a cabo con la crioconservacion de esperma, se
continuaron con otro estudio sobre el crecimiento de las larvas obtenidas después de
fecundaciones artificiales realizadas con esperma fresco y crioconservado de cuatro
machos diferentes, utilizando esta técnica de crioconservacion de esperma. Los Unicos
datos sobre el crecimiento de larvas de rodaballo producidas con esperma
crioconservado fueron obtenidos previamente por Suquet et al. (1998b), pero
solamente hasta el dia 10 de vida larvaria.

En el presente estudio, basado en cuatro FA realizadas con esperma fresco y
crioconservado, cuando comparamos las tasas de fecundacion y eclosion utilizando Ios
dos tipos de esperma del mismo macho, no se encontraron diferencias significativas.

Estos resultados fueron similares a los reportados por Peleteiro et al. (1996) y Suquet
et al. (1998) en rodaballo.

Fueron obtenidas tasas de eclosion similares, al comparar el esperma fresco y
crioconservado, por Babiak et al. (1995) y Lahnsteiner et al. (1998) en lucio Esox
lucius', por Magyary et al.{ 1996) y Babiak ef al. (1997b) en carpa Cyprinus carpio’, y
en hembras ginogenéticas con reversion de sexo de lenguado japonés Paralichthys
olivaceus (Tabata & Mizuta, 1997).

Asimismo, no se encontraron diferencias significativas en longitud y peso humedo en
larvas de 0, 7 y 14 dias de edad obtenidas con esperma fresco y crioconservado.
Nuestros resultados estan de acuerdo con los de Suquet ef al. (1998), que tampoco

encontraron diferencias significativas en la supervivencia y en el peso de larvas de 10
dias de edad.

Al final de 31 dias de cultivo, en dos de las FA (FA 1y FA 2) los grupos de larvas de
esperma fresco y criconservado no presentaron diferencias en el crecimiento. En las
otras dos se encontraron diferencias; en la FA 3 las larvas obtenidas con esperma
crioconservado eran mds grandes y en la FA 4 las larvas obtenidas con esperma fresco
también eran mas grandes. Esta diferencia es debida mas probablemente a la
variabilidad inherente al cultivo larvario de rodaballo que al tipo de esperma empleado
(Kingwell et al, 1977, Stottrup & Attramadal, 1992; Stottrup & Gravningen, 1993;
Olmedo, 1996), y también a la variabilidad de los reproductores utilizados en nuestro
estudio, ya que machos y hembras fueron diferentes en cada FA.
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45 EVALUACION DE LA SUPERVIVENCIA Y CRECIMIENTO DE
ALEVINES PRODUCIDOS CON ESPERMA CRIOCONSERVADO

Aunque hay muchos estudios sobre crioconservacion de esperma de especies de agua
dulce y de especies marinas con éxito, hay pocos estudios sobre la supervivencia y el
crecimiento de la descendencia producida utilizando esperma congelado y
descongelado.

La supervivencia registrada en los alevines de rodaballo después de un afio de engorde
fue similar entre ambos grupos GS Y GC. Estos resultados estan de acuerdo con
Moczarski (1977) que no encontré decrecimiento en las tasas de supervivencia en
juveniles de carpa Cyprinus carpio de un afio de edad procedentes de fecundaciones
realizadas con esperma descongelado.

Los datos de crecimiento de los dos grupos de alevines de rodaballo estan de acuerdo
con los resultados obtenidos en tilapia Oreochromis hornorum por Chao et al. (1987)
donde juveniles de tilapia producidos con esperma descongelado, crecian tan bien
como el grupo control, alcanzando 800 gramos después de 18 meses; y en el pez gato
Americano Ictalurus punctatus tampoco encontraron diferencias a ninguna edad (2-12
meses) entre la descendencia producida con esperma crioconservado o esperma no
tratado, y los juveniles de tilapia crecian con la misma tasa de crecimiento hasta los 30
gramos (Tiersch et al., 1994).

Sin embargo, se obtuvieron diferencias significativas en el pez gato Africano Clarias
gariepinus entre las longitudes y pesos medios en algunos grupos a 30, 60 y 90 dias,
donde Ios obtenidos con esperma crioconservado eran mas pequefios, pero estamos de
acuerdo con el autor en que estas diferencias podrian ser atribuidas a condiciones
ambientales variables encontradas entre los tanques de cultivo (Van der Walt ef al.,
1993), también obtenidas por Klar et al. (1988).

Algunos estudios sobre la calidad de la descendencia obtenida con esperma congelado
del pez gato Africano y descongelado después de un mes, obtienen una tasa de
crecimiento mas uniforme en la descendencia producida con esperma crioconservado,
que era atribuida al hecho de que casi toda la descendencia tenia idéntico genotipo
(Wan der Bank & Steyn, 1992). Al contrario, en nuestro estudio con alevines de
rodaballo, durante un periodo de un afio, encontramos tasas de crecimiento similares
pero no un crecimiento mas uniforme para los juveniles producidos con esperma
crioconservado.

4.6 CONSERVACION DE HUEVOS A CORTO PLAZO

Cuando estimamos las tasas de fecundacion de Ios huevos de rodaballo, observamos
que los blastdbmeros eran menos visibles a medida que aumentaba la duracion de la
conservacion, y presentaban anormalidades morfologicas més frecuentemente, lo que
sugeria una pérdida de la calidad del huevo. El decrecimiento en la tasa de eclosion,
comparado al de la tasa de fecundacion era mas temprano o precoz. Esta observacion
confirma los resultados ya obtenidos por McEvoy (1984) en rodaballo. La capacidad
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de fecundacion de huevos de limanda japonesa Limandayokohama era alta después de
tres dias desde su obtencion, mientras que la tasa de eclosion decrecia después de solo
24 horas (Hirose et al., 1979). Este decrecimiento retardado en la tasa de fecundacion
fue también observado en el arenque Pacifico Clupea harengus pallasi y en el halibut
Atlantico Hippoglosus hippoglosus (Hay, 1986); Basavaraja, 1991). De acuerdo con
las observaciones previamente publicadas por Kjorsvik et al. (1983), esto indica que la
tasa de fecundacion de huevos de algunas especies de peces es mantenida por mas
tiempo que su capacidad a sobrevivir la fase de desarrollo embrionario. En rodaballo,
esta observacion puede explicarse por el bajo coeficiente de correlacion obtenido entre
la tasas de fecundacion y eclosion, cuando se agruparon los datos obtenidos a 0, 3y 9
horas desde la presion abdominal para la obtencion de huevos.

La capacidad de conservacion de huevos en el rodaballo no cambia ni con el
incremento del volumen de huevos de 0,5 a 2,5 mL, ni con la incorporacién de
oxigeno. Este resultado sugiere un bajo requerimiento de oxigeno de los huevos de
rodaballo. En la conservacion de huevos del salmon Oncorhynchus kisutch tampoco se
encontraron diferencias usando aire o oxigeno (Rosenberg, 1983). Por otro Iado, se
observo una mejor capacidad de conservacion de huevos del salmon Oncorhynchus
keta cuando se incrementaba la relacion aire-huevos (Jensen & Alberdice, 1984). Més
aun, la incorporacion de oxigeno incrementa la supervivencia de los huevos de tilapia
Sarotherodon mossambicus y del matalote jorobado Xyrauchen texanus (Carmichael et
al, 1996).

El uso de antibidticos no cambia la supervivencia de Ios huevos del rodaballo durante
el periodo de conservacion. Eina flora bacteriana, de 10 a 10 s bacterias por huevo, fue
asociada con huevos de esta especie (Omnes ef a/, 1993). La proliferacion bacteriana
en huevos de tilapia Sarotherodon mossambicus después de 19 horas de conservacion,
fue inhibida con sulfato de kanamicina (Harvey & Kelley, 1984). Sin embargo, el
decrecimiento de la calidad de los huevos de rodaballo observado durante el periodo
de conservacion en presencia de un antibidtico, podria deberse més a la lisis celular
que al desarrollo de una flora bacteriana.

Se registré6 una mejor supervivencia de huevos de rodaballo a soy 13 o C que a 30C.
Sin embargo, un descenso de la temperatura de 15° C a 30 C prolongaba la
supervivencia de huevos del salmon Oncorhynchus keta (Jensen & Alberdice, 1984).
Por otro lado, fue obtenida una mayor capacidad de conservacion de huevos de carpa
de hierba Ctenopharyngodon idella a 22° C que a 90 C (Zlabek & Linhart, 1987). La
temperatura Optima para la conservacion de huevos en el pez gato Europeo Silurus
glanis es de 19° C (Linhart & Billard, 1995 b) y en tilapia Sarotherodon mossambicus
de 20° C (Harvey & Kelley, 1984). Para la conservacion de huevos de rodaballo a
bajas temperaturas, podria ser necesario incluir crioprotectores en el diluyente.

La incorporacion de un fluido ovarico artificial a los huevos de rodaballo no
incrementa la supervivencia de éstos. Mientras que, la dilucion de los huevos de trucha
arcoiris en un medio ovdarico artificial o en plasma sanguineo, incrementaba su
capacidad de conservacion (Billard & Jalabert, 1974); sin embargo, decrecian la
supervivencia de huevos de esta especie la utilizacion de soluciones de sucrosa con
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presiones osmoticas entre 200 y 300 mOsm. L1 (Billard, 1980). La incorporacion de
un inhidor de tripsina de soja incrementaba la capacidad de conservacion de huevos
del carpin Carassius auratus, al bloquear la expansion del corion (Hsu & Goetz,
1993). Sin embargo, el uso de este inhibidor en huevos de rodaballo no incrementaba
la capacidad de conservacion de éstos. No se observd una activacidon espontanea
durante el periodo de conservacion de huevos de esta especie.

La presion osmotica estimada en el fluido ovarico del rodaballo es baja en
comparacion a otras especies: en salmonidos es de 256 a 292 mOsm.L: 1 (Lahnsteiner et
al., 1995), en carpa Cyprinus carpio es de 305 mOsm.L': (Plouidy & Billard, 1982), y
en la liebre de mar Cyclopterus lumpus es de 359 mOsm.L'1 (Davenport & Lonning,
1983). Sin embargo, fue medida una presion osmotica baja en el fluido ovarico del
ciprinido A/burnus alburnus (237 mOsm.L'l; Lahnsteiner ef a/, 1997 b). En rodaballo,
la media del pH (7,60) es también mas baja que los valores registrados en salmonidos
(8,4 - s,5; Lahnsteiner et al, 1995) o en carpa Cyprinus carpio (8,5; Plouidy &
Billard, 1982). Sin embargo, se observa una alta concentracidon de proteinas en
rodaballo, en comparacion con salmonidos (0,95-2,78 mg L'l; Lahnsteiner et al, 1995)
o en la liebre de mar Cyclopterus lumpus (1,58 mg L']).

La supervivencia de los huevos de rodaballo a 13°C, sin ninglin diluyente es bastante
mas baja en comparacion al esperma (Billard ef al, 1996; Rana, 1995a,b), y cuando
Ios huevos fueron fecundados 3 horas después de la presion abdominal, la tasa de
eclosion era inferior a un 62,4 + 29,4% del control. La baja capacidad de conservacion
de huevos ha sido también registrada en otras especies de peces: de 1 a « horas en
carpa Cyprinus carpio (Linhart et al, 1995a), de 2 a 12 horas en siluros (Legendre et
al, 1996), de 3 a s horas en trucha arcoiris Oncorhynchus mykiss y 12 horas en la
trucha Salmo trutta fario (Marcel et al, 1982), de 1 a 9 horas en bacalao Gadus
morhua (Kjorsvik & Lonning, 1983) y de s horas en el halibut Atlantico Hippoglossus
hippoglossus (Holmefjord, 1991). En el ovario de rodaballo, McEvoy (1984) mostro
que la capacidad de conservacidon de huevos era de 10 horas después de la ovulacion a
12-14° C; y que después de 24 horas en el ovario, no habia eclosion.
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5.1

La relacion optima del esperma-huevo en el método de fecundacion seca (FS) y
himeda (FH2), es de 9.000 y entre 3.000-4.000 espermatozoides por huevo,
respectivamente, para obtener las maximas tasas de fecundacion en puestas de
rodaballo con viabilidades superiores al 70%. Se recomienda a las empresas
comerciales productoras de rodaballo el método de fecundacion FH2, por el bajo
requerimiento de esperma.

5.2

Los resultados indican que el método de conservacion de esperma de rodaballo a corto
plazo, usando una dilucion del esperma en el medio Ringer 200 mOsm.L:1 de 1:20,
mantiene la capacidad de fecundacion durante tres dias y las tasas de eclosidon como
las obtenidas con el esperma fresco. Este método de conservacidon del esperma puede
ser una técnica util para la gestion practica de los reproductores del rodaballo y
complementaria a la crioconservacion para incrementar la diversidad genética en
empresas comerciales productoras del rodaballo.

5.3

El estudio sobre la crioconservacion de esperma de rodaballo, utilizando en la
fecundacion artificial la misma cantidad de esperma, no solo valida nuestra técnica
puesta a punto, sino que muestra que con esta técnica se obtienen tasas de fecundacion
y eclosion similares a las del esperma fresco, aunque se observa una cierta variabilidad
entre las muestras crioconservadas. Por tanto, la crioconservacion de esperma de
rodaballo puede ser considerada una técnica practica, sencilla y util, que presenta
enormes ventajas en la gestion de reproductores para las empresas comerciales
productoras de rodaballo.

Sin embargo, es todavia necesaria una investigacion posterior para determinar la
cantidad oOptima de esperma crioconservado por huevo que debe emplearse en la
fecundacion artificial (FA) con el fin de alcanzar las mayores tasas de fecundacion y
optimizar mas esta técnica de crioconservacion, tai y como se ha realizado para el
esperma fresco.

5.4

Los resultados indican que el uso de esperma fresco o crioconservado durante la
fecundacion artificial (FA) no es un factor determinante en la fecundacion, eclosion o
en el crecimiento de la larvas, ya que en el destete, solamente un caso mostr6 un
menor crecimiento de las larvas producidas con esperma crioconservado. En
conclusion, nuestros resultados confirman una vez maés la alta calidad del esperma de
rodaballo obtenido empleando la técnica de crioconservacion.
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5.5

La supervivencia, el crecimiento y la calidad de alevines producidos con esperma
crioconservado es similar a las de esperma fresco. Nuestros resultados confirman que
la técnica de crioconservacion es una herramienta Util para mejorar el rendimiento del
cultivo de rodaballo a nivel industrial.

5.6

Este estudio muestra que la viabilidad de los huevos decrece muy rapidamente durante
su conservacion en vitro a 13° C sin ningin diluyente. Cuando los huevos fueron
fecundados 3 horas después de la presion abdominal, la tasa de eclosion era inferior a
un 62,4 £ 29,4% del valor inicial. A excepcion de la temperatura, los factores
estudiados tienen un bajo efecto sobre la capacidad de conservacion de huevos de
rodaballo.
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