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RESUMEN

La presente investigacion se llevd a cabo en el Laboratorio de Biotecnologia de la
Reproduccion de la Universidad Técnica de Cotopaxi con el objetivo de evaluar los
parametros macroscopicos y microscopicos del semen de trucha arcoiris (Oncorhynchus
mykiss) sometido al proceso de crioconservacion. Se seleccionaron 5 reproductores
adultos (trucha arcoiris) provenientes de la pesca deportiva el Madrigal, a los que se les
extrajo semen por medio de masajes abdominales, las muestras fueron recolectadas en
frascos estériles para luego ser enviadas al laboratorio y realizar su respectiva dilucion,
las muestras seminales se mezclaron en una relacion de 1:2 con el diluyente preparado a
base de 8 ml de metanol, 15 gr de leche en polvo y 100 ml agua destilada, y aplicar el
protocolo de crioconservacion. Para la congelacion de las pajillas seminales, se estabilizo
a temperatura de refrigeracion de 5°C durante 2 horas, trascurrido este tiempo se
colocaron las pajillas en las canastillas criogénicas, para entrar en contacto con el vapor
de nitrégeno liquido a -112°C, esto se realiza manteniendo a 5 cm por encima del nivel de
LN2 durante 20 minutos, pasado este tiempo se sumerge lentamente la canastilla
criogénica al LN2 para su almacenaje a -196°C, y se descongelo en agua a temperatura
ambiente a 12°C por 1 minuto. Las variables evaluadas pre y poscongelamiento fueron
motilidad en masa, mortalidad y concentracion espermatica. Se utilizo la estadistica
descriptiva y se encontr6 los siguientes resultados; volumenes seminales q oscilan
de 6,6 a 7 ml con pesos corporales de 2,75 a 3,15 kilogramos, la motilidad global
espermatica con remolinos rapidos de 60%, y con remolinos lentos de 40%,
siendo aptos para la crioconservacion, el tiempo de activacion espermatica oscila
entre 0,35 a 0,49 minutos este determina el porcentaje de motilidad espermatica,
las concentraciones espermaticas obtenidas fue de 2,1x10% a 3,6x10%por ml de
semen colectado, la mortalidad precongelacion fue de 18,33 a 41,67%, mientras
que poscongelacion se encontrd 31,67 a 58,34%, es decir que durante la
descongelacion existe mayor mortalidad y por ende baja la motilidad espermatica.
En conclusion, la calidad seminal encontrada en la trucha arcoiris es adecuada para
procesos de fertilizacion artificial y crioconservacion; sin embargo, los protocolos de
congelacion y post-descongelacion deben aun ser ajustados para mejorar los porcentajes
de motilidad espermatica.

Palabras claves: concentracion, crioconservacion, motilidad, mortalidad, semen,
trucha arcoiris.
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ABSTRACT

This research was conducted at the Laboratory of Reproductive Biotechnology at
the Technical University of Cotopaxi in order to evaluate the macroscopic and
microscopic semen parameters of rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) submitted
to the cryopreservation process. five adults were selected (rainbow trout) from
sport fishing Madrigal were selected, which were extracted semen through
abdominal massage, the samples were collected in sterile bottles and then be sent
to the laboratory and perform their respective dilution, semen samples were mixed
in a ratio of 1:2 with the diluent prepared from 8 ml of methanol, 15 gr of milk
powder and 100 ml distilled water, and apply the cryopreservation protocol. For
freezing the semen straws, it was stabilized at refrigeration temperature of 5 © C
for 2 hours, After this time the straws were placed into cryogenic baskets to
contact vapor liquid nitrogen at -112°C, This is accomplished by maintaining a 5
cm above the level of LN2 for 20 minutes after which time the cryogenic slowly
submerged cage at LN2 for storage at -196°C, and thawed in water at room
temperature to 12°C 1 minute. The variables were evaluated pre and post-
freezing motility, sperm concentration and mortality. Descriptive statistics were
used and the following results were found ; seminal volumes ranging from 6.6 to
7 ml with body weights of 2.75 to 3.15 kg , sperm motility with rapid swirls
overall 60 %, and 40 % slow swirls , being suitable for cryopreservation of sperm
activation time ranges from 0.35 to 0.49 minutes This determines the percentage
of sperm motility , sperm concentrations obtained was 2,1x10° a 3,6x10°
collected per ml of semen, pre-freezing mortality was 18.33 to 41.67 %, while
post- freezing is found 31.67 58.34 %, there is increased mortality during
defrosting and thus low sperm motility. In conclusion, the seminal quality found
in rainbow trout is suitable for processes of artificial fertilization and
cryopreservation; however, freezing protocols and post-thaw should even be

adjusted to improve the percentage of sperm motility.

Keywords: concentration, cryopreservation, motility, mortality, semen, rainbow

trout.
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INTRODUCCION

Existe un déficit en la produccién de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) a
nivel nacional, por lo que es necesario implementar y adaptar tecnologias
empleadas en otros paises, para ser mas competitivos frente a la industria

internacional.

Los principales problemas que enfrentan la mayor parte de explotaciones
acuicolas a nivel nacional son la escasa produccion de carne de trucha, deficiente
conocimiento en la crianza y explotacion de trucha arco iris, insuficiente
conservacion de gametos sexuales y la falta de impulso estatal al sector acuicola

en la serrania.

La crioconservacion de gametos masculinos permitira obtener nuevas alternativas
para el desarrollo acuicola a menor costo y con mejor rédito econdmico para el
productor nacional; la crioconservacion y produccion de la trucha en nuestro pais
y a nivel de la provincia es baja por lo que la Universidad Técnica de Cotopaxi
con la Carrera de Medicina Veterinaria se ven enormemente interesados en

realizar este estudio.

Las nuevas técnicas de crioconservacion de gametos sexuales de trucha
empleando la biotecnologia o manipulacion genética en la trucha arcoiris
(Oncorhynchus mykiss) contribuird al desarrollo y al progreso de todo el sector
truchicola en general, debido a que se estara trabajando con animales que daran un
maximo de rendimiento, con un menor costo de mantenimiento.. Este trabajo es
un valioso aporte para el desarrollo de la industria truchicola por la que se
gestionara con los organismos estatales para impulsar la produccion de carne de
trucha ademas aportaran al desarrollo de la biotecnologia que ayudara a suplir las
necesidades de los productores en el subsector para que puedan ser competitivas

tanto en el mercado nacional como internacional.
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OBJETIVO GENERAL
» Evaluar la crioconservacion de semen de trucha (Oncorhynchus mykiss),
en el laboratorio de biotecnologia de la reproduccion de la carrera de
Medicina Veterinaria de la Universidad Técnica de Cotopaxi.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Evaluar la motilidad en masa del semen de trucha arcoiris antes y después

de crioconservarce.

» Establecer el porcentaje de mortalidad de los espermatozoides de semen de

trucha arcoiris antes y después de crioconservarce.

» Determinar la concentracion espermatica del semen de trucha arcoiris

antes y después de crioconservarce.

HIPOTESIS ALTERNATIVA

» Se puede congelar el semen de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss).

HIPOTESIS NULA

» No se puede congelar el semen de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss).
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CAPITULO I
1.- FUNDAMENTACION TEORICA

En este capitulo se describe las caracteristicas anatomo-fisiologicas de la trucha
arcoiris (Oncorhynchus mykiss) a la vez se profundiza la crioconservacion de

semen de trucha y las técnicas a utilizarse.
1.1.- La trucha arcoliris.

Segtin Blanco (17), la trucha arcoiris se caracteriza por la forma fusiforme que
presenta su cuerpo cubierto por finas escamas. La coloracion depende del
ambiente en que vive, del sexo, de la edad y del estado de maduracion sexual,
entre otros factores. La coloracion de su dorso varia entre el castafio y el verdoso,
sus flancos son de tonalidad grisacea y el vientre es de color blanco con pintas
oscuras que se las aprecia esparcidas por el cuerpo y las aletas. Este pez es
carnivoro y se alimenta en la naturaleza de presas vivas, como insectos, larvas,

moluscos, crustaceos y pequeiios peces (1).

En la actualidad esta especie se encuentra distribuida en los principales lagos y
arroyos de aguas frias (alrededor de 13°C- 18°C), en alturas superiores a 1800

msnm (33).

Esta especie es un salmdnido que se caracteriza por presentar cuerpo alargado,
fusiforme y cabeza relativamente pequefia que termina en una boca grande
puntiaguda hendida hacia el nivel de los ojos y con una fila de dientes fuertes en
cada una de las mandibulas que le permiten aprisionar las presas capturadas. Su
nombre genérico Oncorhynchus spp. Significa nariz ganchuda o belfo,
caracteristica que se acentiia mas en los machos en la época de reproduccion (59)

(Ver cuadro 2)

23



CUADRO N° 1.- Clasificacion taxondmica de la trucha arcoiris.

Phylum Cordata
Subphylum Vertebrata
Clase Osteichthyes
Subclase Actinopterygii
Super orden Teleosteica
Orden Clupeiformes
Familia Salmonidae
Subfamilia Salmoninae
Genero Oncorhynchus
Especie mykiss

Fuente: Pineda Santis H, 2004.

1.2.- Organos y productos sexuales masculinos de la trucha

arcoiris.
1.2.1.- Testiculos

Los testiculos en los peces son internos y longitudinales. Se originan como
estructuras pares y permanecen asi en la mayoria de las especies. Estan
suspendidos por mesenterios alargados en la seccion superior de la cavidad del
cuerpo y se les puede localizar hacia los lados, a todo lo largo, o por debajo de la
vejiga gaseosa, cuando este 6rgano esta presente. El tamafio y color varian de
acuerdo al estado de maduracion de estos 6rganos y al grado de maduracion del
pez. Los testiculos tienen un aspecto blanquecino, y son mas lisos que los ovarios,

ocupando una posicién muy similar a la de estos. (75).
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Se encuentra envuelto de una capa celular de tipo fibroso denominada tunica
albuginea, y estd compuesto de una porcion intersticial y de otra porcion lobular o
tubular, segn las especies. La porcion intersticial se localiza entre los 16bulos
testiculares y estd compuesta por células intersticiales o células de Leydig,
fibroblastos, vasos sanguineos y vasos linfaticos. En la porcion lobular o tubular

se localizan las células de la linea germinal y las células somaticas o células de

Sertoli. (76).

1.2.2.- Fases de desarrollo testicular.

1.2.2.1.- Espermatogénesis.

La espermatogénesis en teledsteos tiene lugar en estructuras cisticas del testiculo
delimitadas por las células de Sertoli. Cada ciste contiene células que parecen
originarse por divisiones mitoticas a partir de una misma espermatogonia, ya que
se encuentran en el mismo estadio de espermatogénesis y avanzan en su desarrollo
de forma sincronica. Generalmente, se habla de la existencia de distintos tipos de
espermatogonias (espermatogonias A, B, etc.), que se diferencian por la tasa de
proliferacion y el estado de desarrollo. Después de experimentar una serie de
divisiones mitoticas, las espermatogonias empiezan la division meidtica y se
transforman en espermatocitos. También se consideran distintos tipos de
espermatocitos segun su tamafio, apariencia general y aspecto nuclear. Tras la
segunda divisidn meidtica, los espermatocitos se transforman en espermatidas.

(77; 76).

1.2.2.2.- Espermiogénesis.

Consiste en la transformacion de las espermatidas en espermatozoides. Los
espermatozoides, que experimentan una serie de transformaciones morfolédgicas,

aparecen en la luz del l6bulo testicular y viajan hacia el conducto espermatico,

donde adquieren su motilidad caracteristica y la capacidad de fertilizacion. (77).
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1.2.3.- Regulacion Hormonal.

En los machos, los dos esteroides gonadales mas frecuentes son 11-
ketotestosterona (11KT) y la testosterona (T), y se cree que son los probables
controladores de una serie de procesos que definen el desarrollo de los testiculos y
la espermatogénesis. En la mayoria de los teledsteos estudiados, el desarrollo
testicular coincide con el aumento de los niveles circulantes de 11-
ketotestosterona (11- KT) y en menor intensidad de la testosterona (T). La 11-KT
es considerada como el principal androgeno en los machos y es el producto de la
transformacion enzimatica de la testosterona, via 11f-hidroxitestosterona en las
células intersticiales de Leydig. La testosterona parece ser el estimulador mas
efectivo de las actividades hipotalamica e hipofisiaria, con la posterior activacion

testicular. (74)

1.3.- Reproduccion.

Para su reproduccion intervienen hembra y macho, es decir es sexual. Una de las
principales caracteristicas que presentan es que sus Organos sexuales son
indiferenciados los primeros periodos de vida, de manera que no es posible
determinar microscopicamente si la glandula sexual de un ejemplar es testiculo u
ovario, este fenomeno es conocido como gonocorismo indiferenciado, el cual lo
presentan las truchas en los primeros meses de vida. Hasta luego de
aproximadamente 4 meses, estos 6rganos no adquieren la estructura histoldgica
funcional tipica (69). Las truchas arco iris completan su maduracion sexual a los 2

afios de edad con un peso de alrededor de 1.000 gramos (19)
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CUADRO N° 2.- Dimorfismo Sexual En la Trucha Arcoiris (Oncorhynchus

myKkiss).

MACHO HEMBRA
Boca y mandibula Grande y puntiaguda Pequena y redondeada
Dientes Agudos No muy agudos
Musculatura Dura Suave
Abdomen Duro Mas blanda
Poro genital No prominente Prominente
Color nupcial Muy negruzco Normal
Ancho de cuerpo Angosta Ancha
Forma de cuerpo Delgada Redondeada

Fuente: Manual de reproduccion de la trucha arcoiris 2005.

FIGURA N ° 1.- Reproductor de trucha hembra arcoiris.

Fuente: Manual de reproduccion de la trucha arcoiris 2005.

FIGURA N° 2.- Reproductor de trucha macho arcofiris.
P—— et

Fuente: Manual de reproduccion de la trucha arcoiris 2005.
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Al finalizar el primer afo de vida, algunos machos se presentan maduros

sexualmente, sin embargo, este proceso puede ser perjudicial para la ganancia de

peso (1).

Seglin Bromage, Porter y Randall (15) existen varios factores ambientales que
regulan la funcion reproductiva en los peces. Como pueden ser, el fotoperiodo y la
temperatura; que son los mds importantes, especialmente en salmoénidos. El
principal factor es el fotoperiodo, ya que es determinante de la maduracion y del
desove, actuando sobre el mecanismo de la pubertad, gametogénesis y ovulacion.
La temperatura del agua actia como modulador, regulando la progresion del
proceso reproductivo, como la liberacion de los gametos, la fertilizacion, la

embriogénesis, la diferenciacion sexual, etc.

1.3.1.- Ciclo reproductor de la trucha arcoiris.

En los salmoénidos los dos principales eventos del ciclo testicular son
espermatogénesis y espermiacion. Estos estdn separados por un estadio de
maduracion de los espermatozoos, en el cual estos sufren cambios fisiologicos. La
iniciaciéon de un nuevo ciclo de espermiacion ocurre cuando los espermatozoos
han sido liberados desde los testiculos, esto demuestra la independencia espacial

de la espermatogénesis y la espermiacion (7).

A nivel industrial una de las principales ventajas obtenidas por el cultivo
monosexo, es cuando los ejemplares de uno de los sexos presentan, en relacion al
otro, una marcada superioridad en la tasa de crecimiento. Dependiendo de la
especie el uso de las técnicas de control de los sexos pueden traer otros beneficios,
como: supresion de la reproduccion, contencion de gastos energéticos con la
actividad reproductiva, uniformidad de tamafio en la cosecha, reduccion de los

efectos de la maduracion sexual en la apariencia y en la calidad de la carne (70).

La trucha arcoiris ha sido tradicionalmente comercializada en la forma de trucha

porcion, con un peso aproximado de 250gramos, que puede ser alcanzado antes
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del inicio de la actividad reproductiva. En los machos existen problemas, ya que
una considerable proporcion de ellos alcanza su madurez sexual el primero afio de

vida, mientras las hembras lo hacen a los dos afos de edad (65).

1.3.2.- Crecimiento

Los periodos de alevinaje y post alevinaje van desde el nacimiento hasta la
primera alimentacion. Dichos periodos duran de 12 a 14 dias en el que los
alevines deben permanecer alejados de la luz. Cuando ya comienzan a nadar
libremente es necesario empezar a alimentarlos de forma inmediata, en intervalos

seguidos y pocas cantidades de alimento (16).

1.4.- Diferencia en el desarrollo corporal del macho y de la hembra.

La maduracion sexual de los peces estd relacionada con modificaciones que
conducen a la reduccion del crecimiento y disminucion de la calidad del producto,
debido a la alta demanda de energia para el desarrollo gonadal. En salmdnidos,
estos problemas afectan mas a los machos, ya que ellos alcanzan su madurez
sexual al afio de edad, antes de alcanzar la talla comercial, en cambio la hembra al
tener desarrollo gonadal més tardio (a los dos afios de edad) puede utilizar esa
energia para la obtencidon de una mayor ganancia de peso y talla (Bastardo H,
Guedez C, Ledén M (7). Por lo tanto, la produccion de poblaciones solo hembra
constituye una alternativa util para mejorar la productividad y calidad de los lotes

comerciales.

1.4.1.- Determinacion sexual.

En primer lugar es importante recordar que la determinacion del sexo genético
ocurre al momento de la fecundacion. En algunas especies de peces, entre las que
se cuentan algunos salménidos, como la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss),
el sistema de determinacion del sexo genético es del tipo XX (hembra) / XY

(macho) y la diferenciacion de los cromosomas sexuales es suficientemente
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evolucionada ya que permite el reconocimiento de estos cromosomas al examinar

el cariotipo de los individuos (32).

1.4.2.- Diferenciacion sexual.

En peces teledsteos (peces Oseos), la diferenciacion gonadal se puede dar de
muchas formas, desde el caso mas comun en donde los individuos desarrollan
directa y finalmente solo testiculos u ovarios al completar la maduracion sexual,
hasta casos menos comunes como es el de las especies hermafroditas que poseen

tejidos gonadales funcionales tanto de hembra como de macho (31).

1.5.- Generalidades del Semen de trucha arcoiris.

El estudio de las caracteristicas del semen de peces comenzd en el siglo XIX.
Varias caracteristicas de la biologia del semen de peces fueron rapidamente
identificadas: la inmovilidad del espermatozoide en el semen, la corta duracion
de su movimiento después de su activacion y la necesidad de dilucion en agua

para el inicio del movimiento del espermatozoide (12).

Los espermatozoides de los peces tienen una estructura simple de tipo primitivo
(71). Los principales tipos de espermatozoides en peces son: espermatozoides de
fertilizacion externa, con o sin acrosoma, uniflagelados o biflagelados
(aquaespermatozoides) y espermatozoides de fertilizacion interna con o sin
acrosoma, uniflagelados o biflagelados (introespermatozoides) (72). La forma de
la cabeza del espermatozoide varia ampliamente en la mayoria de las especies de

peces (10).
La carencia de acrosoma en la mayoria de los teledsteos es compensada con la
presencia de micropilo, un orificio en el corion del oocito que permite la entrada

del espermatozoide (24).

La produccion espermdtica en peces es muy alta debido al gran niimero de
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divisiones espermatogonicas. Entre tanto es dificil observarse un verdadero
analisis cuantitativo de espermatogénesis en teledsteos especialmente en aquellas

en que los testiculos son lobulares (10).

La gran diferencia con el esperma de los mamiferos, radica en que la secrecion
espermatica de los peces permanece inmovil en la génada y al ser expulsada, su
movilidad se activa cuando entra en contacto con el agua, debido a la
disminucion de la presidon osmoética y por la disminucion de las altas
concentraciones de potasio existentes en la secrecion testiculares a este proceso
de le denomina activacion (9); los espermatozoides permanecen mdviles por un

corto periodo de tiempo, raras veces superiores a 50 segundos.

1.5.1.- Caracteristicas fisicas y quimicas del semen.

El semen estd compuesto por el plasma seminal y por los espermatozoides. La
concentracion de los componentes del plasma seminal puede variar de individuo a
individuo dentro de una misma especie. Cabe destacar que su funcidn es proveer
un ambiente Optimo para el almacenamiento de los espermatozoides dentro y

fuera de los testiculos (22).

El plasma seminal contiene principalmente compuestos minerales y bajas
concentraciones de sustancias orgéanicas; predominan tres iones en su
composicion: sodio, potasio y cloro, sus concentraciones pueden variar entre 75 a

175 mM, 32 a86 mM y 112 a 183 mM, respectivamente (62).

Los iones de calcio y magnesio también contribuyen significativamente en la
composicion del plasma seminal y sus concentraciones estan entre 1 a 2 mM (22).
Estos iones son importantes en la regulacion de la movilidad espermatica, asi
mismo como en la osmolaridad del plasma seminal, mas alla de su efecto directo
en la activacion espermatica (12).

Hasta el momento, han sido considerados dos mecanismos que mantienen

inmoéviles los espermatozoides en el fluido seminal, en peces de agua dulce. El
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primer mecanismo, observado en salmones principalmente, estd basado en la
concentracion del potasio; cuando su concentracion estd elevada (por encima de
40 mM), la motilidad es inhibida y posteriormente activada cuando su
concentraciéon disminuye (menos de 25 mM). Y el segundo mecanismo, presente
en la mayoria de las especies, estd basado en la diferencia de la osmolaridad
del plasma seminal con la del medio ambiente. La osmolaridad espermatica, en

especies de agua dulce, es inhibida cuando la osmolaridad del medio es mayor
en relacion con la del plasma seminal (encima de 300 mOsm.kg'l), y activada

cuando la osmolaridad ambiental es menor a 200 m Osm.kg'1 (22).

Estudios sobre la composiciéon del semen también han demostrado grandes
variaciones intraespecificas e interespecificas, principalmente en Ila
concentraciéon espermatica y en la composicion del plasma seminal. Estas
variaciones han sido a factores como variables genéticas, envejecimiento de los
espermatozoides en el testiculo, estado reproductivo y estrategia reproductiva (56).
Al respecto de la calidad de la composicion del plasma seminal. Lahnsteiner

et. al., (42), establecen que el semen apto para la crioconservacion debe contener

osmolaridad elevada (encima de 320 mOsm.kg'l) y pH menor que 8.2.
1.5.2.- Activacion de la movilidad espermatica.

La activacion de la movilidad espermatica ocurre en respuesta a los cambios
del medio externo, tales como: concentracion de los iones, osmolaridad y pH

(50).

Los espermatozoides de los teledsteos marinos y de agua dulce permanecen
inmoviles en soluciones con o sin electrolitos, cuando la osmolaridad es isotonica
al plasma seminal. Entretanto, cuando el semen se encuentra diluido en una
solucion hiposmotica, para las especies de agua dulce, e hiperosmotica para

especies marinas, los espermatozoides inician su movilidad (50).

32



Un incremento en la osmolaridad en torno a los espermatozoides provoca
aumento en las concentraciones intracelulares de potasio, y que afecta el
axonema flagelar, induciendo el inicio de la movilidad del flagelo, en
espermatozoides de especies marinas. También se ha observado que el volumen
celular es menor cuando los espermatozoides se encuentran en soluciones
hipertdnicas, esto quiere decir, que el aumento de potasio intracelular ocurre en
repuesta del agua de la célula. En los espermatozoides de los teledsteos de agua
dulce, el volumen celular aumenta en condiciones hipertdnicas y posiblemente,

ocurre disminucion en la concentracién de potasio intracelular (47).

Cambios en la osmolaridad externa es ampliamente perjudicial en la estructura y
funcion celular. En general la hiper e hipo osmolaridad provocan alteraciones en
el tamafio de las células, aumentdndolas o disminuyéndolas (50). Estas
perturbaciones drésticas en la homedstasis en las células espermaticas pueden
modificar las propiedades mecéanico-quimicas del dispositivo movil en el

axonema flagelar conduciendo al inicio de la motilidad espermatica (50).

Hasta ahora no se conoce el mecanismo por el cual el aumento o la disminucion
de las concentraciones intracelulares de potasio inducen la cascada de eventos
que inician la motilidad espermatica, en peces de agua dulce o teledsteos

marinos (53).

1.6.- Caracterizacion seminal.

En todas las especies animales, evaluar la calidad espermadtica es requisito
indispensable para asegurar el éxito de la inseminacion artificial y para monitorear
los procedimientos de manipulacion del material seminal, tales como su
almacenamiento en fresco (29), junto con la movilidad y el tiempo de activacion;
la concentracion espermatica es una de las variable mas utilizadas para determinar
la calidad seminal en peces (13). La evaluacion de la calidad seminal ha sido
objeto de numerosos estudios y segiin Cruz-Casallas y Velasco- Santamaria (28)

comprender las siguientes etapas:
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Obtencion de la muestra de semen.

Determinacion de las caracteristicas macroscopicas.
Evaluacion de las caracteristicas microscépicas.
Pruebas bioquimicas.

Pruebas de fertilidad.

V V V VYV VY

Sin embargo, en los peces, atin no han sido establecidos parametros que permitan
clasificar el potencial reproductivo de un individuo en particular, debido
principalmente a que las caracteristicas seminales difieren considerablemente
entre las especies; luego la informacion disponible constituye apenas una
referencia de las caracteristicas seminales consideradas propias de la especie

(29).

Para poder obtener éxito en el proceso de congelamiento de semen, es preciso
tener un material fresco y de buena calidad, aliado a una apropiada técnica de
crioconservacion. La calidad del semen puede ser afectada por condiciones
adversas, tantos en el proceso de espermatogénesis, almacenamiento
intratesticular, asi mismo por el tiempo de permanencia de los espermatozoides

en los testiculos (22).

Toth et. al. (67) y Lahnsteiner (43), resaltan la importancia de conocer las
caracteristicas morfologicas y funcionales de los espermatozoides, para el estudio
basico de la biologia reproductiva y para la produccion en cautiverio de cualquier
especie ictica, asi mismo, como para el desarrollo de la técnica dirigida hacia la

conservacion de las especies nativas.
Suquet et. al. (62) destaca que la descripcion de las caracteristicas fisicas y

quimicas del plasma seminales un prerrequisito importante en la implementacion

de diluyentes para la inseminacion y almacenamiento de los espermatozoides.
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La calidad del semen se puede evaluar en diferentes niveles de complejidad:
espermatocrito, viabilidad espermatica, porcentaje de movilidad  espermatica,
intensidad de movilidad espermatica, ultraestuctura de los
espermatozoides, composicion quimica del plasma seminal o la capacidad de
fertilizacion que poseen los espermatozoides (58). El objetivo es evaluar las
caracteristicas seminales, teniendo en cuenta, que los criterios utilizados para la
evaluacion de semen de los peces, hasta el momento, han sido basados en
exdmenes de movilidad, concentracion espermatica y porcentaje de

espermatozoides vivos y muertos (41).

1.7.- Caracteristicas macroscopicas.

1.7.1.- Volumen Seminal.

Se mide directamente dentro del recipiente de recoleccion, por lo cual se
recomienda siempre utilizar un tubo aforado para recibir el semen. Esta
caracteristica se expresa en mL y su valor puede utilizarse posteriormente
para calcular el nimero de espermatozoides presentes en la muestra, asi como
la cantidad de espermatozoides obtenidos por kilogramo de reproductor (29).

La cantidad de semen producida por un reproductor depende de muchos factores,
incluyendo desde la especie hasta la habilidad del técnico que realiza su

extraccion (29).

1.8.- Caracteristicas microscopicas.

Las caracteristicas microscopicas del semen deben determinarse dentro de las 8
horas siguientes a su recoleccion, ya que a medida que pasa el tiempo su calidad
disminuye considerablemente,especialmente la movilidad espermatica.

1.8.1.- Concentracion espermadtica.

Varios factores pueden afectar la concentracion espermadtica de los peces, entre
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los cuales se pueden mencionar los factores ambientales y la época de la estacion
reproductiva. La concentracion espermatica es una de las medidas cuantitativas
mas importantes utilizadas en la investigacion y la rutina de la evaluacion del
semen de peces de fecundacion externa e interna, para maximizar el
aprovechamiento del material fecundante y para asi obtener mejores resultados en

la fertilizacion (34).

Los peces producen cantidades viables de gametos. En algunas especies, el macho

produce 100 billones de espermatozoides/afio/kg de peso corporal o mas de 1x10°
espermatozoides/gramo de testiculo/dia, siendo diez veces mayor de la produccion

relatada en mamiferos (14). En peces teledsteos la concentracién espermatica

puede variar de 2x10° a 6,5x1010 espermatozoides por mililitro de semen, segin

datos obtenidos por (44).
1.8.2.- Motilidad Espermadtica.

El parametro mas utilizado para la evaluacion seminal es la motilidad y, dentro
de esta variable, las células espermadticas presentan caracteristicas, como por
ejemplo: el inicio, duracion y parada de la motilidad (25). Sin embargo,

espermatozoides infértiles también presentan algiin tipo de movilidad (13).

Como caracteristica general los espermatozoides de los peces son inmdviles e
inactivos en cuanto permanezcan en la luz testicular. La movilidad ocurre en un
medio acuoso o, en especies con fertilizacion interna, dentro del tracto
reproductor femenino, sugiriendo que la movilidad es inhibida en la mayoria de
las especies estudiadas, por factores quimicos especificos de los testiculos o del
plasma seminal (Stoss, (63) y Morisawa, (48)). Los cambios en las
concentraciones del plasma seminal, tales como en la concentracion de iones, en
el pH y en la osmolaridad, pueden despolarizar la membrana celular e inducir
la movilidad o activacidon espermadtica. En algunas especies, altas concentraciones
de cationes (potasio), pH 4cido y condiciones isotonicas podrian ser las

responsables de la inhibicion de la movilidad espermatica. Mientras en algunos

36



de estos factores, tales como la diluciéon de iones, variaciones de pH y el
aumento de la osmolaridad en los teledsteos marinos o la disminucién en
teleosteos de agua dulce, activan la movilidad (Morisawa y Morisawa, (49),

Cosson et. al., (25).

Durante la reproduccion natural, en las especies con fecundacion externa, la
movilidad es inducida por el simple contacto del semen con el medio acuoso. Por
lo tanto, para evaluar la movilidad espermatica es necesario adicionar a la muestra
de semen agua o una solucidon hiposmoética que active el movimiento de los

espermatozoides (29).

Los principales problemas limitantes de la investigacion en la movilidad
espermatica consisten en su corta duracion y la dificultad de obtener una mezcla
homogénea de semen con la solucion activadora en el momento del andlisis

(24).

Inicialmente puede estimarse el porcentaje de motilidad global o en masa, el cual
consiste en observar una gota de semen inmediatamente después de adicionarle
agua u otra solucion activadora, la cual debe tener una osmolaridad menor a
la del plasma seminal, como por ejemplo bicarbonato de sodio (NaHCO3) al 1%
en proporcion 1:10 a 1:100 (semen : solucion activadora). La solucion de
bicarbonato de sodio es especialmente util para activar la movilidad espermatica
de semen crioconservado (28). La muestra asi diluida debe observarse con
objetivo de bajo aumento (maximo 10X) y la movilidad en masa se califica
subjetivamente con base en la amplitud de las ondas o remolinos que
desplieguen las células en movimiento. Su valor puede expresarse directamente
en porcentaje o en una escala de 1 a 4, donde 1=0-25%; 2=25-50%, 3=50-75%
y 4=75-100% de espermatozoides moviles (62).

Lahnsteiner et. al., (42) consideraba que el valor del porcentaje de movilidad

deberia ser exhibidos junto con el tipo de movimiento de los espermatozoides,
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por ejemplo, porcentaje de espermatozoides con movimiento circular, con
movimiento no lineal, porcentaje de espermatozoides con movimiento lineal y

dentro de estos ultimos, la velocidad de movimiento.

1.8.3.- Tiempo de activacion.

La duracion e intensidad de la motilidad espermatica permite inferir sobre la
capacidad fecundante del semen estudiado. Esta variable es evaluada junto con la
motilidad, cronometrando el tiempo transcurrido desde el momento en que se
adiciona al semen la solucidon activadora, hasta la verificacion de ausencia de
motilidad espermatica en la muestra. La duracion de la movilidad espermatica
varia ampliamente entre las especies de peces (29). Y coincide en general con el
periodo fértil del espermatozoide. Las caracteristicas quimicas, asi como el
volumen de la solucidon activadora utilizada determinan la duraciéon de la
movilidad del espermatozoide. Por ejemplo, una soluciéon de bicarbonato al 1%

aumenta el tiempo de activacion de espermatozoides (51).

1.8.4.- Viabilidad espermadtica.

Determina el porcentaje de células espermaticas muertas o con graves dafios en la
integridad de su membrana celular. Para el calculo se utiliza el método de la
coloracion diferencial, empleando una solucion de eosina y como colorante de
contraste nigrosina (64), basada en que los espermatozoides muertos son
permeables a los colorantes y por lo tanto aparecen coloreados en el

micropreparado.

1.9.- Crioconservacion del semen de peces.

Investigadores han observado como ciertas formas de vida pueden vivir
congeladas durante algin tiempo y luego al descongelarse continian con sus

funciones vitales normales (18). La tecnologia de crioconservacion (criobiologia)

de semen se revoluciond hace 50 afios aproximadamente, por el descubrimiento
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que el glicerol podia actuar como crioprotector. Esta importante observacion
facilité la congelacion de espermatozoides y su almacenamiento por largos
periodos, para luego usarlos en programas de inseminacion artificial (40). La
crioconservacion requiere de la deshidratacion de las células, inducidas por un
diluyente que debe congelarse mas rapido que las células en él contenidas (39),
evitando asi la formacion de cristales de hielo y la concentracion de los solutos

intracelulares, lo cual es deletéreo para la célula (38).

La crioconservacion es una técnica de conservacion de tejidos, células u otros
materiales bioldogicos a muy bajas temperaturas, en la cual los materiales
permanecen genéticamente estables y metabolicamente inertes (38). Ademas, es la
rama de la criobiologia (estudio de la vida a bajas temperaturas) por medio de
la cual se espera prolongar indefinidamente el potencial de vitalidad y las
funciones metabolicas normales de las células a temperaturas criogénicas
generalmente de - 196°C, permitiendo su conservacion (57). La Criobiologia se
refiere a la ciencia que estudia los sistemas celulares, ya que esta puede inducir
variaciones extremas en las propiedades quimicas, térmicas y eléctricas, las

cuales pueden alterar las membranas celulares y los organelos (4).

El dramatico descenso en los stocks naturales de peces y de la presion
antropica ejercida sobre los habitats naturales de las especies, ha generado la
creacion de bancos genéticos para la conservacion de sus genotipos, practica que
se ha tornado relevante para la acuicultura (Harvey, 2000). Se ha reportado la
congelacion de semen de aproximadamente 200 especies de peces (Rana, (56),

con resultados altamente variables (13).

La disponibilidad continua de semen que ofrece la crioconservacion, facilita el
manejo de la asincronia reproductiva de algunas especies icticas, en las cuales las
hembras presentan maduracién gonadal aun cuando los machos no se encuentran
en actividad reproductiva, ya sea por inmadurez o por disminucion de la calidad

seminal hacia finales de su periodo reproductivo (35).
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Por otra parte, el uso de semen congelado es un medio practico para
aumentar el tamafio genéticamente efectivo de las poblaciones y mantener su
diversidad genética, especialmente de aquellas mantenidas en cautiverio (55). En
general, los efectos benéficos de la preservacion de gametos en peces teledsteos,

citado por Lubzens et. al. (45)incluyen:

» Facilitar la seleccion de reproductores a través del almacenamiento de
gametos de individuos genéticamente mejorados.

» Incrementa la proteccion sanitaria, permitiendo la introduccion de
nuevas lineas genéticas reduciendo el peligro de transmision de
patogenos desconocidos en los cultivos de peces (2).

» Suministro permanente de gametos para la Optima utilizacion de
criaderos o para investigacion.

» Economia para el mantenimiento de criaderos proporcionando un
resguardo por pérdidas en lineas genéticas.

» Facilidad de transporte de material genético entre criaderos realizando

proteccion genética con gametos y embriones crioconservados.

Por otro lado se sabe que el dafio a las células espermaticas crioconservadas es
inducido por la formacioén de hielo, lo cual ocurre mas frecuentemente durante la
descongelacion que durante la congelacion. También es conocido que a menor
velocidad de descongelacion, la formacion de pequefios cristales de hielo es mas
comun. Sin embargo, células de algunas especies pueden tolerar una mayor gama

de velocidad de descongelacion que otras (14).

Los efectos perjudiciales del hielo intracelular, se deben al aumento del
volumen del agua al congelarse, a la recristalizacién durante el descongelamiento
y al estrés osmotico celular, al fundirse el hielo intracelular. Sin embargo, cuando
una suspension de células se enfria por debajo de 0°C, se forman cristales de
hielo extracelulares lo cual hace que los solutos se concentren en el agua liquida

restante.
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De este modo, la membrana celular actia como una barrera impidiendo la

diseminacion de los cristales de hielo hacia los compartimentos intracelulares

(38).

Los procedimientos de crioconservacion para semen de peces incluye la dilucion
del semen en un diluyente, un periodo corto de equilibrio, congelacion del semen
diluido, almacenamiento en nitrogeno liquido y descongelacién en soluciones

apropiadas (19).

La calidad del semen es también critica para el éxito de la crioconservacion (12).
Las muestras de semen contaminadas con orina, materia fecal o bilis, y
almacenadas por periodos prolongados antes de la congelacion, son mas dificiles

de crioconservar (56).

En el proceso de la crioconservacion usualmente se producen dafios en un gran
numero de espermatozoides. Por consiguiente, so6lo una pequefia fraccion de
espermatozoides es viable después de los procesos de congelacion y
descongelacion. Por esta razon, se requiere de mayor cantidad de semen
crioconservado que de semen fresco (alrededor de 10 veces) para fertilizar un
numero igual de oocitos (12).

Segun Medina-Robles et. al. (46) se busca que los diluyentes utilizados en la
crioconservacion de células espermaticas deben cumplir las siguientes

condiciones:

» Ser isoténica en el plasma seminal cuando es utilizado en
refrigeracion para no producir cambios idnicos membranales y la
consecuente activacion espermatica.

» Tener capacidad tampon con el fin de mantener el pH cerca de la
neutralidad.

» Contener en su constitucion una fuente de energia, siendo la
glucosa y fructosa las mas utilizadas.

» Estar libre de bacterias y contaminacion, para lo cual se pueden
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utilizar antibidticos en su composicion, siendo los mas utilizados
penicilina G-sddica y sulfato de dihidro-estrectomicina.

» Aumentar el volumen substancialmente con el fin de poder realizar
multiples seminaciones.

» Contener moléculas que protejan a los espermatozoides contra el frio,
clasificada en funcion de su capacidad de atravesar la membrana
plasmatica en sustancias crioprotectoras penetrantes y no

penetrantes.

La causa de pérdida de la movilidad y mayor mortalidad esperméatica durante la
crioconservacion se debe al aumento en la concentracion de sales, formacion
de cristales de hielo en el interior del espermatozoide, cambios en el pH,
desnaturalizacion de proteinas, aumento del tamafio de la mitocondria y rotura

mecéanica de elementos estructurales, durante el proceso del cambio de estado

(68).

1.10.- Diluyentes y crioprotectores.

Existe una gran variedad de diluyentes y métodos empleados en la conservacion
del semen de peces, con los cuales se busca prolongar la viabilidad de la célula
espermatica por un periodo corto de tiempo (refrigeracion) o indefinidamente
(congelacion) y aumentar el nimero de dosis inseminantes de un reproductor;
ademas proteger el esperma de la accion toxica de agentes extranos y de los

cambios bruscos de temperatura (23).

1.10.1.- Crioprotectores no permeables.

Son aquellos que al ser incorporados en el medio de dilucién recubren la
membrana plasmatica de los espermatozoides protegiendo su estructura de la

accion del frio. No atraviesan la membrana espermdatica debido a su alto peso

molecular, ademas, previene el choque osmotico por medio del control de la
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rehidratacion intracelular durante la descongelacion (46).

Los compuestos que no atraviesan la membrana celular o extracelular, entre los
cuales se encuentran azlcares como la glucosa o sacarosa; proteinas y
glicoproteinas como las contenidas en la yema de huevo, su funcion es la de
cubrir la superficie de la célula estabilizando su membrana, e interactuando con
los crioprotectores que se traspasan la membrana celular, para inhibir el punto de
congelacion y aumentar la temperatura de transicion del estado de liquido a

solido de los cristales de hielo (60).

1.10.1.- Yema de huevo.

Los huevos han de ser frescos, no trascurrido mas de cuatro dias desde la postura
hasta el momento de su utilizacion. La incorporacion de la yema se realiza sobre
el volumen final del diluyente base homogenizandose adecuadamente. Para
eliminar las particulas gruesas se realiza centrifugacion del diluyente. La yema de
huevo posee accion termo protectora, la cual es ejercida por la fraccion lipidica
compuesta por la lecitina y cefalina y una accioén conservadora, dada por la accién

de la lipoproteina (57).

La adicion de la yema de huevo como estabilizador de la membrana fue
investigado por Cabrita et. al., (20), quienes observaron que esta proporciono una
mayor supervivencia post-descongelacion. Otros estudios demuestran que la
adicion de huevo de gallina a la muestra congelada protege la membrana de la
célula espermatica durante los procesos de congelacion y mejora

significativamente los porcentajes de fertilizacion post-descongelacion (5)

Las lipoproteinas de baja densidad (LDL) de la yema de huevo, se adhieren a las
membranas celulares durante la congelacion y descongelacion, han sido
consideradas como el principal factor crioprotector en la crioconservacion de

espermatozoides en mamiferos (6).
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1.10.2.- Glucosa.

Los azucares presentes en los diluyentes ejercen un efecto positivo sobre la
viabilidad espermatica debido al aporte energético al espermatozoide, ya que estos
son capaces de metabolizar glucosa, fructosa, manosa y arabinosa, esta Gltima por
la via oxidativa; y su accidn como crioprotectores contribuye a mantener el
equilibrio osmoético. Tal como menciona Ramos (57), quien reafirma que los
azucares (fructosa y glucosa) suministran energia a los espermatozoides en los
procesos vitales y aportan sustitutos de electrolitos para el mantenimiento de la

presion osmotica.

1.10.3.- Leche.

Es muy utilizada la leche en polvo, a cual también ejerce un efecto
termoprotector y proporciona nutrientes a los espermatozoides. El uso de la leche
mejora la visibilidad de la movilidad espermatica, lo cual no es posible en la leche

entera, debido a la presencia de glébulos de grasa (8).

1.11.- Crioprotectores permeables.

La eleccion del crioprotector ha sido asunto de ensayo y error en la mayoria de
las investigaciones, quiza porque aun no existe una explicacion satisfactoria para
la accion de los mismos sobre la célula espermatica Holt, (40). Aunque Shlafer
(60) afirma que los crioprotectores permeables como el glicerol, dimetilsulfoxido
(DMSO) y metanol (MET) son extensamente usados para disminuir el punto
de congelacion del medio extracelular, minimizando los efectos deletéreos de los
cristales de hielo y regulando la tasa de deshidratacion celular. Estas sustancias
protegen los espermatozoides en el proceso de congelacion y descongelacion, por
su alta solubilidad en el agua, lo cual permite la formacion de enlaces de
hidrégeno y agua, permitiendo mantenerse en solucién a temperaturas en que se
forman los primeros cristales de hielo; esta propiedad altera las condiciones

fisicas del hielo y las soluciones que rodean la células, favoreciendo la

44



sobrevivencia celular al disminuir los dafios electroliticos causados en la
membrana celular por la mayor concentracion de iones en la fase liquida (37).
Medina-Robles ef. al., (46) aclara que los crioprotectores permeables son
aquellos que penetran al interior de la célula, evitando el estrés osmotico,
produciendo deshidrataciéon celular por la sustituciéon del agua intracelular,
amortiguando el incremento de la concentracion de solutos de medio extracelular
e impidiendo la formacion de cristales de hielo en su interior. Son sustancias que
poseen un bajo peso molecular y se destacan por su amplia utilizacion el glicerol,
dimetilsulfoxido  (DMSO), 1,2 propanodiol, butenediol, acetamina,
propilenglicol, etilenglicol (ETG), metanol (MET) y etanol.

Sin embargo, la exposicion del esperma a los crioprotectores por tiempos
prolongados, y a altas concentraciones puede causar desnaturalizacion de las

proteinas celulares (60).

1.11.1.- Dimetilsulfoxido (DMSO).

El DMSO ha sido muy utilizado en el estudio de congelacion de semen, en los
cuales se reporta la observacion de efectos positivos en la descongelacion del
semen (52); ademds, ha demostrado ser el crioprotector de eleccion en
la conservacion se semen en salmonidos usado a concentraciones de 5 a 15%

(73).

La interaccion del DMSO con la célula puede tener diferentes mecanismos y se
ha sugerido que existe una interaccion electrostatica entre el grupo sulfoxido

polar del DMSO vy la bicapa de fosfolipidos de la membrana plasmatica (3).

En estudios realizados por Yao et. al., (68), estos investigadores mencionan que
el DMSO fue esencial para evitar la muerte del semen durante la
crioconservacion, utilizdndolo al 20%, mostré la mas alta movilidad (20-25%)
después de la descongelacion, ademds se demostré que la inseminacion artificial

in vitro de 6vulos frescos con semen crioconservado produjo una fertilidad del
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33% vs 48% con semen fresco.

1.11.2.- Metanol (MET).

El metanol suele ser menos toxico en unas especies que en otras y su efecto suele
ser atribuido a su capacidad de salir y entrar mas rapidamente de la célula que
otros crioprotectores, lo cual podria conducir a un menor dafio de la membrana

espermatica por formacion de cristales de hielo (66).

1.11.3.- Etilenglicol (ETG).

En los trabajos realizados con etilenglicol se evidencia que dentro de los
crioprotectores evaluado (DMSO, glicerol, ETG), el ETG presenta un mayor
efecto protector para la preservacion del acrosoma (30), lo cual no es
relevante para la crioconservacion de semen de peces, ya que esta estructura esta

ausente en el espermatozoide de la mayoria de las especies.

1.12.- Congelacion - descongelacion del semen.

Durante el proceso de congelacion es necesario proceder con tiempos rapidos para
que el choque térmico sea minimo, pero al mismo tiempo no puede ser
exageradamente rapido, esto es requerido para permitir la formacion de cristales
de hielo intracelular. Asimismo se recomienda que el semen crioconservado se
descongele lo mas rapidamente posible para evitar la recristalizacion del agua

intracelular (36).

Las pajuelas son descongeladas normalmente por inmersion a bafio Maria. Al ser
retirada la pajuela del tanque de nitrégeno liquido, debe ser agitada en bafio Maria
por pocos segundos, para que se descongele uniformemente. Con pajuelas de mas
volumen este proceso se hace mas dificil, ya que la descongelacion no es

uniforme y la superficie se descongela més rapido que la porcion céntrica (27).
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CAPITULO 11
2.- MATERIALES Y METODOS

En el segundo capitulo se detalla la metodologia utilizada en la investigacion,

caracteristicas y ubicacion del lugar donde se realiz6 el experimento.
2.1.- Ubicacion de la toma de Muestras.

Pais: Ecuador.
Provincia:  Cotopaxi.
Canton: Latacunga.
Parroquia: San Buenaventura
Barrio: Bellavista
Sector: Santo Domingo
Nombre de la explotacion Piscicola: “El Madrigal”
» Coordenadas geograficas
Altitud: 2805 msnm.
Latitud: 0°53754.26"" S
Longitud: 78°37 32957 W

2.1.1.- Caracteristicas del lugar experimental.

La presente investigacion se llevo a cabo en la Universidad Técnica de Cotopaxi,
en la Unidad Académica de Ciencias Agropecuarias y Recursos Naturales (UA-
CAREN), en la Carrera de Medicina Veterinaria, en el Laboratorio de

Reproduccion Animal.

Provincia: Cotopaxi.

Canton: Latacunga
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Parroquia: Eloy Alfaro.
Barrio: Salache Bajo.

» Coordenadas geograficas.
Latitud: 00° 5947.68”S
Longitud: 78° 319.16”W.
Altitud: 2757.591 m.s.n.m.

e Datos meteoroldgicos.
Temperatura promedio: 10.7°C
Pluviosidad: 175 mm (anuales)
Horas luz/ dia: 12 horas.
Viento: Sureste- Noreste.

Nubosidad anual: 4.7/8.

Fuente: Registros administracion CEYPSA 2005.

2.2.- Recursos.

2.2.1- Recursos humanos.

» Tesista: Chanatasig Chicaiza Juan Carlos

» Transporte: la movilizacion se lo realizo en transporte propio y de alquiler.

2.3.- Materiales.

2.3.1.- Materiales de campo.

Instalaciones acuicolas.
Chinchorro.

Frascos de recoleccion.
Valdés.

Atarraya.

YV V V V V V

Overol.
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>

Contenedores para transporte de material biologico.

2.3.2.- Materiales de laboratorio.

vV VY

YV V. V V V V V V V VY

vV VY

Metanol al 8 % como crioprotector.

Agua destilada.

Leche en polvo, para el aporte de nutrientes necesarios para los
espermatozoides.

Microscopio.

Balanza gravimétrica.

Jeringuillas de 5, 10 ml.

Bicarbonato de sodio disuelto al 1%.

Frascos estériles para transporte de muestras.

Céamara de Neubauer y cubreobjetos (para conteo de Esperma).
Portaobjetos.

Pipetas.

Termo de nitrégeno liquido.

Tinta china (para tincién y observacion de la mortalidad de los
espermatozoides).

Camara de flujo laminar.

Pajillas de 0.5 ml.

2.3.3.- Materiales de oficina.

VvV V. V V V V V V V

Papeleria.
Computadora.
Flash memory.
Boligrafos.

Lapiz.

Libreta de apuntes.
Corrector.
Borrador.

Camara de Fotos.
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» Material bibliografico.

> Internet.

2.3.4.- Material biologico.

Semen de trucha arco iris recolectado de reproductores provenientes de la

Piscicola el “Madrigal”.

2.4.- Diseiio de la investigacion.

2.4.1.- Tipo de investigacion.

2.4.1.1.- Investigacion Exploratorio.

Esta investigacion tiene caracter exploratorio, pues representa uno de los primeros
acercamientos al fendmeno de la congelacion y crioconservacion de semen de
trucha arcoiris, en cuanto a su forma de representacion e identificacion de los
pardmetros de las caracteristicas macro y microscépicas relacionados a su semen.
A través de este, se intenta generar un conocimiento que permita un incremento en
las investigaciones en el tema, y ademds construir una alternativa para el

mejoramiento acuicola y proliferacion de la especie en cautiverio.

Por otra parte, la investigacion sigue una logica descriptiva, pues se busca
especificar las propiedades importantes sobre la congelacion de semen que esta
sometido a este analisis. En base a esto se describieron las situaciones que se
constituyeron como mas sobresalientes en la realizacion de este estudio, tomando
principal interés en la congelacion y crioconservacion de semen de trucha arcoiris,

que mediante sus argumentos proveen el elemento fundamental para el andlisis.
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2.4.2.- Metodologia.

2.4.2.1.- No Experimental.

La metodologia utilizada en este ensayo es no experimental, ya que se observo los
fendmenos como tal y como se presentd en su medio natural para después
analizarlos. Durante la toma de muestras seminales de trucha arcoiris, se observo
en su ambiente natural a cada uno de los ejemplares y se dio masajes abdominales
a los ejemplares, y se consiguid las muestras seminales, el semen se midid
directamente en jeringuillas de 20 ml y se observd sus caracteristicas
macroscopicas para luego ser enviada al laboratorio y analizar sus caracteristicas
microscopicas pre y poscongelacion, dando asi datos unicos para el ensayo y los

mismos se interpreto en tablas y graficos.

Por tal motivo se aplicoé un protocolo de congelacidon de semen de trucha arcoiris y
se observo los resultados obtenidos, la viabilidad posdescongelacion de cada
muestra seminal evaluada con este protocolo aplicado, se planted alternativas para

la conservacion de germoplasma de dichos peces de agua dulce.

Por lo cual se disefi¢ tal protocolo de congelacion, con dichas especificaciones y
observar resultados para generar informacion para estudios futuros y su aplicacion
en el cultivo de trucha arcoiris, sirviendo de forma innovadora al cultivo

tradicional.

2.4.3.- Métodos y técnicas empleadas.

2.4.3.1.- Método deductivo.

Este método servira para detallar las experiencias y destrezas adquiridas dentro de
la parte experimental de la tesis. Mediante el método deductivo se planteara la

elaboracion de un protocolo para crioconservar semen de trucha arcoiris,

utilizando metanol al 8% y leche en polvo como crioprotectores, de la misma
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forma que se empleara pardmetros controlados de descensos de temperatura sin

variabilidades para lograr nuestra meta.

Luego se deducird que alcanzamos crioconservar el semen de trucha arcoiris
utilizando metanol al 8 % como crioprotector y el aporte de nutrientes
proporcionado por la leche en polvo. Este método se uso al analizar los resultados

obtenidos y compararlos con la hipdtesis planteada

2.4.4.- Analisis estadistico.

2.4.4.1.- Estadistica Descriptiva

En esta investigacion se utilizd la estadistica descriptiva de datos, ofreciendo
modos de presentar y evaluar las caracteristicas principales de los efectos que se
obtuvo en el desarrollo del ensayo, con el fin de construir y apreciar los resultados
e identificar los datos sobresalientes través de tablas y graficos. Este andlisis de
interpretacion de resultados es para ayudar a la toma de decisiones o para

manifestar los condicionantes que determinan la ocurrencia de algiin fenémeno.

Los datos que se consiguid en esta investigacion, son descritos por el valor
porcentual que se logré durante el andlisis microscopico de cada muestra seminal,
estos resultados se representd en tablas y graficos, y se ejecutd sus respetivos

analisis y discusion de resultados.

2.5.- Unidad de Estudio.

Para la siguiente investigacion se trabajo con 5 machos adultos de trucha arcoiris
de los cuales se extrajo el semen de cada reproductor obteniendo muestras
seminales con diferente volumen, las muestras obtenidas fueron recolectadas en
frascos estériles, refrigeradas y llevadas al laboratorio para diluir y aplicar el

protocolo crioconservacion.
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2.6.- Manejo del Ensayo.

2.6.1.- Variables evaluadas.

TABLA N° 1.- Variables Evaluadas.

VARIABLES VARIABLE DEPENDIENTE INDICADORES
INDEPENDIENTE

Semen de trucha » Motilidad espermatica

(Oncorhynchus antes 'y después de %.

mykiss) diluyente crioconservarse.

utilizado (leche en

polvo, metanol, agua Mortalidad espermatica

destilada) antes 'y después de %

crioconservarse.

Concentracion
espermatica  antes y
después de

crioconservarse.

# Espermatozoides por ml.

Fuente: Directa.

Elaborado por: Juan Carlos Chanatasig Chicaiza.

2.6.2.- Obtencion de los ejemplares.

Se consiguid 5 truchas machos reproductores de la especie Oncorhynchus

mykiss, provenientes de la Piscicultura “El Madrigal” perteneciente a la Pesca

Deportiva “El Madrigal” ubicado en la Parroquia de San Buenaventura, barrio

Bellavista, sector Santo Domingo, canton Latacunga, provincia de Cotopaxi.

Con la finalidad de evitar estrés entre ellos y tenerlos confortables, se separaron

de las pozas de reproductores a pozas mas pequefias para facilitar su manejo, y se
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tratd de mantenerlos bajo las mismas condiciones de temperatura, alimento y

sanidad.

Se proporcioné la misma cantidad de alimento balanceado (piscis) con una
cantidad de proteina 32.00%, grasa 6.00%, humedad maxima 13.00%, fibra
maxima 6.00%, cenizas 10.00%, NNP 0.10%, en la mafana (8:00 a.m.) y en la
tarde (3:00 p.m.), para la extraccion del semen, los ejemplares se mantuvieron
sin alimento un dia antes de la extraccion, para limpiar sus estdbmagos y evitar que

se contaminaran las muestras seminales con heces.

2.6.3.- Extraccion del semen.

Para la extraccion de semen se utilizO machos maduros de trucha arco iris
(Oncorhynchus mykiss), provenientes de la Piscicultura “El Madrigal”
perteneciente a la Pesca Deportiva “El Madrigal” ubicado en la Parroquia de San
Buenaventura, barrio Bellavista, sector Santo Domingo, cantéon Latacunga,

provincia de Cotopaxi.

Antes de la extraccion, los peces fueron seleccionados y aislados de las pozas de
reproductores a pozas mas pequefias durante 24 horas para facilitar su manejo. A
los ejemplares se tomo con una red individual y se envolvié con un pedazo de tela
humeda dejando libre la region abdominal se sujetd firmemente para que las aletas
no se lesionen por un mal manejo ya que no se utilizé anestésicos, procediendo
posteriormente a vaciar la vejiga urinaria, se localiz6 el poro genital y se coloco
un recipiente plastico estéril con capacidad de 100 ml de volumen para colectar la
muestra, se comenzo a dar masajes abdominales con ligeras presiones para no

lastimar a los ejemplares.

La muestra es homogénea, y de coloracion cremosa y blanco lechoso espeso. Aqui

se observo las caracteristicas macroscopicas.
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2.6.4.- Evaluacion seminal.

2.6.4.1.- Caracteristicas Macroscopicas del semen de trucha.

Volumen: el volumen seminal fue medido en jeringuillas de 10 ml y de cada

trucha macho se obtuvo los siguientes resultados (Ver tabla 6).

Coloracion: el semen recolectado es homogénea, cremoso y blanco lechoso para

todas las 5 muestras tomadas.

Finalmente se guardaron las muestras dentro de un contenedor térmico con hielo
(cooler), el mismo dia fueron trasladadas al Laboratorio de biotecnologia de la
reproduccion de la carrera de Medicina Veterinaria de la Universidad Técnica de
Cotopaxi, para luego procesar las muestras y mezclar con el diluyente

previamente preparado y se realiz6 los andlisis macroscopicos y microscopicos.

2.6.5.- Adicion del diluyente y crioprotector.

En el laboratorio, el semen fue diluido en una proporcion 1:2 (semen: diluyente
espermatico), el diluyente fue preparado a base de 15 gr de leche en polvo, 8§ ml
de metanol, 100 ml de agua destilada, y diluimos por cada ml de semen
recolectado se le agrego 2 ml de diluyente obteniendo volimenes seminales para

cada muestra espermatica.

2.6.6.- Evaluacion de la muestra seminal en el laboratorio:

En el laboratorio se evaluaron la movilidad, mortalidad y concentracion
espermatica.

Todos los procedimientos fueron realizados a temperatura de refrigeracion y

ambiente.
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2.6.6.1.- Motilidad global espermadtica.

Este es el pardmetro mas utilizado para la evaluacion seminal, dentro de esta
variable las células espermaticas presentan caracteristicas tales como: el inicio,
duracion y suspension de la motilidad, para determinar la motilidad espermatica
es necesario adicionar ala muestra de semen soluciones hiposmdticas que active el

movimiento de los espermatozoides.

Para la motilidad se tom6 con una pipeta desechable una gota de semen y se
coloc6 en un portaobjetos se le adiciono una gota de solucion activadora
“bicarbonato de sodio al 1%”, se le puso un cubreobjetos y se montan en el
microscopio electronico, observandose a 40X ubicando bien el éarea de
observacion. Para determinar esta prueba se cronometrd el inicio de la
observacion, hasta el decremento de la actividad movil de los espermatozoides en
un 90% aproximadamente. Ese fue el tiempo de motilidad que nos interesd. El
Movimiento en masa se califico en 4 categorias estimadas para las 5 muestras
seminales y se determind las siguientes calificaciones para cada muestra seminal

en base al tiempo de activacion. (Ver tabla 7)

2.6.6.2.- Morfologia.

El analisis morfologico de los espermatozoides es uno de los principales
componentes de la evaluacion de las caracteristicas de una muestra seminal. La
valoracion de la morfologia del espermatozoide se basa en la relacion directa que
haya entre la proporcion de espermatozoides anormales en el eyaculado, el tipo de

defecto morfologico y su relacion con la fertilidad in vivo.

Para observar la morfologia se colocd una gota de la muestra en el medio del
portaobjetos y en cada muestra se colocd una gota de tinta china, se dejo en

reposo la muestra y finalmente observo la estructura de los espermatozoides.
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2.6.6.3.- Mortalidad espermatica.

Para la determinacion de la mortalidad espermatica se utilizo un cubreobjetos, en
este se puso una gota de la muestra seminal y una gota de tinta china (azul), se
realizd el respectivo frotis y se flameo con un a vela por 30 segundos, para luego

observar en el microscopio con lente de 40x.

Mediante la manipulacion del macro y micrométrico del microscopio se observod
los espermatozoides muertos, estos se tifien porque la membrana se vuelve
permeable y absorbe el color del reactivo utilizado a la vez que aumentan el
tamafio de la célula espermatica, mientras que los que no se tifien son células

espermaticas vivas y conservan su morfologia y alta viabilidad.

2.6.6.4.- Concentracion espermdtica

Para la valoracion de la concentracion espermatica se basa en contar el nimero de
células espermaticas por unidad de volumen y se expresa en millones de
espermatozoides por mililitro (mL). Su determinacion se realiz6 dentro de las 2
horas siguientes a la coleccion del semen, previamente se hizo una dilucién de

1:2.

Posteriormente una gota de semen diluido fue colocada en la camara de Neubauer.
La camara fue mantenida en reposo durante 10 minutos para permitir que los
espermatozoides se ubiquen en los cuadrantes de la cadmara de Neubauer; luego se
observé al microscopio con un aumento de 40X y se realizd el recuento de las
células espermaticas colocadas en cinco cuadros de cada una de las cuadriculas,
estos 5 cuadrados se sumo el resultado de las cuadriculas y se sacd el promedio.
Para cada muestra se realizé el conteo en las 5 cuadriculas de la camara y se
utilizd el promedio para los calculos posteriores. Una vez contados los
espermatozoides, la concentracidon espermatica fue calculada aplicando las

siguientes formulas:
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Formula para el contaje de los espermatozoides.

SC=Cl1+C2=R/2=X

Donde:

SC= suma de cuadriculas
C1= cuadricula 1

C2= cuadricula 2
R=respuesta

X= promedio

Formula para la determinacion de la concentracion espermatica.

. n
~ AxPxD

C.E.

Doénde:

n: nimero promedio de espermatozoides contados en los cinco sub-cuadros de las
dos cuadriculas.

P: profundidad de la camara (0.1 mm).

A: area de la cadmara de Neubauer contada (generalmente 0.2 mm?2 ).

D: dilucion del semen (en este caso 1:2).

2.6.7.- Envasado de las muestras seminales.

Se utiliz6 pajillas criogénicas de 0,5 ml, se identific6 con un cédigo para
diferenciarlas y para ello se utiliz6 marcador de cd. Estas pajillas por un extremo
presentan un tapdn de fibra sintética de color blanco, que se distingue claramente,
es por este extremo donde se succiond manualmente el semen diluido dejando un
espacio de aire para su sellado con bolillas y plastilina para su identificacion de
cada reproductor, luego se procedié a dejar en reposo por 2 horas a refrigeracion
transcurrido este tiempo se aplico el protocolo de congelacion de pajuelas. Se

congelo 4 pajillas de 0,5 de cada reproductor.
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Se sello el extremo libre de las 20 pajillas con plastilina de diferente color para

diferenciarlas de los 5 reproductores.

CUADRO N° 3.- Diferenciacion de las pajillas crioconservadas.

Pajillas Color de la plastilina para el sellado de la pajilla
crioconservadas
1 Blanco
2 Azul
3 Amarillo
4 Tomate
5 Verde

Fuente: Directa.

Elaborado por: Juan Carlos Chanatasig Chicaiza, 2015.

2.6.8.- Protocolo congelacion de las pajillas a crioconservarce.

Una vez que las pajillas se sellaron, se estabilizo a una temperatura de
refrigeracion de 5°C durante 2 horas en el refrigerador transcurrido este tiempo, se
colocaron las pajillas en las canastillas del contenedor criogénico, para que
entraran en contacto con el vapor de nitrogeno a -112°C, procurando no tocarlo
directamente; esto se logré manteniendo la canastilla a aproximadamente 5
centimetros arriba del nivel del nitrogeno, durante 20 minutos. Pasados los 20
minutos se sumergid lentamente la cafia que contenia las pajillas para su

almacenaje a -196°C y se cerrd el termo criogénico.
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TABLA N° 2.- Rangos de temperatura para la congelacion de pajuelas.

Rangos de | Tiempo estimado para alcanzar | Caracteristicas de la
temperatura la temperatura °C idonea. temperatura
[ ] 5°C 2 horas Refrigeracion
-112°C | 20 minutos Vapores de nitrégeno
liquido LN2
-196°C | Almacenaje Nitrogeno liquido LN2

Fuente: Directa.

Elaborado por: Juan Carlos Chanatasig Chicaiza, 2015.

2.6.9.- Descongelacion de las pajillas crioconservadas.

Posterior a la congelacion se descongelo las pajuelas a las 24 horas.

2.6.9.1.- Descongelamiento de las pajillas.

Para la descongelacion de las pajillas se utilizo agua a temperatura ambiente por 1
minuto, la temperatura para descongelar fue de 12°C. Al mismo tiempo en un una
caja petri, se coloco solucion activadora de bicarbonato de sodio al 1% preparado

a una temperatura ambiente, en donde se drenaran las pajillas.

Se extrajo del termo de nitrégeno liquido (LN2) la canastilla que contienen las
pajillas a descongelar, se toma una pajilla de cada reproductor para su
descongelacion. Inmediatamente se sumergen en el agua, cronometrandose 1
minuto exactamente. Se sacaron las pajillas para drenarse en una caja Petri que

contenia la solucion activadora.
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Se sostienen las pajillas en el extremo que contiene el tapon. Con unas tijeras se
cortaron los extremos sellados de la parte inferior de las mismas pajillas, que por
el vacio existente en ellas "no drenaron", solo hasta que se cortaron los extremos
superiores. Se dren6 el contenido en la solucion activadora de bicarbonato de

sodio al 1%.

2.7.- Evaluacion del semen crioconservado.

En esta parte se hizo una evaluacion final al semen descongelado. Se toma una
muestra con una pipeta y se repite el procedimiento de observacion al microscopio
a 40 X. Se evalua la motilidad y el porcentaje de sobrevivencia.

La prueba de sobrevivencia del semen, es una prueba objetiva en la que se calculd

de forma aproximada el porcentaje de células vivas (con motilidad) y las muertas

(inmdviles).

61



2.8.- Flujo grama de la crioconservacion de semen de trucha arco

iris.

Fuente: Directa.

Acdvidedes pare la
crioconservacion de semen
‘ a.-Seleccion de
Coleccion del germoplazma m
b.-Caractensticas
(semen) o
fenotipicas y
a.- Composicion del
diluyente :
b.- Tasa de dilucid Solucion crioconservadora ¥
diluyente
semen diluyente -
l a.- Tiempo de
Refrigeracion b.- Evaluacidn de la
calidad de la muestra
a.-Envasado en l
pajillas Congelacion
b.-Toxicidad del
crioprotector
Almacenamiento -196°C Numero de pajillas
cricconservadas
Temperanuas v Descongelacion
tempo
Movilidad %
Evaluacion seminal Mortalidad %
posdescongelamiento Concentracion %

Elaborado por: Juan Carlos Chanatasig Chicaiza, 2015.
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3.- ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

CAPITULO III

En este capitulo se analiza los resultados obtenidos de la investigacion, que son

expresados mediante tablas y graficos para su facil interpretacion.

3.1.- Volumen seminal y peso corporal.

TABLA N° 3.- Volumen seminal individual con relacién a su peso corporal.

Muestras | Volumen ml Peso en kilogramos (kg) de cada
reproductor

1 7 2.75 kg.
2 6,8 3.22 kg.
3 6,7 2.8 kg.
4 6,8 2.85 kg.
5 6,6 3,15 kg.

Total 33.9 ml 14.77 kg.

Fuente: Directa.
Elaborado por: Juan Carlos Chanatasig Chicaiza, 2015.

GRAFICO N° 1.- Volumen seminal individual con relacién a su peso corporal.

O Kk N W b U1 O N
|

| 7 6,8 6.7 6,8 6.6

| ® volumen seminal

| individual (ml)

1 R.75 - ,8 .85 .15 mpeso corporal en (kg).
M1 M2 M3 M4

MS

Fuente: Directa.
Elaborado por: Juan Carlos Chanatasig Chicaiza, 2015.
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De acuerdo a la TABLA N° 3, GRAFICO N° 1, se muestra la relacién entre el
eyaculado y el peso de las truchas arcoiris en la que se evidencid los volimenes
seminales que oscilan entre 6,6 a 7 ml (promedio 6,7 ml), y sus pesos corporales
oscilan entre 2,75 a 3,15 kilogramos (promedio 2,95 kilogramos), segun Bastardo
et al. (2004), dice que el volumen encontrado en truchas machos de tres afios es
de 10 a 13 ml, ademas encontré que los machos jovenes (dos afos), presentan un
volumen de semen significativamente mas bajo que los de tres, cuatro y cinco
afios. Estos rangos son mucho mads superiores a los que se encontr6 durante el
desarrollo de esta investigacion, estas grandes diferencias entre voliimenes
seminales son debido a que hubo inexperiencia durante la extraccion o el estrés
provocado a los reproductores durante la espermiacion, segun Guarnizo (2007), la
edad es un factor determinante en los volumenes de produccion de gametos
masculinos, por lo que se determind que las muestras evaluadas son provenientes

de machos jovenes.

3.2.- Motilidad espermatica.

TABLA N° 4.- Motilidad global espermatica precongelacion.

Calificacion Movimientoenmasa (M1 M2 | M3 M4 M5
Muy buena (75-100%) | Remolinos rapidos

Buena (50-75%) Remolinos lentos

Regular (25-50%) Oscilante

Mala (00-25%) Vibracion

Fuente: Directa.
Elaborado por: Juan Carlos Chanatasig Chicaiza, 2015.

GRAFICO 2.- Motilidad global espermatica precongelacion.

0% 0% Muy buena (remolinos rapidos)
40% Buena (renolinos lentos)
(V]
60% Regular (oscilante)

Mala (vibracion)

Fuente: Directa.
Elaborado por: Juan Carlos Chanatasig Chicaiza, 2015.
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En la TABLA N° 4, GRAFICO N° 2, se muestra la motilidad global espermatica
que se obtuvo en el desarrollo del experimento, es asi que se observo en el
microscopio electronico y se determind que tres muestras seminales son de muy
buena calidad, esto demostré6 que las muestras con motilidad que presentan
remolinos répidos tiene un porcentaje de 75 a 100%, y representa el 60% de la
motilidad global ; ademds hay dos muestras seminales buenas, que presentan
remolinos lentos y tienen un porcentaje de 50 a 75%, y representa el 40%, siendo
aptos para crioconservarce, durante la observacion y calificacion espermatica no
se encontraron muestras seminales regulares con movimientos oscilantes y malas
con movimientos vibratorios representando un 0%. Segun Linhart (1995), sefiala
que la presion osmotica, concentracion de potasio y sacarosa y un pH menor a 7
del plasma seminal, son los principales factores que inhiben la motilidad en
salmonidos. Esto indicé que la motilidad que se obtuvo en este ensayo tiene las
caracteristicas idoneas por las que no se encontrd inhibiciéon de la motilidad

global.

3.3.- Activacion espermatica.

TABLA N° 5.- Tiempo de activacidon espermatica precongelacion.

Muestras Tiempo de Porcentaje de motilidad
activacion segundos
1 45 segundos 75 %
2 37 segundos 71.68%
3 49 segundos 81.67%
4 48 segundos 80%
5 35 segundos 58.33%

Fuente: Directa.
Elaborado por: Juan Carlos Chanatasig Chicaiza, 2015.
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GRAFICO N° 3.- Tiempo de activacion espermatica precongelacion.

o2 o 82% 80%
0,8 1270
’ 2%

0,7
0,6
0.3 15 0.3 - = Minutos
0,4 - 2 5

0,3 -
0,2 -
0,1 -

58%

q

= Porcentaje

M1 M2 M3 M4 MS

Fuente: Directa.
Elaborado por: Juan Carlos Chanatasig Chicaiza, 2015.

En la TABLA N° 5, GRAFICO N° 3, se muestran los tiempos minimos y
maximos de activacion espermatica de las muestras seminales evaluadas y fue de
0,35 a 0,49 minutos (promedio 0,43 minutos) con estos datos se determind el
porcentaje de motilidad, esta tuvo diferencias significativas entre las cinco
muestras de semen evaluadas, en las que hay valores positivos con porcentajes de
75, 80 y 81,67% con alta motilidad, indicando que tiene un buen movimiento
cuando son activados con una solucion de bicarbonato de sodio al 1%, ademas
haya muestras con valores porcentuales de 58,73 y 71,68%, de motilidad
(promedio de motilidad global 74%) estos valores determinan la capacidad
fecundante y la buena o mala calidad del semen. Segiin Araujo (2007), encontrd
un porcentaje de motilidad del 80%, lo cual demuestra que el porcentaje de
motilidad est4 a 0,6% al porcentaje encontrado en el ensayo, es decir que no hay
mucha variabilidad y se semejan, en cuanto a minutos segun Vascones M, Ortiz J
y Giacometti J. (2009), encontraron tiempos minimos y méaximos de activacidon
espermatica en machos normales fue de 0,30 a 0,38 minutos, esto demuestra que
el tiempo de activacion en este estudio es superior al mencionado por dichos

autores.
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3.4.- Caracteristicas microscopicas evaluadas.

TABLA N° 6.- Concentracion, motilidad y mortalidad espermatica

precongelacion.
Muestras Concentracion | Motilidad | Mortalidad
espermatica en masa
x10°

M1 2.8 75 % 25%
M2 2.4 71.68% 28.32%
M3 3.6 81.67% 18.33%
M4 3.1 80% 20%
M5 2.1 58.33% 41,67%

Fuente: Directa.
Elaborado por: Juan Carlos Chanatasig Chicaiza, 2015.

GRAFICO N° 4.- Concentracion, motilidad y mortalidad espermética
precongelacion.

3,5 3.1

2.4
2,5 2,1 Concentracion # ml.

Ls Motilidad en masa %

o, o 1 0
1 75% 729%, 82% 80% 58%, Mortalidad %
0,5 25% 28% 182 20% 70

O T T T T 1
M1 M2 M3 M4 MS

Fuente: Directa.
Elaborado por: Juan Carlos Chanatasig Chicaiza, 2015.

En la TABLA N° 6, GRAFICO N° 4, se muestra las concentraciones espermaticas
en millones de espermatozoides por ml de semen y se encontrd concentraciones
que oscilan entre 2,1x10° a 3,6x10° espermatozoides por ml de semen (promedio
de concentracion espermatica es de 2,8x10° espermatozoides por ml de semen
colectado). Segliin Leung (1991), reporta que las concentraciones espermaticas

pueden variar de 2x10° a 6,5x10° espermatozoides por ml de semen, en este
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estudio se comprob6 que las concentraciones de espermatozoides estan dentro del
rango establecido por Leung. Liley ef al. (2002), encontraron resultados similares
a los de este trabajo en relacion a la concentracion del esperma. Estos autores
investigaron esta variable en truchas y encontraron que los machos jovenes
presentaron una concentracion mayor que los adultos (uno y tres afos,
respectivamente). Iguales resultados fueron informados por Vladi¢ et al. (2002),
en estudios realizados en el salmon, pariente cercano de las truchas, quienes
encontraron que los machos (jovenes) presentaron valores mas altos de
espermatocrito que los machos adultos. Ademas se determind que la
concentracion espermatica estd ligada a la motilidad ya que mayor sea el nimero
de espermatozoides por ml de semen mayor serd la motilidad. El porcentaje de
espermatozoides muertos que se encontrd en este estudio oscilo entre 18,33 a
41,67% (promedio general de mortalidad espermadtica 26,6%), el alto indice de
mortalidad encontrado en este estudio fue de 41,67% y se debid a que hubo un

excesivo estrés térmico, baja concentracion de sacarosa o cambio brusco del pH.

3.5.- Analisis posdescongelacion.

TABLA N° 7.- Anélisis espermatico posdescongelacion.

Muestra | Color de | Volumen de | Concentracion | Tiempo de | Motilidad | Mortalidad
sellado pajilla por pajilla# | activacion % %
crioconservada ml. espermatica
segundos
Ml Blanco 0,5 7x108 33 55% 45%
M2 Anll 0,5 6x10° 28 46.66% 53.34%
M3 Amarillo 0,5 0x10° 41 68.33% 31.67%
\H4 Tomate 0,5 8x10° 36 60% 40%
MS Verde 0,5 5x10° 25 41.66% 58.34%

Fuente: Directa.

Elaborado por: Juan Carlos Chanatasig Chicaiza, 2015.
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GRAFICO N° 5.- Analisis espermatico posdescongelacion.
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Fuente: Directa.
Elaborado por: Juan Carlos Chanatasig Chicaiza, 2015.

En LA TABLA N° 7, GRAFICO N° 5, se determind el tiempo de activacion,
concentracion espermatica la motilidad y mortalidad posdescongelacion es asi que
los resultados obtenido son satisfactorios ya que se encontr6 un tiempo de
activacion de 0,25 a 0,41 minutos, este tiempo fue determinado por la
concentracion de espermatozoides vivos que se observo en el microscopio en su
descongelacion y se valor6d la motilidad que se encontr6 en cada una de las
muestras crioconservadas y esto vario de 41.66 a 68.33% (promedio de motilidad
posdescongelacion 54.33%) a diferencia de lo que se encontrd en las muestras de
semen en fresco estos datos son altamente variables ya que radica grandes
variaciones solo en su promedio de motilidad; ademas se comprob6 la mortalidad
es muy alta posdescongelacion por la formacion de microcristales de hielo a nivel
intracelular y se obtuvo una mortalidad de 31,67 a 58,34%, (promedio de
mortalidad posdescongelacion 45,67%), es decir que durante la descongelacion
estos rangos de mortalidad son muy altos. En estos pardmetros posdescongelacion
se observo gran significancia. El efecto de congelacion y descongelacion provoca
que el espermatozoide se torne lento, sufre lesiones en la estructura celular,
disminuyendo su aptitud seminal. Segiin Medina et al. (2005), los protocolos de

crioconservacion producen dafios potenciales sobre las células con la formacion y
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disolucion de cristales en ambientes intra y extracelular, ocasionado por el choque

térmico, estrés toxico y estrés osmotico durante el proceso.
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4.- CONCLUSIONES

De acuerdo a los objetivos planteados y los resultados obtenidos en la presente

investigacion, se detallan las siguientes conclusiones:

La crioconservacion de semen de trucha es posible siempre y cuando aumentemos
las tasas de la viabilidad espermadtica, y su calidad seminal, y el semen congelado
sea viable durante toda la época del afio y asi mejorar los réditos economicos para
los pequefios productores y suplir las necesidades de carne de trucha en el

mercado.

Se determind la motilidad espermatica global pre y poscongelacion en truchas
arcoiris considerandose una variable clave para la optimizacion del uso del semen
en las actividades de acuacultura con el fin de obtener altos porcentajes de

fecundacion asistida.

Al comparar semen fresco y semen congelado se nota un ligero deterioro en la
calidad espermatica del semen congelado ya que la mortalidad aumenta y la
motilidad espermatica disminuye lo que nos lleva a concluir que la variacion de

temperatura o el crioprotector produce deterioro espermatico.

La concentracion espermatica por ml de semen fue y estd influenciada por la edad
de las truchas considerando que mientras menor sea su edad mayor nimero de
espermatozoides habra por ml de semen con relacion a otro grupo etario de mayor

edad con baja actividad fecundante o mala calidad seminal.
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5.- RECOMENDACIONES

De las conclusiones obtenidas en la investigacion se llega a las siguientes

recomendaciones:

Para la crioconservacion de semen de trucha arcoiris es necesario mantener a los
reproductores un dia en ayuno, para evitar la contaminacion seminal con heces,

estas alterarian su calidad para el proceso de dilucion y crioconservacion seminal.

A fin de obtener un método apropiado para la investigacion se recomienda realizar
métodos alternos como la vitrificacion para comparar resultados en cuanto a su

motilidad y aumentar la viabilidad espermatica.

Los resultados conseguidos en el presente trabajo deben ser ajustados
especialmente en el uso de tasas de congelacion-descongelacion que nos permitan
aumentar la viabilidad espermética posdescongelacion inhibiendo al maximo la
mortalidad espermética y mejorando las caracteristicas microscopicas, con el
objetivo de determinar su eficiencia durante el proceso de crioconservacion y

ajustar un protocolo definitivo para la especie.

Desde el punto de vista productivo y reproductivo es mas beneficioso mantener
truchas machos jovenes de entre uno y tres afios que truchas de mayor edad, ya
que ejemplares mas viejos presentan un descenso en la calidad del semen y baja

actividad fecundante.
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ANEXO N° 1.- Instalaciones piscicolas el Madrigal.




ANEXO N° 4.- Captura de los ejemplares.

ANEXO N° 5.- Ejemplar de trucha capturado y listo para realizar la
espermiacion.
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ANEXO N° 7.- Espermiacion y recoleccion de semen de los reproductores.

ANEXO N° 9.- Transporte de las muestras seminales al laboratorio.
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ANEXO N° 10.- Refrigeracion de las muestras seminales en el laboratorio.

ANEXO N° 11.- Identificacion de las pajuelas.
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ANEXO N° 12.- Colocacion de la camara de Neubauer a la platina del
microscopio para observar la concentracion espermatica.
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ANEXO N° 13.- Concentracion espermatica.
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ANEXO N° 16.- Pajillas llenas listas para ser refrigeradas.

87



ANEXO N° 19.- Sujecion de una cana del tanque criogénico a 5 cm sobre el nivel
de Nitrogeno Liquido.
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ANEXO N° 21.- Preparacion de las placas petri con solucion activadora de
Bicarbonato de Sodio al 1%.
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