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Congelamiento de espermatozoides del ostion del norte
Argopecten purpuratus mediante congelador mecanico

Enrique Dupré & Carlos Espinoza
Departamento de Biologia Marina, Facultad de Ciencias del Mar
Universidad Catdlica del Norte, Casilla 117, Coquimbo, Chile

RESUMEN. El congelamiento de espermatozoides es una técnica utilizada en acuicultura que permite almacenar los
excedentes que fueron obtenidos durante la época reproductiva, para utilizarlos posteriormente. El proceso de
criopreservacion, requiere disminuir la temperatura gradualmente y de manera controlada para minimizar los dafios
ocasionados por el choque osmoético o por formacidn de cristales de hielo, lo cual es dificil lograr en terreno donde no
se dispone de un equipo automatico para realizarlo. Este estudio presenta un dispositivo manual portatil que permite
descender gradualmente la temperatura, permitiendo repetir en forma exacta cada uno de los protocolos cada vez que
se requiera. El equipo consta de un termo Dewar para nitrégeno liquido, un sistema de poleas graduadas, una placa
porta-muestras de acrilico y un termometro para bajas temperaturas. Para verificar su eficiencia, se procedié a
criopreservar trozos de la parte masculina de la génada de Argopecten purpuratus a diferentes tasas de congelamiento
(1,1; 2,2; 4,6; 6,5; 8,8; 12,9; 19,2; 32,2 y 96,5°C-min’t). Se utiliz6 una solucién crioprotectora compuesta por leche
descremada liofilizada, ME,SO y sucrosa a una tasa de descongelamiento de 573°C-min. La tasa Optima de
congelamiento fue de 8,8°C-min, con la cual se obtuvo 51,3 + 6,6% de espermatozoides moéviles. EI congelador
mecanico mostrd ser eficiente para la criopreservacion de espermatozoides de A. purpuratus a diferentes tasas de
congelamiento, ya que permitié regular el descenso de las muestras en los vapores de nitrégeno liquido a diferentes
velocidades.
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Freezing of spermatozoa of the scallop Argopecten purpuratus
using a mechanical freezing system

ABSTRACT. The freezing of spermatozoa is a technique used in aquaculture which permits the storage of excess
spermatozoa from natural or induced spawning, and saves them for use in subsequent procedures. The cryopreservation
process requires gradual, controlled lowering of temperature in order to reduce osmotic shock injury or ice crystal
formation in the cells. This is difficult to accomplish in the field, where appropriate automatic equipment is not available.
This study describes a portable manually operated device usable for accurately repeating required freezing protocols.
The device includes a Dewar container for liquid nitrogen, a system of graduated pulleys, an acrylic sample carrier,
and a low temperature thermocouple. To test the freezing system, pieces of male gonad of the scallop Argopecten
purpuratus were frozen at different rates (1.1, 2.2, 4.6, 6.5, 8.8, 12.9, 19.2, 32.2 and 96.5°C-min‘t). The cryoprotective
mixture used was composed of lyophilized skim milk, ME,SO, and sucrose, with a thawing rate of 573°C-min™. The
optimum freezing rate was 8.8°C-min, obtaining 51.3 + 6.6% motile sperm. The mechanical freezer was efficient in
cryopreservation of A.purpuratus spermatozoa at different freezing rates, since it permitted regulation of the lowering
of the samples into the liquid nitrogen vapor at different speeds.
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INTRODUCCION

La formacion de centros de cultivo de moluscos
bivalvos se ha incrementado en Chile durante los
ultimos afios, debido a las buenas perspectivas de
comercializacion nacional e internacional y en gran
medida a la disminuci6n de la existencia de bancos
naturales, teniendo como principal objetivo obtener
una produccion a gran escala durante todo el afio.
En consecuencia, se han estado desarrollando me-
todologias como la criopreservacion que permiten
mantener en nitrogeno liquido embriones y gametos
por largos periodos de tiempo para ser utilizados en
cualquier momento y lugar. La inclusion de las téc-
nicas de criopreservacion en un hatchery (Caffey &
Tiersch, 2000) permitiria un mejor aprovechamien-
to de los gametos con la consiguiente reduccion de
costos de produccién, o bien evitar el problema que
se presenta al utilizar reproductores pertenecientes
a cepas con diferentes épocas de desove y madura-
cién sexual. Por otro lado, permitiria la creacion de
bancos de espermatozoides para establecer progra-
mas de seleccién genética (Lubzens et al., 1997).

El congelamiento de células vivas es un proceso
que requiere disminuir la temperatura gradualmen-
te y de manera controlada para minimizar los dafios
ocasionados por choque osmatico o por formacion
de cristales de hielo.

Usualmente las criopreservaciones se realizan
por medio de maquinas automaticas o manuales,
utilizando congelaciones rapidas, en las cuales se
ubican las muestras a diferentes distancias por en-
cima de la superficie del nitrégeno liquido, lo cual
no permite controlar tasas lentas de congelamiento
que podrian ocasionar menores dafios a determina-
das células (Mazur et al., 1972). Es por esto, la ne-
cesidad de disponer de un dispositivo o0 equipo que
permita regular adecuadamente el descenso de la
temperatura y poder asi repetir de manera exacta
cada una de las pruebas cada vez que se requiera.
Por este motivo se probo la utilizacién de un conge-
lador mecanico, de bajo costo, construido en el la-
boratorio que permite controlar diferentes tasas de
congelamiento. A fin de determinar la eficiencia de
dicho dispositivo y su procedimiento, se utilizo
espermatozoides contenidos en trozos de génada del
ostién del norte, Argopecten purpuratus.

MATERIALES Y METODOS

Se obtuvieron ostiones maduros en la bahia La He-

rradura (29°59’S, 71°15°W), Chile y se ubicaron en
estanques de 500 L para su acondicionamiento por
un periodo de 7 dias. Luego se extrajo la porcién
masculina de la goénada y se cort6 en trozos de 5
mm que fueron colocados en una placa petri conte-
niendo 6 mL de agua de mar microfiltrada y esteri-
lizada con luz ultravioleta (AMFE) durante 10 min
a temperatura de 3,5°C.

Como solucion crioprotectora (SC) se utiliz6é una
solucién en agua destilada conteniendo los siguien-
tes compuestos: 10% ME,SO (dimetil sulfoxido) (v/
v), 125 mM sucrosa y 10% de leche descremada
liofilizada (p/v). Una vez preparada la solucion, se
procedi6 a centrifugarla a 1000 rpm durante 10 min,
luego se separd el sobrenadante y se almacen6 a 5°C
hasta su posterior uso. El pH de esta solucion a 3°C
fue de 7,01.

El aparato de congelacion disefiado consta de un
termo de nitrégeno liquido de boca ancha de 5 L de
capacidad y una polea graduada que permite regu-
lar el movimiento de una placa porta-muestras que
tiene un disco de acrilico, del mismo didmetro de la
boca del termo de nitrégeno liquido, con perfora-
ciones donde se ubican 10 tubos eppendorf de 1,5
mL que contendran las muestras a congelar. La po-
lea se marcé con divisiones de 1 mm para poder
determinar las velocidades de descenso en div-min?,
las cuales se transformaron a tasas de congelamiento
en °C-min‘t. Antes de cada congelamiento el termo
fue llenado con 700 mL de nitrégeno liquido y man-
tenido cerrado durante 20 min para que la tempera-
tura se estabilice.

En la placa porta-muestras del congelador se
colocaron tubos eppendorf con 1 mL de SC y se
mantuvieron a una temperatura de 3,5°C. Luego se
agrego a cada tubo un trozo de la porcidn testicular
y Se mantuvo a esa temperatura por 5 min antes de
iniciar el congelamiento (tiempo de equilibrio). Se-
guidamente, se introdujo lentamente en el termo la
placa de acrilico portando las muestras, a velocidad
constante, hasta llegar a 2 cm por encima del nivel
del nitrégeno liquido donde permanecieron 5 min'y
luego se introdujeron completamente en el nitroge-
no liquido. De esta manera se evaluaron tasas de
congelamiento de 1,1; 2,2; 4,6; 6,5; 8,8; 12,9; 19,2;
32,2 y 96,5°C-mint. Luego, las muestras fueron
transferidas y almacenadas en un tanque de nitré-
geno liquido de 35 L de capacidad.

Después de 24 h cada uno de los tubos conte-
niendo las muestras fue descongelado, retirandolo
del tanque de nitrogeno liquido y sumergiéndolo
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inmediatamente en un vaso precipitado de 1 L con-
teniendo agua de mar a 50°C durante 20 s y luego
en otro a temperatura ambiente, hasta que se des-
congelaron completamente.

Una vez descongeladas, las muestras se vacia-
ron en una placa petri con 10 mL de AMFE. Luego
de 10 min se evaludé la motilidad de los
espermatozoides bajo microscopia de luz con 200
aumentos. La motilidad se clasifico en tres tipos:
motilidad 1: espermatozoides con desplazamiento
y movimiento flagelar lentos, motilidad 2:
espermatozoides con desplazamiento circular, y
motilidad 3: espermatozoides con movimiento ra-
pido hacia delante. Como control se determind la
motilidad espermaética antes de iniciar cada uno de
los tratamientos con diferentes tasas de congelacién.
Los porcentajes de motilidad graficados correspon-
den a la motilidad relativa respecto a la maotilidad
de cada uno de los controles mencionados anterior-
mente.

Debido a que los procesos fisicos, quimicos y
biolégicos del congelamiento celular ocurren entre
-15y-60°C (Mazur, 1984), se considerd para el cal-
culo de las tasas de congelamiento solamente las
tasas entre 3,5°C (momento en que se realizo el equi-
librio) y -100°C; por lo cual, se grafico los descen-
sos de la temperatura sélo en dicho rango. Luego,
se obtuvieron las ecuaciones de mejor ajuste a los

datos obtenidos para cada velocidad de descenso
(div-min®), en las cuales las pendientes de cada una
de ellas corresponden a la tasa de congelamiento en
°C-mint. Finalmente, se graficé cada velocidad de
descenso contra su tasa de congelamiento,
obteniéndose una ecuacién mediante regresion li-
neal, que permita ubicar la velocidad de descenso
necesaria para la tasa de congelamiento deseada.

RESULTADOS

Tasas de congelamiento

Al graficar los puntos de temperatura contra el tiem-
po para cada velocidad de descenso de las mues-
tras, se observo que las temperaturas descienden
constantemente hasta aproximadamente -100°C,
después del cual lo hacen con mayor velocidad (Fig.
1), observandose una tendencia lineal en este ran-
go. Las ecuaciones de cada recta se muestran en la
figura 2, donde la pendiente de cada una correspon-
de a la tasa de congelamiento. Dichas tasas de
congelamiento con sus correspondientes velocida-
des de descenso de la placa, se graficaron y se obtu-
VO una tendencia lineal cuya ecuacién permite ob-
tener la velocidad de descenso en div-min? para cada
tasa de congelamiento (°C-min‘?).

Tiempo (min)

50 60 70 8 9 100

i R
N \

-200

—®— 1 divmin'

—— 4 divmin’!

—®— 3 divmin'

—*— 5 divmin’!

—4&— 3 divmin!

—&— 6 divmin!

Figura 1. Curva de congelamiento para diferentes velocidades de descenso de la placa porta-muestras dentro

del termo con nitrégeno liquido.

Figure 1. Freezing curve for different speed of the sample-plate descending into the liquid nitrogen tank.
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Figura 2. Lineas de mejor ajuste para diferentes tasas de descenso (div-min-1) de la placa porta-muestras obte-
nidas con del equipo mecanico de congelacion, entre 3,5y -100°C. A la derecha se indican las ecuaciones de cada
una de las rectas obtenidas. La pendiente de cada recta indica la tasa de congelamiento (°C-min-1) obtenida para
cada velocidad utilizada.

Figure 2. Best fit line for different descending rates (div-mint) of the sample-plate obtained with mechanical

freezer system between 3.5 and -100°C. The equations of each tendency line are showed at the side. The slope
shows the freezing rate (°C-min-1) used.
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Figura 3. Porcentaje relativo a su respectivo control de la motilidad total y motilidad 3 de espermatozoides post
descongelamiento y diluidos en AMFE. Las barras indican el error standard. TM: motilidad total; M3: Motilidad
tipo 3.

Figure 3. Percentage of total and type 3 motility respect to each control of post-thawing and diluted sperm in sea
water. The vertical bar shows the standard error. MT: total motility, M3: type 3 motility.
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Motilidad espermatica

En todos los casos, la motilidad espermatica post-
descongelamiento fue significativamente menor que
la de su respectivo control (p < 0,05), los cuales
variaron entre 39,4% y 55,8% con un promedio de
45,4 + 4,5%. La figura 3 muestra los porcentajes de
motilidad total y la motilidad 3 para cada tasa de
congelamiento, encontrandose diferencias signifi-
cativas entre las motilidades de los diferentes trata-
mientos (p < 0,05). Los valores maximos de
motilidad total (51,3 + 6,6%) y motilidad 3 (36,6 +
5,1%) se obtuvieron con una tasa de congelamiento
de 8,8°C-min. Se obtuvo mayores porcentajes de
motilidad espermatica con tasas bajas de congela-
cion (entre 2,2 y 6,5°C-min'), respecto a los porcen-
tajes obtenidos a tasas mayores (12,9 a 96,5°C-min?).
Los porcentajes de motilidad total aumentaron cuan-
do las tasas aumentaron de 1,1 a 8,8°C-min y lue-
go se observo una disminucion de los porcentajes
desde 8,8 a 96,5°C-mint (Fig. 4).

Cuando se realizo la congelacion a una tasa de
6,5°C-min? se observé una disminucidn de los por-
centajes de motilidad total y motilidad 1 respecto a
las tasas de 4,6 y 8,8°C-min‘ (Fig. 4).

DISCUSION

El congelador mecéanico mostro ser eficiente para
la regulacion de las tasas de congelacion, ya que se
lograron tasas intermedias entre 1,1 y 96,5°C-min‘t
demostrando que existe variacion significativamente
diferente entre los porcentajes de motilidad
espermatica a las distintas tasas de congelacion.

Las tasas de congelamiento fueron mantenidas
constantes desde el tiempo de equilibrio hasta -100°C,
ya que Mazur et al. (1972) afirman que variando la
temperatura de transferencia al nitrégeno liquido
desde -70 a -100°C no se produce efectos en los
porcentajes de supervivencia. Ademas, Jeyalectumie
& Subramoniam (1989) y Young et al. (1992) men-
cionan que no es recomendable la inmersién inme-
diata de las muestras en nitrégeno liquido sino lue-
go de un determinado tiempo, porque de lo contra-
rio se reduciria la viabilidad de los espermatozoides.

La distribucion en forma de campana que pre-
senta la curva de motilidad con respecto a la tasa de
congelamiento, con un éptimo de 8,8°C-min- (Fig.
3), similares a las obtenidas por Chao et al. (1997)
y Ohta et al. (2001), sugiere que a tasas mayores
existiria una mayor probabilidad de formacion de
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Figura 4. Motilidad espermatica post-descongelacion y dilucion en agua de mar después de haberlos sometido a
diferentes tasas de congelamiento. N: namero total de espermatozoides contados por tratamiento. Mot 1:
Motilidad tipo 1, Mot 2: Motilidad tipo 2, Mot 3: Motilidad tipo 3.

Figure 4. Post-thawing sperm motility after to submit them to different freezing rates. N: Total sperm counted.
Mot 1: Type 1 motility, Mot 2: Type 2 motility, Mot 3: Type 3 motility.
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cristales intracelulares que afectan las estructuras
espermaticas (Mazur, 1977), lo cual se podria deber
a la poca deshidratacion de la célula o insuficiente
intercambio entre agua y crioprotector intra y extra
celular, antes de comenzar a producirse hielo tanto
extra como intracelular. Esta situacién es menos
probable que ocurra a tasas bajas de congelacion,
pues a esas tasas la célula tiene mayor tiempo para
el reemplazo de moléculas de agua por las del
crioprotector intracelularmente, lo cual protegeria a
la célulasi se produjera hielo intracelular (Mazur &
Koshimoto, 2002). Sin embargo, con tiempos méas
prolongados de deshidratacion o tasas mas lentas
de congelacion, existiria una tendencia a deshidratar
en exceso los espermatozoides generando el
arrugamiento de la membrana plasmatica y su con-
siguiente ruptura, ademas de la formacién de crista-
les de hielo extracelular de gran tamafio y en altas
cantidades. La tasa de 8,8°C-min’ permitiria un in-
tercambio de liquidos permeables a través de la
membrana mas adecuado que las otras tasas evalua-
das.

Aun cuando se observ6 una motilidad mayor con
una tasa de 8,8°C-min, y valores menores con ta-
sas mas lentas o mas rapidas que aquella, hay una
tendencia a que las velocidades lentas permitan
motilidades post-descongelamiento mayores que las
velocidades rapidas (Fig. 3). Esto sugiere que la
permeabilidad de la membrana del espermatozoide
de ostion, al crioprotector y al agua es baja, y por lo
tanto, se requiere de un mayor tiempo para que las
soluciones intra y extracelular se equilibren, hecho
que no sucede si el congelamiento es rapido ya que
conllevarian al inmediato congelamiento
intracelular, la célula no va a tener tiempo de perder
liquidos para igualar las concentraciones intra y
extracelular, y se formaria mayor cantidad de cen-
tros de nucleacion y cristales pequefios de hielo, los
cuales pueden crecer durante el descongelamiento,
en un proceso llamado recristalizacion (Rana, 1995).

Los espermatozoides de A. purpuratus son muy
sensibles cuando la tasa de congelamiento supera
8,8°C-min’, valor muy bajo comparado con las 6p-
timas para especies como el ratén (Mazur &
Koshimoto, 2002; Koshimoto & Mazur, 2002) don-
de el hielo intracelular se estaria formando a tasas
cercanas a los 2.000°C-min aunque la matilidad
espermaética empieza a decaer drasticamente a tasas
de 200°C-min‘t. Esta diferencia es debida a la dis-
tinta permeabilidad de las membranas de ambos
espermatozoides. Por tanto, la probabilidad que se
formen cristales grandes o pequefios depende de la

velocidad de congelamiento y los procesos de
osmosis; los cuales estan determinados por la per-
meabilidad de la membrana al agua y al
crioprotector.

La funcién que cumplirian las moléculas del
crioprotector en todo este proceso, posiblemente
seria la de adsorberse a la periferia de los cristales
de hielo, uniéndose a ellos quiza mediante puentes
de hidrogeno e impidiendo que méas moléculas de
agua lo hagan; de una forma similar a lo que propo-
nen Eastman & De Vries (1987), y Zachariassen &
Kristiansen (2000) para las proteinas anticongelantes
en organismos ectotérmicos que soportan tempera-
turas inferiores al punto de congelamiento de sus
fluidos organicos.

Los bajos porcentajes de motilidad 2 (Fig. 4),
permiten sugerir que el proceso de criopreservacion
esta influyendo principalmente sobre las estructu-
ras relacionadas con la motilidad, esto es, flagelos y
mitocondrias ya que en todas las tasas de congela-
cion, los porcentajes de motilidad 1 son mayores
que los de motilidad 2. Esto sefiala que cuando se
produce dafio éste es tan drastico que no permite
estados intermedios. Sin embargo, respecto a las
estructuras relacionadas con la fecundacién como
es el acrosoma y membranas relacionadas, no es
posible sugerir nada ya que para ello es necesario
realizar experimentos de fecundacion in vitro con
espermatozoides post-descongelados, y anélisis
morfoldgicos y ultraestructurales por microscopia.
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