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RESUMEN

Caracterizacién y criopreservacién de semen de trucha arco iris (Onchorynchus mykiss) en el
centro experimental La Raya - Provincia de Canchis, estudio realizado de setiembre del 2013 a Julio
2014, con el objetivo principal, de caracterizar el semen de trucha arco. iris y materializar su
criopreservacion, tomando como referente el protocolo seguido en el centro experimental la Raya,
para la criopreservacion de semen de Camélidos Sudamericanos. La metodologia o secuenciacion
del proceso, observo las fases de coleccion de semen, observacion de la motilidad y mortalidad,
aplicacion de Dilutores, preparacion de crioprotectores, empaquetamiento en pajillas, congelacion
en Nitrégeno Liquido, transcurrido nueve meses en congelacion, se procedi6 al descongelamiento a
18 °C y 30 °C. En términos cuantitativos el volumen promedio de semen es de 6.9 ml y una
concentracion cuwantificada de 5,494x109 espermatozoides/ ml., de semen. El semen
descongelado fue observado al microscopio para verificar su motilidad y luego inmediatamente
utilizado para la fecundacion con ovas provenientes de dos Hembras maduras, obtenidas de los
estanques de estabulacion del Centro Experimental La Rayai. Los prendimientos (fecundacion),
superaron el 90%, demostrando asi que la técnica empleada fue altamente viable, confirmando asi la
hipétesis asumida. Este tipo de investigaciones debe de ser ampliada, con la finalidad de

mejorar la técnica de Criopreservacion de semen de peces.

Palabras Claves: Onchorynchus mykiss, criopreservacion, endogamia, dilutores, crioprotectores.



INTRODUCCION

La practica de la piscicultura en su nivel intensivo, en nuestro pais y como sucede en
muchos otros, tropieza con el inconveniente de la no disponibilidad inmediata de algun.o de
los gametos que como tales intervienen en la reproduccion sexual de peces; surge entonces
la necesidad de conservar estas células sexuales para su ulterior utilizacion, a condicion de
que estos gametos conserven sus caracteristicas naturales y que las hagan viables para la
fecundacion. |

Para el caso puntual de la conservacion de espermatozoides, la técnica que se muestra mas
viable o eficaz, es la criopreservacion, que permite conservar sus caracteristicas y
potencialidad de fecundacién por periodos relativamente prolongados, pudiendo ser
almacenada por varios meses, permitiendo asi la realizacién de fecundaciones diferidas,
resultando igualmente 1til, para fines de mejoramiento genético, (Billard, 1990).

Como herramienta biotecnoldgica, la criopreservacion, ha sido practicada, aun
esporadicamente, en diversos paises como en Colombia en bagre rayado
(Pseudoplatystoma fasciatum - Linnaeus 1766), Venezuela en trucha arco iris
(Oncorhynchus mykiss), Argentina en pejerrey bonaerense (Odonstesthes bonariensis), y
en Espafia en anguila europea (Anguilla anguilla) y obviamente, con resultados diversos,
en el caso especifico de (Oncorhynchus mykiss), considerando su marcada estacionalidad
reproductiva, tales trabajos han abarcado un espacio temporal bastante corto. Por otra parte,
los protocolos puestos en practica, aun no han sido estandarizados, de manera que aln se
carece de parametros referenciales que impriman mejor consistencia a lo que se viene
realizando, como parte de la produccién intensiva y/o con orientacidn estrictamente
investigativa, (Guarnizo, 2007).

En nuestro caso para materializar la investigacion, tomamos como centro de operaciones el
Centro Experimental La Raya — UNSAAC, para ello consideramos que es alli donde ya se
tiene consolidado el protocolo para preservacidn de espermatozoides de camélidos
sudamericanos, (Lacuta, 1996); entonces asumimos que esta experiencia, con las
modificaciones del caso, podria resultar viable para la preservacion, de semen de
(Oncorhynchus mykiss), para lo que consideramos también que este centro experimental
cuenta con alguna infraestructura donde se lleva a cabo la produccién intensiva de este
salmoénido.



L.- GENERALIDADES SOBRE EL PROBLEMA

1.1.-Problema Objeto de Estudio

En la Region Cusco, donde la practica de la produccién intensiva de trucha arco iris se
viene materializando desde hace varias décadas, no se ha realizado trabajo alguno
relacionado con la criopreservacién de semen de peces, no obstante que esta técnica es
particularmente Wtil para optimizar la produccion intensiva tanto cualitativa como

cuantitativamente.

Esta omision en la practica de la criopreservacion, de parte de entidades estatales asi como
de productores particulares, motiva la incursion, de nuestra parte, para iniciar con trabajos

de esta naturaleza cuya finalidad primordial es optimizar la produccion intensiva a través de

la generacion de semilla (alevinos), mejorada genéticamente y a cuyo efecto resulta .
especialmente 1til, la criopreservacion que entre otros aspectos permite :la realizacion de -
fecundaciones diferidas o cruzamientos entre reproductores de pobla:ciones distantes, °
superando asi situaciones endogamicas que ocurren sobre todo en ambientes lenticos o en "
condiciones de estabulacion cuando se realizan cruzamientos entre reproductores de la :
misma poblacién, y cuyas proles se ven cada vez genéticamente erosionadas con el -
consiguiente déficit cualitativo y cuantitativo, que no coadyuva a la calidad del producto y

su consiguiente apreciacion comercial.



1.2.1.- JUSTIFICACION

El estudio realizado pone en prictica una técnica que coadyuva a la optimizacion de la
produccion intensiva de trucha arco iris, toda vez que tal técnica, permite obtener proles de
mejor calidad a través de cruzamientos de reproductores de poblaciones distantes,
rompiendo asi la endogamia de ocurrencia frecuente, particularmente en establecimientos
de produccion intensiva.

Entonces, la criopreservacion tiene como utilidad inmediata la mejora de la produccion, en
lo cualitativo y cuantitativo, considerando que las proles mejoradas sirviéndose de esta
técnica, resultan considerablemente ventajosas para el piscicultor en términos de tiempo de
produccion y calidad final comercializable.

En el entendido de que la criopreservacién es una técnica de la que se sirve la piscicultura
para realizar trabajos de fecundacion diferida y mejoramiento genético, su aplicacion en
nuestro medio reviste particular interés habida cuenta de que la produccién de Trucha
“Arco Iris“(Onéorhynchus mykiss), extensiva e intensivamente, tiene cada vez més
adeptos y resulta necesario transferirles esta tecnologia a efecto de que se consigan

resultados mas satisfactorios.

¥



1.2.2.- OBJETIVOS

El trabajo efectuado estuvo orientado a la consecucion de los siguientes objetivos.

1.2.2.1.- OBJETIVO GENERAL

> Caracterizar el semen de Trucha Arco Iris (Oncorhynchus mykiss), y acometer en

su criopreservacion, en el Centro Experimental La Raya, UNSAAC.

1.2.2.2.- OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Determinar las caracteristicas del semen de Trucha Arco Iris (Oncorynchus mykiss), en sus

aspectos de volumen, morfologia, motilidad.

» Probar la eficacia de diferentes diluyentes y crioprotectores, empleados en la préctica de la
criopreservacion. ‘ :

1
i H

> Determinar, la viabilidad de los espermatozoides criopreservados, en su capacidad de

I3

fecundacion.



1.23.- HIPOTESIS

El protocolo observado, para la criopreservacion de semen de camélidos sudamericanos, es
igualmente viable para la caracterizacién y preservacion del semen de Trucha Arco Iris

(Oncorhynchus mykiss).



1I.- MARCO TEORICO

2.1.- MARCO CONCEPTUAL

»

Criopreservacion.- Proceso en el cual células o tejidos son congelados a muy bajas
temperaturas, generalmente entre -80 °C y -196 °C, para disminuir las funciones
vitales de una célula o un organismo y poderlo mantener en condiciones de vida

suspendida por mucho tiempo, (Guamizo_, 2007).

Crioprotectores.- Compuesto quimico que permite el mantenimiento de un tejido o
de células por mucho tiempo cuando se las mantiene a baja temperatura. Los
crioprotectores, en la practica de la criopreservacion, se emplean, sobre todo, para

asegurar la integridad de la membrana celular, (Billard, 1990).

Caracterizacion de Gametos.- Se refiere a la observacion y descripcion, dentro
del proceso de crio preservacion, de los espermatozoides contenidos en el semen.
Dicha caracterizacion implica, bésicamente, la morfologia, motilidad, cantidad de
espermatozoides por volumen de semen (cantidad por ml. de semen), (Bastardo,

1982).

Fecundacion diferida.- Consiste en la unién o fusion de gametos, en este caso de
peces, cuando alguna de las células sexuales no va intervenir de inmediato en la
union con el gameto opuesto, ese gameto, obtenido del reproductor, se preserva por
alguna técnica especial, para ser utilizado después de que se disponga del otro
gameto y asi se materialice la fecundacion. La fecundacion diferida es una practica
usualmente utilizada en mejoramiento genético, (Morisawa et al., 1985).
Psanmofilo.- Organismos que depositan sus productos sexuales sobre arena o
grava, (Lagler, 1999).

Endogamia.- Equivale a cruzamientos consanguineos, vale decir entre
reproductores de la misma poblacion, que finalmente generan erosién genética con
la consiguiente declinacion cualitativa y cuantitativa de la poblacion ictica,

(Jiménez, 1994).



2.2.- ANTECEDENTES

» Lacuta L. L. (1996): en su trabajo de investigacion de tesis intitulado “Evaluacion
de semen refrigerado de camélidos Lama pacos, con tres tipos de Dilutores”,
determinan que los dilutores, yema citrato y leche ofrecen mejores condiciones de
conservacion de los espermatozoides, que el porcentaje de espermatozoides vivos
encontrados en las distintas pruebas con diferentes dilutores y distintos tiempos

presentan diferencia porcentual.

» Espinoza, C. M. (2003): en su trabajo de investigacion de tesis intitulado
“Alteraciones morfoldgicas y fisiologicas en espermatozoides criopreservados
Argopecten purpuratus (Lamarck 1819), Concha de Abanico” determina que el
efecto negativo que tiene el proceso de criopreservacién sobre la motilidad y
estructura espen'nética es causada exclusivamente por la congelacion-
descongelacién y, no por la toxicidad al crioprotector. Dicho efecto altera su
motilidad pefo no influye considerablemente sobre su capacidad fecundante post-

descongelamiento.

» Garzon, V.D. (2007): en su trabajo de investigacion de tesis intitulado “Induccion
hormonal de la espermiacién y criopreservacién de esperma en anguila europea
(Anguilla anguilla), determina que El DMSO es un crioprotector util en el proceso
de congelacion de esperma de anguila europea. Sin embargo, el DMSO incrementa
la osmolaridad del medio activando el movimiento de los espermatozoides, lo que
reduce los tiempos de manipulacién del esperma en los procesos de pre-congelacion

y post-congelacion antes de que los espermatozoides consuman su energia.

» Guarnizo, M. (2007): en su trabajo de Investigacion de tesis intitulado
“caracterizacion seminal y ensayos preliminares de crioconservacion de semen de
bagre rayado (Pseudoplatystoma fasciatum - Linnaeus 1766),'detennina que los
factores mas criticos en la crioconservacion de semen de peces que necesitan ser

optimizados son la composicién de los diluyentes, el tiempo de equilibrio y las



velocidades de congelacion y descongelacion para perfeccionar y establecer los

protocolos especificos para cada especie.

Bastardo, H. et al. (2008): En “Caracteristicas del semen de trucha arco iris de
diferentes edades bajo condiciones de cultivo en Mérida Venezuela”, establece una
correlacion positiva de r= 0,648 entre las variables espermatocrito y la
concentracién de esperma y una concentraciéon entre 4,341 x 10° en adultos de 4

afios y 9, 978 x 10° espermatozoides/ml. en los de dos aflos de edad.

Martinez, S. (2008): en su trabajo de investigacion de tesis intitulado “Bases para
la elaboraciéon de bancos de germoplasma de peces: aplicacion a la trucha leonesa”
determina que las alteraciones espermaticas provocadas por la criopreservacion no
constituyen una forma de seleccion gamética puesto que las descendencias
obtenidas a partir de semen fresco y congelado, mostraron el mismo patrén
genotipico en ambos casos en las dos poblaciones estudiadas. Por ello Ia
congelacion espermética se considera un método apropiado para preservar el
potencial genético de los machos de trucha comun, ya que pérmitié mantener la
variabilidad en la descendencia y proporciond tasas de fecundacién suficientes para
garantizar la recuperacion de la poblacion original debido a la gran prolificidad de

esta especie.

Lichtenstein, G. (2009): en su trabajo de investigacién de tesis intitulado
“Desarrollo e implementacion de técnicas para la criopreservacion de esperma de
pejerrey bonaerense (QOdonstesthes bonariensis), determina que es posible
criopreservar esperma de pejerrey bonaerense (Odontesthes bonariensis) utilizando

diferentes métodos de congelamiento.

Aguilar, M. (2010): en su trabajo de investigacién de tesis intitulado “Induccién a
la maduracion gonadica y conservacion del esperma de la trucha de san pedro martir
(Oncorhynchus mykiss nelsoni (evermann)), Indica que los espermatozoides de O.
mykiss nelsoni suspendidos en los diferentes agentes crioprotectantes presentaron

una movilidad mayor cuando fueron mantenidos en metanol.



» Toscano R. - Meza, A. (2011) en “Conservacion de semen de Oncorhynchus
mykiss, mediante técnica de congelacion”, informan en sus resultados con una

concentracion de 3 x 10° espermatozoides por mm®

, empleando como dilutor Tris-
Fructosa-Yema de Huevo, indicando igualmente con una temperatura de

congelacion a -196°C y una temperatura de descongelacion de 11 a 12 °C.

> Velezvia, J (2011): En la publicacion “estudio experimental del proceso de
criogenizacion de semen de trucha arco iris (Oncoerliynchus mykiss)”, con fines
r_eproductivos en el CIPP - Chucuito, determino una concentracion de 5.3 x 10°
espermatozoides por mililitro, donde informa también que se determind una
motilidad del 86% después de 71 segundos; igualmente indica un 87% de

espermatozoides normales con un tamaiio de 37 micras.



2.3.- REVISION BIBLIOGRAFICA (FUNDAMENTOS TEORICOS)

2.3.1.- BIOLOGIA REPRODUCTIVA DE TRUCHA ARCO IRIS (Oncorhynchus
mykiss)

Son peces poiquilotermos, lo que quiere decir que la temperatura del agua es la misma que
tiene el pez, es oriunda de América del Norte.

Alcanza su madurez sexual (primer desove) alrededor de los dos afios; los desove
subsiguientes ocurren anualmente y en las temporadas de mayor frialdad de las aguas
(Otofio - Invierno).

Para el desove son de habito psamofilo.

En buenas condiciones troficas del medio en que vive la hembra produce un promedio de
1000 6vulos por cada medio kilo de peso.

La temperatura 6ptima de incubacion es de 10 °C y su duracion de 30 a 31 dias.

El dimorfismo sexual mds evidente, a nivel de caracteres sexuales secundarios, se muestra’
en la mandibula inferior terminada en gancho solo en machos, no asi en hembras.

Como caracter sexual terciario, y solo en la estacion reproductiva, los machos muestran la
coloracion nupcial o fanerica consistente en la mayor coloracién rosado intensa en los
flancos. |

Tanto hembras como machos, se comportan como desovantes totales.

En condiciones de manejo intensivo una fecundacion satisfactoria requiere de un macho
para dos hembras.

Luego de la eclosion de los embriones, después de una incubacién de 30 a 31 dias a 10 °C,

el estado larvario tiene una duracién de cuatro semanas, (Cachafeiro, 1995).



2.3.2.- Posicion Taxonomica

Reino: Animal
Sub Reino: Metazoa
Phyllum: Chordata
Sub Phyllum: Vertebrata
Clase: Osteichtyes
Sub Clase: Actinopterygii
Orden: Isospondyli
Sub Orden: Salmoneidei
Familia: Salomonidae
Género: Oncorhynchus
Especie: Oncorhynchus mykiss

' N.V: “Trucha arco iris”,

Fuente. “Manual de Crianza de truchas” Ragash - Pert; 2009.
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2.3.3.- ETAPAS DEL CICLO VITAL DE LA TRUCHA

Ova.- Son los huevos fecundados que luego de 30- 31 dias de incubacion, a 10 °C
eclosionan al estado de larva.

Larva.- Estadio caracterizado por la presencia del saco vitelino en la region abdominal y de
cuyo contenido nutritivo, vive la larva, este saco vitelino se absorbe en un tiempo promedio
de cuatro semanas, entonces el individuo toma la condicién de alevino e inicia su
alimentacion tomandolo desde el exterior .

Alevino.- Estadio de una duracién pro;nedio de seis a ocho meses cuando cada ejemplar
alcanza entre ocho a diez cm.

Juvenil.- Fase caracterizada entre las tallas de 10 a 20 cm., cuando el pez con esa longitud
total de 20 cm. Llega a su primer desove lo que marca el final del periodo juvenil y el inicio
del estado de adulto o reproductor.

Adulto.- Etapa final del ciclo vital se inicia con el primer desove y dura hasta que el animal
perezca en el limite de su longevidad entre los doce a 15 ailos alcanzando tamaiios diversos
dependientes en gran medida del nivel trofico del ambiente acuatico que habita.

Cuadro N° 01: CARACTERIZACION SINTETICA DE LOS ESTADIOS DEL CICLO
VITAL DE TRUCHA ARCO IRIS.

[ESTADIO | TAMARNO (cm) | PESO (gr) | DURACION (di:;s)
'Huevo ' 03-05 _ 30-31
Larva 112 0,25 28-30
|Alevino 2-10 1.2-10 180-240
Juvenil 10-26 _ | 10-200 | 240-720
Adulto +20 | + 2007 Hasta 12 — 15 aﬁos

Elaboracion: Fuente los autores, Biologia —- UNSAAC (2014)
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2.3.4.- CONTROL ENDOCRINO DE LA REPRODUCCION
Como ocurre en todos los vertebrados y obviamente en los peces, el proceso de la

reproduccion esta regulado, basicamente, por la glandula pituitaria o hip6fisis, como puede
apreciarse en el siguiente grafico:

Estimulos externos

f )

Lu\ Texnper\ja,tura Composicién quimica del agua
Centros di encefa’.lico/

(Tdlamo)
Glandula Pituitaria- \\
Gonadas™ Tiroides Tejido suprarrenal Tejido Islotes
(Cromafinico) Interrenal Pancredticos

~. L
»>Carbohidrato
Reproduccién Crecimiento Proteina
‘Grasa Metabolismo
Conducta 4 neral
Pigmentacién Agua

Figura N° 01.- Interaccion de algunas glandulas endocrinas de los peces basado en Vivien

en Grasse, 1958, tomado de Lagler et al. Ictiologia.

2.3.5.- MOTILIDAD ESPERMATICA

Como caracteristica referida al movimiento de los espermatozoides, tal motilidad se
manifiesta, cuando el semen es expulsado al exterior en el momento del desove. Y tal
movimiento que inicialmente es bastante lento se activa, cuando ocurre la penetracion en el
ovulo. La motilidad de espermatozoides se activa por diversos factores fisicos, quimicos y
fisiologicos que dependen de la especie y del medio donde habita. La caracteristica
sefialada ocurre tanto en condiciones naturales, como en condiciones artificiales de desove

y fecundacion, (Valdebenito et al., 2009).

Por otra parte, hay que considerar que la motilidad es practicamente la principal evidencia
de que el espermatozoide esta vivo; siendo asi la motilidad se hara evidente en el tiempo de
vida que corresponde al espermatozoide ya fuera del cuerpo del animal. Téngase en cuenta
que la supervivencia de este gameto masculino es de apenas 3 a 4 minutos desde el
momento que sale al exterior. Es precisamente por esta cortisima duracion de vitalidad, que
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se prefiere preservar los espermatozoides, siendo una de las practicas de mayor éxito para
tal objetivo, la criopreservacion, Entre los factores que desencadenan la motilidad se

encuentran los cambios en la presion osmotica (Alavi y Cosson, 2006).

Si eso ocurre con el espermatozoide, igual situacion se manifiesta con los dvulos; para ellos

la técnica recomendada es su preservacion en soluciones isotonicas.

Comparativamente, los tiempos de preservacion y el consiguiente mantenimiento de la
vitalidad, tanto de 6vulos como de espermatozoides, ocurre en estos ultimos en tiempo
mucho més prolongado y no asi en el caso de los évulos, cuya apertura del micropilo que
lo viabiliza para la fecundacion estan solamente de 24 horas (caso que corresponde a
salménidos, con la solucién de Inaba). Los cambios iénicos que ocurren entre el medio

extra e intracelular (Kho et al., 2005; Ohtake, 2003),

La motilidad de los espermatozoides en todo caso, también ocurre en funcién de la
densidad del semen, si tenemos en cuenta que en las diversas especies icticas el semen se
muestra en algunos casos muy diluido y en otros muy concentrado o denso e incluso hasta
tomar una consistencia cuasi pastosa. Se entiende que en este altimo caso la motilidad es
sumamente débil y solo podra ser advertido, cuando ese semen ya en el medio acuético se

diluye y los espermatozoides, manifiestan una motilidad mas evidente, (Cabrita et al., 2011).

Otro factor intrinseco, relacionado con la motilidad de los espermatozoides es la edad de
los reproductbres machos de los que proviene; en tal sentido, el semen de mejor calidad al
igual que los espermatozoides también de buena calidad, en el caso particular de trucha
arco iris ocurren en reproductores a partir de la segunda hasta la quinta reproduccion,
especialmente a partir de la tercera. En consecuencia, los mayores tamafios y los
movimientos mas veloces y continuos serd posibles observarlos en ese rango de edad,

(Schiavone et al., 2006).

Cuando de caracterizar el semen se trata, en cuanto a su motilidad, por muy rapido que sea
la operacidn de ordefio, la capacidad de movimiento, observada al microscopio casi ocurre
en un 100 por ciento, pudiendo considerarse como optimo si el movimiento se observa
hasta en un 80 por ciento. Sirva aclarar que el porcentaje de motilidad dentro del proceso de

“criopreservacion, también ocurre en funcién de los diluyentes empleados, entre los que son
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de uso frecuente el, suero fisioldgico y la glucosa a diferentes concentraciones. (Kime et al.,
2001).

2.3.6.- VIABILIDAD ESPERMATICA

La viabilidad se refiere a la integridad de la membrana espermatica, este tipo de pruebas se
basan en protocolos de doble tincién con la finalidad de diferenciar los espermatozoides
vivos de los muertos (Rurangwa et al., 2004). Entre dichos protocolos cabe mencionar a la
técnica dual con eosina y nigrosina, y la técnica con tintes fluorescentes. La primera evalua
la viabilidad en base a la absorcion del colorante eosina por la cabeza del espermatozoide,
donde los espermatozoides vivos no muestran una captaciéon del colorante, mientras que en
los espermatozoides muertos hay una captacion parcial o completa (Vuthiphandchai et al.,
2009). La segunda se basa en fluorocromos como el SYBR 14 que tifie los acidos nucleicos
de los espermatozoides vivos y es permeable a la membrana a diferencia del yoduro de
propidio qué no es capaz de atravesar la membrana de las células vivas, pero es capaz de
penetrar y tefiir el ADN nuclear de los espermatozoides muertos o deg§nerados (Cabrita et

al., 2005 y Paniagua et al., 2006).
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2.3.7.- REPRODUCCION

Proceso bioldgico por el cual las especies se perpetiian y en combinacion con los cambios
genéticos, aparecen por primera vez caracteristicas para las nuevas especies.
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Figura N° 02.- Papel de la reproduccion en la supervivencia y evolucion de las especies,

tomado de Lagler et al. Ictiologia.

2.3.8.- BIOECOLOGIA DE REPRODUCCION EN PECES
En los peces ocurren practicamente las 3 formas o modalidades de reproduccion sexual

heterosexual, hermafrodita y partenogenética. La forma mas generalizada corresponde a la
heterosexual; sin embargo las otras modalidades si bien poco frecuentes pero no dejan de

manifestarse tanto en peces dseos como en cartilaginosos.
Por otra parte se distinguen 2 formas de fecundacion. Externa e Interna.

La fecundacion externa siendo la mas generalizada, requiere de diferentes tipos de sustratos

para que ocurra el desove, como paso previo a la propia fecundacion. En términos de
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desove los habitos vienen a ser de fitofilos, psamofilos y litofilos, segiin desoven sobre

plantas, sobre sustratos de arena o grava o sobre piedras o rocas, respectivamente.

Ocurrida la fecundacién, el suceso inmediatamente siguiente viene a ser la incubacion la
que puede transcurrir en el medio acuatico donde ha ocurrido el desove y la consiguiente
fecundacion; pero excepcionalmente ocurren también las incubaciones de otro tipo, como
son la bucal y la que se sirve de una bolsa incubatriz. La incubacion bucal se advierte con
-frecuencia en diversas especies como la del genero tilapia, cuyas hembras mantienen los

huevos o cigotos en la cavidad bucal hasta que ocurra la eclosion, (Cachafeiro, 1995).

La presencia de la bolsa incubatriz como ocurre en el caballito de mar (Hippocampus sp),
consiste en una estructura localizada en la region ventral de la hembra y que aparece como
una especie de bolsa hasta donde son llevados por algunos de los reproductores, los 6vulos

inmediatamente después de su fecundacion, (Lagler, 1999).

En términos de madurez sexual, las especies de aguas tropicales se muestran mas precoces
que los de aguas frias, después del primer desove las siguientes reproducciones se
manifiestan con frecuencias anuales para los de aguas frias; despuéé del primer desove las
siguientes reproducciones se manifiestan con frecuencias anuales para los de aguas frias. A
su vez las especies de aguas tropicales, varias de ellas, pueden reproducirse mas de una vez
al afio, (Pillay, 2004).

En todo caso, tratese de peces de aguas frias o de aguas tropicales, la mejor calidad de
gametos ocurre solamente a determinadas edades, asi para el caso puntual de trucha arco
iris la mejor calidad de dvulos y espermatozoides se dara entre la segunda y quinta

reproduccion, vale decir cuando los reproductores tengan entre 3 y 6 aiios, (Lagler, 1999).

La reproduccion hermafroditica es poco frecuente y siendo asi el individuo hermafrodita,
dotado interiormente de ambas génadas (testiculos y ovarios), puede hacer gametogénesis
simultaneamente o puede hacerlo sucesivamente; si primero madura y desova como hembra
se la identifica como progenésico y si lo hace primero como macho se trata de un

proandrico, (Pillay, 2004).

La reproduccién partenogenésica a la que se le atribuye la condiciéon de reproduccion

sexual, se le considera asi porque en esta reproduccion es evidente la presencia de por lo
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menos gametos de un solo sexo (hembras), todos ellas en condicién haploide y generar
descendencias igualmente haploides, toda vez que el sexo opuesto (machos), no exista,

(Cachafeiro, 1995).
2.3.9.- CRECIMIENTO EN LONGITUD Y PESO

En términos generales se entiende por crecimiento al incremento en tamafio. Sin embargo,
para entender mejor el crecimiento se debe admitir que todo organismo, desde sus células,
es una estructura tridimensional, largo, ancho, espesor y por consiguiente el crecimiento

deberia entenderse como el incremento en esas 3 dimensiones, (Pillay, 2004).

A su vez el peso es una expresion que indica o valora la masa corporal a través de alguna
unidad de medida. En todo caso talla y peso son variables que se toman en cuenta para

evaluar, entre otros, el desarrollo de los organismos, (Lagler, 1999).

En la evaluacién del desarrollo de los peces, al igual que en otros organismos, usualmente
admite la relacion causa — efecto, admitiendo a la talla como la variable independiente y al
peso como la variable dependiente. En términos estrictamente pesqueros los valores
correspondientes a talla y peso permiten también determinar el factor de condicion (K),

como expresion del grado de bienestar de cada pez, (Cachafeiro, 1995).

Por otra parte talla y peso son resultantes del proceso de metabolismo y los valores que

alcanzan trasuntan de todas maneras la calidad de los nutrientes que consumen.

Finalmente si la talla y peso dependen de la alimentacidn, este a su vez esta supeditado a la
influencia de ciertos factores externos, particularmente la temperatura con la que el nivel de

apetito guarda relacion directa, (Billard, 1990).

Con relacion al factor temperatura, su incidencia sobre los peces en crianza se manifiesta
en diversos aspectos como son: noveles de apetito, retraso o aceleracion del proceso de
maduracion sexual, retraso o aceleracion del proceso de crecimiento, aparicion y

propagacion de enfermedades, entre otros. (Billard, 1990).
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El proceso natural de emision de los productos sexuales al exterior, recibe el nombre de
ovoposicion en la hembra y espermiacion en €] macho, designandose comunmente a este

proceso freza, puesta o desove, (Cachafeiro, 1995).

La hembra madura ejerce una gran atraccién sexual sobre el sexo opuesto, lo mismo que los
machos maduros la ejercen sobre las hembras. Son muy recientes los estudios que
relacionan este comportamiento de atraccion sexual, con la existencia de déterminadas
sustancias quimicas, elaboradas por el ovario y testiculos maduros, denominadas feromonas
o sefiales quimicas de acercamiento sexual. Estas feromonas tienen, por tanto, un papel
muy importante, al orientar a los cogeneres y asegurar la sincronizacion fisica y fisiolégica

de los dos sexos en la reproduccion, (Honda, 1980; Lley et al., 1983).

En los machos, la produccién de espermatozoides es continua durante aproximadamente
dos meses, pudiendo realizar extracciones cada tres o cuatro dias, haciendo la salvedad de
que la cantidad de senfen y la concentracién de espermatozoides es menor a medida que
avanza el tiempo. Los machos de trucha arco iris son mas precoces que las hembras y
pueden adquirir la madurez sexual a los 15-18 meses, mientras que la hembra necesita un

periodo minimo de dos afios, (Lagler, -1999).

El proceso de maduracion se acompafia en los salménidos de notables cambiosl
morfolégicos y de aspecto de tal forma, que en estas condiciones son facilmente
disfinguibles los machos de las hembras. La papila genital se encuentra ingurgitada y
prominente. Los machos sufren un proceso de prolongacion del maxilar inferior, asi como
una cierta curvatura dorsal del cuerpo adquiriendo la piel un color oscuro brillante muy
tipico. Las hembras presentan un vientre prominente y ambos sexos, especialmente en la
Trucha Arco Iris, muestran colores de piel muy llamativos a lo largo de los flancos, hecho

del que toma su nombre, (Cachafeiro, 1995).

Este fenéomeno de diferenciacion recibe el nombre de dimorfismo sexual y son tales los
cambios fisiolégicos que se originan en el pez, que su vitalidad se resiente
considerablemente. Son muy frecuentes, por no decir acompafiantes constantes de estos
peces en tal situacién, las lesiones en la piel originadas por hongos y las lesiones fisicas que

se hacen los machos en su rivalidad por las hembras, (Pillay, 2004).
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Los cambios en la piel son muy significativos en la época de la freza. El epitelio aumenta
hasta tres veces su grosor, con gran proliferacion de células mucosas responsables de la
fluidez que presentan los reproductores a la manipulacion. Se trata de una defensa natural
del pez para protegerse de los dafios externos acompafiada de un aumento del nimero de

linfocitos, (Cachafeiro, 1995).

2.3.10.- ANATOMIA, Y FISIOLOGIA DEL APARATO REPRODUCTOR DE
TRUCHA ARCO IRIS (Onchorynchus mykiss)

2.3.10.1.- ANATOMIA DEL APARATO REPRODUCTOR

La funcién reproductora en los peces corresponde a los componentes fundamentales de este
aparato, es decir, a las glandulas sexuales o gonadas, representados en la hembra por los
ovarios y por los testiculos en el macho. Los ovarios y testiculos son 6rganos eseénciales a
diferencia del resto de los componentes que constituyen el llamado tracto genital, como son
los conductos de excrecion de los productos sexuales (que. reciben el nombre de
gonoductos en el macho), asi como los orificios de comunicacion-con el exterior, a través

de los cuales se exteriorizan los productos sexuales elaborados.

Figura. N° 03.- APARATO UROGENITAL DE LA TRUCHA A: Hembra, B: Macho; ca:
cavidad abdominal, v: vejiga, c: constriccion genital, g: gonoducto, cg: cavidad genital formada por
el estrechamiento posterior de las paredes abdominales, og: orificio genital, r: rifiones, o: ovario, ep:
envolturas peritoneales, 1: recesos, t: testiculos, cu: conducto urinario, ou: orificio urinario (Original

Henderson 1967).

19



2.3.11.- LOS TESTICULOS

Desde el punto de vista anatdmico e histoldgico, los testiculos tienen una estructura que
pudiéramos llamar basica, la cual sufre una serie de modificaciones dependientes de la
periodicidad ciclica, en este sentido el testiculo de los salménidos tratando de correlacionar
la estructura histolégica con los distintos periodos del ciclo. Establece asi cuatro estadios
histoldégicos distintos: un primero que corresponde a testiculos inmaduros que pudiéramos
llamar bésico, que contintia con un segundo de testiculos en fase de maduracién o pre
maduracién, un tercero con testiculos maduros y un ultimo con testiculos en fase de

regresion, (G. Weisel 1943).

Los testiculos se encuentran recubiertos o rodeados por una membrana denominada
albuginea, constituida histologicamente por células fibrosas. Durante el ciclo sexual sufre
modificaciones, siendo mds delgada durante el proceso de maduracion y més gruesa en fase

de reposo.

Esta envoltura externa fibrosa emite tabiques laminares hacia el interior del testiculo,
dividiendo el parénquima en numerosos compartimentos o cavidades cuneiformes, que
reciben el nombre de lobulillos seminales. La estructura parénquimal es pues, en los
salmoénidos, lobular, a diferencia de otros Teledsteos, que es tubular (Billard er al.,
1982,1990).

L_Sbulo

Figura N° 04.- La organizacion histolégica y funcional del testiculo es lobular. A medida
que las células germinales se van diferenciando, se alejan de los lugares basales de
procedencia y se aproximan a los conductos deferentes del testiculo. (Original Billard,
1990).
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Cada compartimento lobular se encuentra ocupado por éstructuras que se denominan
tabulos seminiferos, los cuales, observados al microscopio tienen forma de piramide de
base externa o superficial, rodeados de una membrana basal. En el revestimiento celular de
estos tubulos seminiferos existen dos tipos de células, unas germinales precursoras de los
espermatozoides, denominadas espermatogonias, y otras menos abundantes no
germinativas, que se denominan Células de Sertoli, (Billard, 1990).
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Figura. N° 05.- La capsula o envoltura externa del testiculo emite tabiques laminares que

dividen al parénquima en l6bulos, cuyas paredes se encuentran recubiertas de células
germinales (Original Billard. 1990).

Las espermatogonias son células grandes, con nicleo voluminoso que se multiplican por
mitosis y se agrupan formando colecciones cisticas. Estas colecciones o agrupaciones son
el resultado de repetidas divisiones mitdsicas experimentadas por una espermatogonia
primitiva. Esta descripcion histolégica corresponde a la fase de reposo o inmadurez
testicular, transformandose las espermatogonias, en el proceso de maduracion, en otras
células mas evolucionadas, espermatocitos, abandonada la posicién inicial basal y

aproximandose al lumen del tubulo, en estadios mas avanzados, (Cachafeiro, 1995).

Estas transformaciones de las células germinales del parénquima se acompaiian de notables

modificaciones en el tejido intersticial, en donde la vascularizacion se va haciendo cada vez
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mas manifiesta. Al mismo tiempo se hacen bien visibles al microscopio las llamadas células
de Leydig, de aspecto glandular, que ocupan los espacios interlobulares y cuya mision es la
de segregar hormonas testiculares. Las células de Sertoli son células somaticas que forman
parte del parénquima y se encuentran en estrecho contacto con los elementos germinales y
se cree que concretamente en los salménidos, tendrian una funcién de biosintesis de
hormonas testiculares, estimulacion de la mitosis de las células germinales, asi como

funciones de fagocitosis de residuos citoplasmicos, (Cachafeiro, 1995).

En la fase de testiculo maduro, las células germinales son ya células sexuales totalmente
transformadas, es decir son espermatozoides, los cuales han abandonado los lugares de
formacion y se encuentran situadas en los conductos deferentes excretores. Los tibulos
seminales se extienden desde la superficie, por debajo de la capsula, hasta la regién central
opuesta, en donde se encuentra el canal deferente, que se continua con los gonéductos,

(Pillay, 2004).

El tamafio y peso del testiculo es médximo en la maduracion, llegando a alcanzar hasta el
20% del peso corporal, con aspecto granuloso y muy vascularizado. La tltima fase es de
regresion o involucién del testiculo hacia la situacion de reposo funcional, (Cachafeiro,

1995).
23.12.- LOS OVARIOS

Los ovarios, como los testiculos, sufren durante el largo proceso de elaboracion de las
células sexuales, modificaciones morfologicas e histologicas importantes, que afectan tanto

al parénquima o tejido noble, como al tejido intersticial, (Lagler, 1999).

El parénquima ocupa el espacio mas superficial o externo de la gldndula y estd representado
por epitelio germinal derivado a una extension del peritoneo, el cual suele variar de grosor
con la actividad sexual. Este grosor es maximo durante la época de puesta y minimo
durante el reposo gonadal. Presenta una serie de invaginaciones hacia el interior de la
glandula, llamadas plegamientos ovéricos. De este epitelio derivan o de ¢l se forman las
llamadas ovogonias u oogonias, células madres cuyo desarrollo progresivo da lugar a las

células sexuales maduras u ovocitos, (Cachafeiro, 1995).
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El tejido intersticial ocupa la region mas profunda de la glandula y esta formado por una

capa de tejido conjuntivo muy denso, tejido muscular de fibra lisa y vasos sanguineos.

En la fase de reposo, al microscopio es manifiesta la presencia de células madres u
ovogonias, de ndcleo grande y escaso citoplasma, aisladas o formando agrupaciones

quisticas.

En fases muy tempranas de premaduracion se observa en el ovario los llamados foliculos
ovdricos, constituidos por una célula, el ovocito, procedente de la division de las ovogonias,
rodeado de una capa de células foliculares. En el proceso de crecimiento progresivo, el
ovocito se rodea de una capa de tejido fibrilar, que lo envuelve denominada zona pelucida.
Las células foliculares se multiplican rodeando al ovocito a manera de capa unicelular,
denominada zona granulosa, la cual, en proceso mas avanzado, segrega material fluido.
Paralelamente a este desarrollo folicular se van formando alrededor del foliculo unas
membranas externas a expensas del tejido intersticial, constituidas por tejido conjuntivo y
vascular, que se denominan tecas. La mision de estas estructuras externas es la de nutrir y
mantener el foliculo, estando el componente celular representado: por las denominadas

células de Leydig, secretoras de hormonas ovéricas, (Cachafeiro, 1995).

En situacion evolutiva proéxima a la maduracién encontramos en los ovarios miles de
foliculos. Estos se disponen de la siguiente forma: periféricamente el foliculo se encuentra
rodeado de las tecas, en su interior encontramos un gran acumulo de material fluido
(liquido folicular) y en un polo, precisamente ¢l que se encuentra mas proximo a la

superficie del ovario, la célula precursora del ovulo, (Billard, 1990).

El ovocito primario inicial ha sufrido una serie de transformaciones intrinsecas referidas a
divisiones de su nucleo, proceso denominado meiosis. Ademas su citoplasma se ha
enriquecido con abundante material nutricio, el vitelo, cuyo proceso de formacién recibe el
nombre de vitelogénesis y es el material a expensas del cual se va nutrir el futuro embrion,

(Lagler, 1999).

La variacion histologica siguiente, en el proceso de evolucion, es el que corresponde a la
maduracion propiamente dicha. El nucleo o vesicula germinativa del ovocito, que hasta

entonces ha ocupado el espacio central, emigra o desplaza desde el centro a un polo,
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precisamente al polo animal, préximo al micrdpilo, al mismo tiempo que el vitelo
acumulado en su interior se clarifica o se hace transparente. Por contracciones de las fibras
musculares lisas existentes en las envolturas externas del foliculo, que hemos llamado
tecas, el foliculo se rompe y el ovocito cae libremente a la cavidad abdominal acompafiado

del liquido folicular, (Cachafeiro, 1995).

Después de este proceso, denominado ovulacion, el ovario vacio, por asi decirlo, entra en
un proceso de atresia o regeneracion, organizandose los espacios libres, ocupados
anteriormente por los foliculos, en estructuras histoldgicas denominadas cuerpos atrésicos

(Szollosi et al., 1978).

Es necesario comentar que en la trucha, a diferencia del salmén del Pacifico, se producen
anualmente dos ovulaciones, una de caracter masivo, seguida, en corto espacio de tiempo,
por otra de mucho menor cuantia. Es por ello por lo que la examinar un ovario en fase de
maduracion se encuentran ovocitos en estadios distintos de maduracion, (Cachafeiro,

1995).

2.3.13.- FORMACION DE LOS GAMETOS O GAMETOGENESIS

Se designa con el nombre de gametogénesis al proceso bioldgico mediante el cual las
células sexuales adquieren, a partir de las células germinales primitivas, la madurez o

capacidad fecundante, (Pillay, 2004).

Gametogénesis es un término genérico, que se utiliza cuando se trata designar al proceso de
formacién de los gametos, de una forma global o general. Su estudio requiere el establecer
otros términos para designar las distintas fases o estadios de que consta, asi como la propia
diferencia que se establece entre sexos. Tiene lugar en el testiculo en el macho y en el
ovario en la hembra, con la participacion y colaboracion fisioldgica de todo el organismo,

(Billard, 1990).

Todas las células que forman parte de un organismo superior tienen un numero de
cromosomas, que llamamos diploide o “2n”, constituida por dos dotaciones cromosomicas,
pertenecientes cada una de ellas al progenitor paterno y materno. De la multiplicacién de

estas c€lulas corporales o somaticas depende el crecimiento del ser vivo, asi como la
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recuperacion y reposicién corporal. Esta multiplicacion es continua y constante en cada
organismo, a excepcion de las células nerviosas y se realiza de tal forma que una célula
madre da origen a dos células hijas idénticas a ella, mediante un proceso de division, que
recibe el nombre de mitosis. Este proceso de division celular se realiza en cuatro fases

sucesivas, que se denominan profase, metafase, anafase y telofase, (Cachafeiro, 1995).

Durante el proceso de formacion de las células sexuales o gametos hay un tipo de divisién
celular, que unicamente se realiza en las células sexuales del organismo, denominado
meiosis, que reduce el nimero de cromosomas de los futuros gametos a la mitad del
existente en las células somaticas. Se comprende facilmente que si estas células maduras, es
decir, el ovulo y el espermatozoide, tuvieran en su nicleo el mismo nimero de cromosomas
que el resto de las células del organismo (2n o nimero diploide), al fusionarse para formar
el huevo, el individuo resultante de él tendria un numero de cromosomas doble del que es
caracteristico de la especie. Por ello, Ay a fin de mantener la constancia del numero de
cromosorhas en las células del nuevo individuo, es necesario que el nimero de cromosomas
o

de cada gameto sea reducido a la mitad, durante el proceso de su formacién (“n” o numero

haploide), (Valdebenito, 2008).

Estas células sexuales se diferencian pues, del resto de las células somaticas en que su
reproduccion es distinta y las células hijas son diferentes a la célula madre de la que
inicialmente proceden. Su niimero de cromosomas es la mitad de la célula madre, lo cual se

produce por un proceso especial de division celular que recibe el nombre de meiosis.

La meiosis es, pues, un proceso biologico reductor, que solamente se produce en las células
precursoras de los gametos y se realiza por dos consecutivas mitosis, siendo la primera de
ellas especialmente reductora. No obstante, es necesario hacer constar que la meiosis no es
meramente una divisién reductora, pues durante este proceso, y esto es muy importante,
tiene lugar una mezcla o intercambio del material genético entre los dos cromosomas que
forman la pareja homologa, de tal forma que los cromosomas resultantes son portadores de
material genético procedente del padre y de la madre. Por ello, este proceso es el
responsable del mantenimiento de la variabilidad genética que asegura la unicidad de cada

individuo y probablemente, de la existencia continuada de la especie, (Cachafeiro, 1995).
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2.3.14.- ESPERMATOGENESIS Y ESPERMIOGENESIS

Son procesos biologicos mediante las cuales las células germinales del testiculo se
transforman en células sexuales especializadas, con capacidad fecundante, es decir, en

espermatozoides.

En el macho se denomina espermatogénesis al proceso que se inicia a partir de células
germinales primitivas hasta alcanzar estas células, el estadio en el que su numero de
cromosomas es “n” o numero haploide, es decir, ha ﬁnaliiado la meiosis 0 mecanismo
reductor del nimero de cromosomas. El proceso siguiente es el de perfeccionamiento o
adquisicién, por parte de estas células haploides, de una serie de caracteristicas que
permiten entonces, el ser denominado como espermatozoides, en un proceso de

perfeccionamiento que conocemos con el nombre de espermiogénesis, (Cachafeiro, 1995).

Las células germinales del testiculo reciben el nombre de espermatogonias y se encuentran
en las proximiaades basales de los lobulos testiculares durante el periodo de reposo
latencia. Su origen es el epitelio germinal que envuelve a los l6bulos testiculares,
procedente, a su vez, de las envolturas peritoneales del testiculo, aunque algunos

investigadores afirman que las células germinales proceden del tejido intersticial.

Los testiculos entran en actividad precisamente cuando estas células primitivas comienzan
a multiplicarse, lo cual realizan por division mitdsica, de tal forma que de una
espermatogonia primaria se originan las denominadas espermatogonias secundarias, sin que
se conozca hoy en dia, en los salmonidos, el nimero exacto de divisiones. Este proceso se
inicia en Julio- Agosto y al observar al microscopio tejido testicular, se ve que los lobulillos
testiculares se encuentran repletos de este tipo de células, provistas de un nucleo grande y

que se disponen en agrupaciones, formando cistes, (Valdebenito, 2008).

Las espermatogonias tienen un numero ‘2n” de cromosomas, es decir, 60 cromosomas en
la Trucha Arco Iris, y en el proceso de evolucién sufren transformaciones morfolégicas,
reduciendo su tamafio, denomindndose espermatocitos de primer orden. Estas células sufren
la primera fase de la meiosis y se transforman en espermatocitos de segundo orden

finalizando la meiosis, siendo el resultado cuatro células hijas con un nimero “n” de
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cromosomas cada una de ellas. Estas células reciben el nombre de espermatidas,
finalizando aqui el proceso de la espermatogénesis propiamente dicha, que corresponde, a
Octubre-Noviembre, (Billard, 1990).

Las espermatidas sufren un proceso lento de transformacién, observandose al microscopio
la perdida de citoplasma, adquisicion de un flagelo, condensacion de la cromatina etc.,
proceso denominado espermiogenesis o finalizacion morfolégica y funcional del

espermatozoide, (Billard, et al, 1971).

Estas células en vias de finalizacién se encuentran situadas en la luz de los lobulillos
testiculares, alejadas de las porciones basales, dispuestas a ocupar los conductos deferentes
de excrecion cuando estén totalmente finalizadas, lo que casi siempre ocurre en

Noviembre — Diciembre.

4

Figura N° 06.- Espermiogénesis o proceso de finalizacion a través del cual el
espermatozoide adquiere las caracteristicas morfologicas y funcionales tipicas (Original

Billard, 1990, con modificaciones),
2.3.15.- PRODUCTOS DE EXCRECION SEXUAL

Los productos sexuales elaborados por las génadas y excretados al exterior estan
representados en la hembra por los 6vulos, acompafiadas de un liquido sonrosado, llamado
liquido folicular. Ambos se encuentran contenidos en el interior del foliculo ovarico, los
cuales se liberan al romperse y caen libremente a la cavidad abdominal. En el macho estdn
representados por €l semen o esperma, liquido viscoso, de color blanquecino, que antes de
ser emitido se encuentra ocupando los conductos deferentes del testiculo, (Cachafeiro,

1995).
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La emision al exterior, de forma natural, recibe el nombre de oviposicion en la hembra y
espermiacion en el macho, fendmeno que se realiza conjuntamente en la denominada

puesta o freza.

En piscicultura, la obtencion de estos productos, 6vulos y semen, son obtenidos de forma
manual mediante compresién abdominal, cuando ambos, macho y hembra se encuentran

maduros, (Pillay, 2004).
2.3.16.- EL SEMEN O ESPERMA

En el semen es necesario distinguir dos componentes fundamentales. Uno es el elemento
celular, que son los espermatozoides, y el otro es el liquido mucoso, que sirve de vehiculo a
los anteriores y que es segregado por los testiculos y por los conductos espermaticos,
recibiendo el nombre de plasma seminal. La relacion existente entre el numero de células y
volumen de plasma es el espermatocrito o valor de la concentracién de espermatozoides por

unidad de volumen, (Billard, 1990).

Desde que es habitual en las instalaciones industriales la préctic'a de la inseminacién
artificial, son muchos los trabajos cientificos dirigidos a conocer y valorar las
caracteristicas del semen extraido peri(')dicamente. a lo largo del periodo de repro‘duccién '
(Geiger, 1995; Bratanov y Dikov, 1961; Hamor, 1966; Cruea, 1969; Friborogh y Soloff,
1976).

Los machos producen semen aproximadamente hasta dos meses después de iniciadé el
debut de maduracion gonadal, lo que permite el realizar, durante este tiempo, varias
extracciones para la practica de la inseminacion. Sin embargo, el factor mas importante no
es el volumen o cantidad de esperma conseguidos en la extraccién, sino su riqueza o
contenido en células (ml” X 109), es decir, la concentraciéon o niimero de espermatozoides

por mililitro cubico de semen (Cuadro N° 2).
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Autores Valores de concentraciéon de
espermatozoides por ml.
Schlenk y Kahmann (1938) 10X 107

Bratanov Y Dikov (1961) 9a16X 107
Clemens y Grant (1965) 20X 10°
Hamor (1966) 15X 10°
Billard et al. (1971) 15 X 10°

Cuadro N° 02: Valores medios de concentraciéon de espermatozoides por ml. En el semen
de Onchorynchus mykiss o (Salmo gairdneri), segin varios autores. (Original Scott et al.,

1980). (1 0°= diez mil millones de espermatozoides).

La escuela francesa de repri.oduccic')n de peces ha estudiado en la trucha las variaciones de la
concentracién de espermatozoides en el semen durante la reproduccion y llega la
conclusion que, en condiciones ambientales optimas, la cuantia de la recoleccion de

espermatozoides esta en funcion de varios factores.

' f
Existe una indudable variacién que depende fundamentalmente del momento y frecuencia

con que se realizan las extracciones, durante el periodo de la maduracién (Bi]lafd et al.,
1971).

La cantidad total de espermatozoides obtenidos de un lote de machos durante el periodo de
freza es mayor cuanto mayor sea el nimero de extracciones realizadas y cuanto mas
proximas estén estas al inicio de la freza. Ello es muy interesante conocer, al objeto de
realizar un manejo racional de los machos reproductores. En sus experiencias disp'onen
estos investigadores de cuatro lotes de machos a los que se les practican extracciones cada
2, 7-15 y 30 dias durante dos meses, desde el inicio de la freza, obteniendo los mejores

" resultados en el lote designado con el nimero 1y 2 (Cuadro N° 3), (Cachafeiro, 1995).
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Cuantia media de espermatozoides (en 10°)
Lote | Frecuencia de | Nimero tofal Recolectados Restantes en el tracto
extracciones de extracciones genital

1 Cada 2 dias 20 249,54 879,12
+108,47 +320,95

2 |Cada7dias 6 265,72 983,76
+143,32 +587,40

3 Cada 15 dias 3 119,32 630,10
+ 57,60 . £358,80

4 Cada 30 dias 2 82,87 1012,97
+43,10 + 264,00

Cuadro N° 03: Espermatozoides recolectados durante el periodo de la reproduccion y
espermatozoides restantes en los testiculos después del periodo de la ireproduccion, ten

funcion de la frecuencia de extracciones (Billard ef al., 1971). i

3

La concentracidon de espermatozoides en el semen eyaculado es méaxima en las priméras
extracciones, disminuyendo bruscamente y hasta tal punto que las tdltimas extracciones
estan constituidas unicamente por liquido incoloro, desprovisto de espermatozoides: La
concentracién de espermatozoides decrece considerablemente en el lote nimero uno a
partir de fa séptima extraccion (15 dias), en el lote numero 2 a partir de la cuarta extraccion
(31 dias), en el numero 3 en la segunda extraccion (15 dias) y el numero 4 no se producen
mas espermatozoides que en la primera extraccion realizada al principio de la maduracién

(Billard et al., 1971).

Son numerosas las discusiones cientificas sobre aquellos factores que en piscicultura

industrial puedan modificar la produccion natural de semen en los machos.

Existe una indudable variacién entre unos u otros individuos, jugando la edad un papel

importante. Los machos viejos producen proporcionalmente menos esperma.

30




La eyaculacion provocada o extraccion manual del semen produce rendimientos mas bajos
que los naturales, lo cual podria estar en relacién con concentraciones bajas de

gonadotrofinas hipofisarias en el momento impuesto de la extraccion.

La utilizacién de fotoperiodos cortos o largos, la inyeccién de extractos hipofisarios, etc.

Serian factores que actian sobre la produccion cuantitativa y cualitativa del semen.

Las temperaturas del agua superiores a 15°C, aunque estimulen y aceleren la primera fase
de la gametogénesis, dan origen a una producciéon muy disminuida de la cantidad de

espermatozoides, (Yamazaki y Donaldson, 1968; Billard et al,, 1970).

La produccion espermatogénica de la trucha adulta es muy alta, del orden de 58 x 10°
espermatozoides por gramo de testiculo y afio. Sin embargo, en el mejor de los casos, es
decir, en extracciones realizadas cada dos dias, en el inicio de la freza, solamente se
consigue recolectar el 22% de los espermatozoides producidos en el testiculo. El resto de la
produccion, en condiciones normales, degenera durante los dos o tres meses que siguen a la
reproduccién en el interior del propio testiculo y son reabsorbidos pof la gran actividad

fagocitaria desarrollada por las; llamadas células de Sertoli, (Billard et al., 1971).

i P :
La concentracién de espermatozoides en las muestras tomadas a nivel de los conductos

f

deferentes va disminuyendo a'medida que estas se realizan en las porciones mas distales de

(o f 5
estos conductos, proximos al poro genital.

Ello es debido a fendmenos de hidratacidn, que se originan en el testiculo en el momento de
la espermiacién y a una dilucién de los espermatozoides en los canales deferentes, por la

actividad secretora del epitelio (Clemens y Sneed, 1962; Billard et al., 1971)
2.3.17.- CARACTERISTICAS FiSICAS Y QUIMICAS DEL SEMEN

La temperatura es otro factor importante que incide en el metabolismo de los
espermatozoides de peces modelando los patrones de motilidad después de su activacién en
la gran mayoria de las especies. En general, bajas temperaturas prolongan la motilidad a

través del tiempo y reducen la velocidad de desplazamiento (Billard y Cosson 1986).
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El plasma seminal ha sido asi mismo muy estudiado, no s6lo en lo que respecta a sus
componentes quimicos, sino desde un punto de vista fisiolégico, especialmente en lo que se
refiere a su metabolismo, al objeto de conocer posibilidades de conservacion para una

utilizacion posterior.

El plasma seminal tiene un gran contenido en proteinas, asi como en iones, especialmente
Na®, K, Mg™ y Ca™. Es conocido que los niveles de Sodio en sangre en la trucha se
elevan gradualmente durante el periodo de la puesta, mientras que el Potasio permanece
invariable (Sanchez Rodriguez, et al., 1978). La concentracién de este ultimo en el plasma
seminal es muy alto, jugando esta alta concentracién un papel importante en la
inmovilizacién del espermatozoide en los conductos deferentes, antes de salir al exterior.
En este sentido actua también, de forma importante el pH, que es de 7,4, asi como ciertas
sustancias cuya unica funcidn seria asegurar la inmovilizacion o inactivacion dindmica del
espermatozoide mientras se encuentre en los canales de excrecion (Runstron:et al., 1944; i

Scott y Baynes, 1980). ! : i !

Sodio Potésio (KO | Magnesio | Calcio Cloro (Cl’) pH Autor
(Na") Mg™) | (€a™ |
239 99 2,7 5,6 479 - Holtzetal, t
| L1979
245 101 " 2,0 10,5 - - Holtz et al.,197'7
- ‘ - - - - 83 Nomura, 1964
306 78 462 7,3 Schlenk, 1938
- - ~ | e - Cruea, 1969
. - . . | 7.6 | Bratanov, 1961

Cuadro N° 04: Composiciéon Quimica del plasma seminal de Salmo gairdneri (mg 100 ml”) segin

varios Autores. (Original de Scott et al., 1980).
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2.3.18.- COMPOSICION BIOQUIMICA DEL SEMEN DE PECES
v DIOXIDO DE CARBONO

Los niveles de CO, en los medios de almacenamiento y activacion de los espermatozoides
de peces se relacionan en forma inversa con los valores del pH y de la osmolaridad
producto de la formacion de HCO;(Cosson ef al. 1999). La mantencion de
espermatozoides de salmonidos in vitro a concentraciones altas de CO, inhibe la motilidad
presumiblemente via un efecto del CO;en el pH (Bencic et al. 2000). Por ejemplo,
espermatozoides de trucha arco iris almacenados a presiones de CO, de 5,3 kPa no se
activan al ser diluidos en agua desionizada. Se activan muy poco en agua o fluido ovarico,
pero demuestran una alta actividad flagelar al ser diluidos en un activador con pH 8,5

(Woolsey et al 2006).

v OXIGENO ;

Como regla general; en peces la pr['oducci(')n de energia realizada en las mitocondrias de la
pieza media del espermatozoide requiere de un flujo permanente de oxigeno (Cosson et al
1999), por lo tanto, la disponibilidad de este comburente es esencial para la capacidad de
movimiento del espermatozoide, estimandose requerimientos de entre 20-40 ul de oxigeno
por 10° células por hora para especies como la trucha arcoiris; salmén del Atlantico y
bacalao, los que son similares a los descritos para erizo e incluso humanos. Los
requerimientos son maximos al inicio de la activacién y disminuyen-paulatinamente en la

medida en que se reduce la actividad flagelar (Cosson et al 1999).

Una relacién Na*/K" de al menos 16:1 permite una adecuada actividad flagelar en especies
salmonideas (Alavi y Cosson 2006). En la actualidad, es conocido que la presencia de
Ca™"y otros segundos mensajeros como AMPc son importantes parala iniciacién de la
motilidad espermaética en salmonidos al contrarrestar el efecto inhibidor del K (Billard y

Cosson 1989, 1995, Darszon et al 1999, Cosson et al 1999).
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2.3.19.- CELULAS SEXUALES O GAMETOS

Tanto el espermatozoide como el 6vulo tienen funciones dinamicas distintas, pero ambos
son portadores del material cromosémico correspondiente a cada uno de ellos que en
biologia recibe el nombre de genoma, representado en el nucleo o pronucleo celular. El
ovulo es ademas, el receptaculo donde.va a tener lugar la fusion de ambos nucleos y en

donde, ademas, se va a desarrollar el embrién, (Cachafeiro, 1995).
2.3.20.- LOS ESPERMATOZOIDES

Tienen por misién buscar y encontrar el orificio de entrada al 6vulo, es decir, el micropilo.
Para esta funcion dinamica se encuentra dotado de cierta movilidad y para suplir
eventualidades, actuan sobre los 6vulos en cantidades infinitamente superiores; después, en
su intento de fecundacion, son muchos los que fracasan, asegurandose la fecundacién con
el sacrificio de la mayor parte de ellos. Su tamafio microscopico permite el que puedan ser

producidos en cantidades ingentes, facilitando su tamafio la actividad dinamica.

La morfologia estructural de los espermatozoides de la trucha Arco Iris ha sido estudiada,
desde un punto de vista microscopico, por numerosos autores; tales como Scheuring, Cruea
y Billard (Scheuring, 1928; Cruea, 1969; Billard 1978), y también desde un punto de vista
de microscopia electrdnica, por Fribourgh y Soloff (Fribourgh y Soloff 1976).

Tienen una morfologia alargada, de 32 p de longitud y se distinguen en él, tres estructuras
una anterior o cabeza, una parte intermedia o citoplasma y una parte posterior o cola. La
cabeza tiene forma cilindrica alargada y aplanada de 3,1p de longitud media y es portadora
del material cromosémico (numero “n” de cromosomas). En el polo anterior de la cabeza -
existe en algunas especies de peces, aunque no estad presente en los salménidos, el
denominado acrosoma o condensacién de material proteolitico, capaz de disolver la capsula

ovular, al ponerse en contacto con ella y penetrar de esta forma en el évulo, (Lagler, 1999).

La cabeza se continua con el citoplasma, parte intermedia o collar mitocondrial, de 0,8 de
longitud, en donde se inserta el apéndice caudal, de 20-31p denominado cola o flagelo
movil, mediante el cual el espermatozoide se desplaza con movimientos reptantes y

ondulantes una vez que ha sido activado (Cohen, 1977).

34



El proceso de formacion de los espermatozoides, como ya hemos repetido en muchas
ocasiones, recibe el nombre de espermatogénesis hasta alcanzar un nimero “n” de
cromosomas y espermiogénesis, el de acabado o adquisicion de la morfologia estructural
que hemos descrito. En esta situacién de cavado, el espermatozoide permanece inmdévil en
los conductos excretores del testiculo, por la accion inhibitoria de los componentes

quimicos del semen, esperando el momento de la espermiacion o expulsion al exterior.

LOS ESPERMATOZOIDES Y SU FORMACION 265

ESPERMATOZOIDES

Cabeza F‘e?n?
media Cola
L e
{o} Lucio () Perca

@“ﬁv’*—’“\

(e} Arennue

{d) Trucha arco iris {e) Trascha cafté

() “Guppy"”

(g} Anguila

Figura N° 07.- Variaciones de la forma en espermatozoides (muy amplificados), de ciertos
peces 6seos: (a) lucio del Norte (Esox lucius); (b) perca europea (Perca fluviatilis); (c)
arenque del Atlantico (Clupea harengus); (d) trucha arco iris (Salmo gairdneri); (e)
trucha café (Salmo trutta); (f) “guppy” (Lebistes reticulatus), y (g) anguila europea
(Anguilla anguilla), (Basado de Tuzet, Ballowitz, Fontaine y Vaupel en Grasse, 1958).
Tomado de Lagler et al. Ictiologia.

2.3.21.- LOS OVULOS

El 6vulo es de morfologia esférica, de color sonrosado, en aquellos casos de alimentacidn
rica en pigmentos, o bien incoloro. En algunos casos tiene aspecto blanquecino y

corresponde generalmente a dvulos hipermaduros, no fértiles. Recién emitidos son flacidos
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y translucidos, pudiéndose observar en uno de sus polos una formacién puntiforme que

corresponde al denominado disco germinal o macula germinativa, (Cachafeiro, 1995).

Desde un punto de vista estructural el évulo emitido, cuya verdadera denominacién seria la

de ovocito de primer orden, se compone de las siguientes formaciones:

Externamente se encuentra recubierto de una cascara o corion, membrana translucida de
caracter poroso, perforada por miles de poros microscdpicos, delgada o fina, con una cierta’
elasticidad y dureza, que depende de las distintas variedades de truchas e incluso, de
variedad individual. Microscopicamente se observa en esta membrana ﬁn gran poro o
abertura, que es el denominado micrépilo, a través del cual va a penetrar uno o mas
espermatozoides en su camino de busca y encuentro del .pronicleo del ovocito. Su
existencia es conocida desde 1896, gracias a los trabajos de un cientifico Alemén llamado
Bruch, pero en los altimos afios la aplicacion de la Microscopia Electrénica ha permitido
conocer detalles no solo de su morfologia, sino también del comportamiento funcional

(Szollosi y Billard, 1974). . .

t

Por dentro del corion o0 membrana externa existe otra membrana, denominada perivitelfna,
que envuelve o rodea el citoplasma celular. El espacio comprendido entre ambas
membranas es denominado espacio perivitelino, que en (’)vulosvreciéh emitidos es casi
virtual, pero cuando establecen contacto con el agua, por osmosis, a través del corion, se
hace real, produciendo la turgencia del 6vulo. El citoplasma estd casi totalmente ocupado
por el denominado vitelo, al cual debe su tamafio el é\/ulo, compuesto de globulinas y gotas
de grasa, las cuales se disponen en un polo, precisamente donde se encuentra el pronicleo o

macula germinativa, (Cachafeiro, 1995).

Por todo ello, la denominacion correcta del 6vulo seria, antes de ser fecundado, la de
ovocito de segundo orden, célula de gran tamafio, ocupada la mayor parte por el vitelo,
distinguiéndose a simple vista, en uno de sus polos, una formacion puntiforme que es el

nucleo celular o0 macula germinativa.
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Figura N° 08.- Estructura del 6vulo. Tomado de Blanco Cachafeiro (1994)

En las especies oviparas que concentran las puestas en lugares muy protegidos, los dvulos
suelen ser de gran tamaiio y producidos en pequeiia cantidad, a diferencia de otras, que, por
hacerlo en el medio libre, sin ninguna proteccion, estos son de pequefio tamafio y producido
en mayor cantidad. El primer caso es el de los salménidos, cuya descendencia se encuentra
asegurada al ser facilitada la fecundacion por el depdsito de los ovulos de forma

concentrada, sobre los que el macho derrama miles de millones de espermatozoides.

m

Figura N° 09.- A.- Ovulo (macrogameto de morfologia esférica, de 3 a 6 mm de didmetro)
v: nucleo, m: nucléolo, vit: vitelo o sustancias nutritivas de reserva. B.- espermatozoide
(microgameto morfologia alargada de 32 p de longitud, mdvil), ca: cabeza, s: segmento

intermedio, co: cola o flagelo. Tomado de Blanco Cachafeiro. (1994).
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2.3.22.- SUPERVIVENCIA Y CONSERVACION DE LOS PRODUCTOS
SEXUALES

Toda la actividad que rodea a la inseminacion artificial con fines industriales se encuentra
muy influida por la natural delicadeza de los productos sexuales y muy especialmente por
la supervivencia o duracion en el tiempo de la capacidad fecundante de los gametos una vez

extraidos.

Se han realizado numerosas investigaciones dirigidas a conocer la supervivencia natural de
los productos sexuales, no solamente como- investigacién pura, sino también para su
aplicacién en la industria, para facilitar y mejorar la actividad laboral de las explotaciones
comerciales. Conocer el grado de supervivencia y, en Gltimo término, el manejo de los
productos sexuales una vez extraidos permite planificar y mejorar los trabajos de extraccion
e inseminacioén, de por si muy laboriosos, sobre todo en las explotaciones con un cierto
nivel de produccién. La mayoria de estos trabajos se han realizado en el semen,
fundamentalmente por razones obvias, ya que pequefias cantidades permiten almacenar -

miles de millones de espermatozoides, (Guarnizo, 2007).

¥
2.3.23.- CONSERVACION DEL ESPERMA
El esperma producido por los testiculos es almacenado por el propio pez en los conductos
espermaticos, a la espera de ser expulsado al exterior o extraido por el piscicultor. Es una
conservacion que pudiéramos llamar in vive, en donde la fertilidad de estos
espermatozoides va perdiendo actividad a medida que transcurre el tiempo de almacenaje, a
partir del momento de su maduracioén. En los machos sacrificados, la actividad del semen se
mantiene hasta seis horas después, en ambientes a 4°C, lo que es, en cierta forma, una

conservacion post morten (Billard et al., 1981;Marcel et al., 1982).

El tiempo de conservacion del esperma, una vez extraido, varia mucho, dependiendo de las
condiciones ambientales de mantenimiento. Scott y Baynes revisan tdltimamente estos
problemas, confirmando que los factores mas influyentes para la conservacion del semen,
en estado natural, estd en funcidn de la temperatura de conservacion ambiental, que debe

ser lo mas baja posible (Scott y Baynes, 1980).

38



Con esta conservacion in vitro lo que se pretende, a nivel de explotacion, es almacenar el
semen, como maximo, durante algiin tiempo, para favorecer o mejorar las condiciones de
trabajo. Los mejores resultados practicos en cuanto a temperatura ambiente se refiere, es
utilizando hielo, mejor que refrigeracion. Los tubos en los que se recoge el semen se
colocan entre hielo y deben estar abiertos para estar en contacto con el aire, pues se ha
comprobado que el esperma depositado en tubos cerrados o sellados pierde su actividad en
muy pocas horas (3 a 5h.). La conservacidén mds prolongada requiere un mantenimiento con
Oxigeno y en medio antibidtico, para impedir la proliferacion de colonias de bacterias y

hongos, (Guarnizo, 2007).

Scott et al, han estudiado este problema de la duracion de la conservacion in vitro del
esperma, obteniendo resultados variables, desde varias horas a algunos dias, a temperaturas
de 4°C. (Scott, 1980). Marcel consigue la conservacion in vitro del esperma de trucha entre
54 y 126 horas, dependiendo de la variabilidad individual de los machos a temperaturas de
4°C en la oscuridad, almacenado en recipientes especiales, que albergan 20 cc de esperma

no diluido y que ocupan una altura de 0,5 cm (Marcel et al,, 1981).

Para facilitar a conservacién se han utilizado también los lamados dilutores de
conservacion, de composicion quimica mineral similar al plasma seminal, que facilita la
conservacion en un tiempo que varia dependiendo de la temperatura y condiciones

ambientales (Dorier, 1949, Billard y Jalabert, 1974; Stoss et al., 1978).-

En los ultimos tiempos se han realizado numerosas investigaciones destinadas a conseguir
la conservacion prolongada, mediante técnicas de congelacion del esperma de salmoénidos y
especialmente, de la Trucha Arco Iris, por su importancia industrial (Graybill y Horton,
1969; Ott y Horton, 1971; Stein y Bayrle, 1978; Stoss et al., 1978). Estas técnicas de
congelacion estan basadas en la dilucion del semen mediante dilutores de conservacion,
utilizando ademés, protectores de congelacion. La utilizacion de Nitrogeno liquido permite
conseguir temperaturas de mantenimiento de hasta -196°C y comercializar en pellets de

semen viable extraido un afio antes (Mounib, 1978).

La utilizacion de esta técnica orienta el futuro hacia la especializacion de las explotaciones.

Ello permite que existan instalaciones productoras de huevos embrionados que mantengan

39



unicamente hembras, adquiriendo del exterior semen congelado, con lo que se evitan

problemas consanguinidad, dimensién de la instalacion, etc.

2.3.24.- ESTADIOS DE MADUREZ SEXUAL (Naier, De Buckmann, 1929)

Etapa I Virgen: Organos sexuales muy pequefios cerca y debajo de la columna vertebral;

Testiculos y ovarios transparentes, incoloros, hasta grises. Huevos invisibles a simple vista.

Etapa II Virgen en maduracién y recuperacion de puesta de huevos: Testiculos y
ovarios traslucidos, rojo-grisaceo. Longitud: La mitad o poco mas de la mitad de la longitud

de la cavidad ventral. Los huevos pueden verse individualmente con la ayuda de una lupa.

Etapa III En desarrollo: Testiculos y ovarios opacos, rojizos, con capilares sanguineos,
ocupan aproximadamente la mitad de la cavidad ventral. Los huevos son visibles a la vista

en forma blanquecina y granular.

Etapa IV Desarrollo: Testiculos blanco rojizos. No aparecen gotas de lechecillas haciendo
presion: Ovarios anaranjados rojizos. Los huevos se observan claramente; opacos. Los

testiculos y ovarios ocupan las 2/3 partes de la cavidad ventral.

Etapa V Gravidez: Los dérganos sexuales llenan la cavidad ventral. Testiculos blancos,

gotas de lechecilla caen haciéndoles presion.

Etapa VI Desove: Huevas y lechecillas se desprenden con muy ligera presion. La mayoria

de los huevos traslucidos, con algunos huevos opacos que todavia quedan en el ovario.
Etapa VII Terminado: No totalmente vacio aun. En el ovario no quedan huevos opacos.

Etapa VIII Descanso: Los testiculos y el ovario vacios y de color rojo. Unos pocos huevos

en el estado de reabsorcion.
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2.3.25.- FECUNDACION DIFERIDA EN PECES: TECNICAS EMPLEADAS
INSEMINACION ARTIFICIAL

2.3.25.1.- Prolegémenos de Inseminacion

La inseminacién o fecundacion artificial es una técnica sencilla, que exige, por parte del
piscicultor, un indudable esmero y cuidado, no sélo en las maniobras de extraccion y
manipulacion de los productos sexuales, sino también en la preparacién de los

reproductores durante el proceso de maduracion, (Cachafeiro. 1995).

El proceso de inseminacién materializado en la mezcla o puesta en contacto de los
productos sexuales de ambos sexos, va precedido, de un conjunto de preparativos previos,
referidos especialmente a la disposicic’m de los reproductores en los estanques de
instalacion, y la vigilancia y deteccion de la maduracion, a su manejo en condiciones de

comodidad y eficacia, alimentacion, etc.

El concepto de fertilidad es mas amplio y considera el porcentaje de alevines que
permanecen vivos hasta los cuatro meses de edad, después de la eclosién. Todo ello no
solamente se encuentra ligado a la propia técnica de inseminacion, sino muy especialmente
a la calidad de los gametos, caracteristicas del medio de incubacion, consanguinidad, etc.,

reflejado mas tarde en la calidad y fortaleza de los alevines resultantes, (Guarnizo, 2007).
2.3.26.- CONCEPTO DE INSEMINACION ARTIFICIAL

El proceso de mezclar en un recipiente el semen de un macho obtenido mediante la
compresion abdominal con los évulos y liquido folicular de una hembra, conseguido
mediante el mismo procedimiento, recibe el nombre de inseminacién artificial. Como
consecuencia de la puesta en contacto de los gametos, los dvulos son fecundados por los
espermatozoides, originandose una célula denominada huevo o cigoto, de cuyo desarrollo
surgird un nuevo ser. Como este proceso se realiza, a diferencia del que tiene lugar en la

naturaleza, con el concurso del piscicultor, recibe el nombre de artificial, (Guarnizo, 2007).
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2.3.24.- METODOS DE INSEMINACION ARTIFICIAL

Si este proceso se realiza en un recipiente en presencia de agua, vertiendo los productos
sexuales directamente en ella, recibe el nombre de “Método hiumedo”. L.a mayoria de los
autores conceden a un prusiano, llamado Sthepan Ludwig Jacobi (1711-1784), la prioridad
de esta practica en la trucha y salmon, hacia el afio 1738, habiéndose publicado sus
experiencias en 1763, en Hannoverchen Magazin. Tales hallazgos fueron recogidos por los
naturalistas de la época, quienes las utilizaron para la investigacion, sin entrever sus

aplicaciones practicas.

Afios mas tarde en 1842, segin se recoge en los libros clasicos de la piscicultura, dos
pescadores franceses del departamento de los Vosgos, llamados Remy y Gehin,
consiguieron la fecundacion de 6vulos de trucha, con el subsiguiente desarrollo de alevines.
Estas actividades fueron conocidas por la Academia France,:sa en 1848 y comenzaron a ser

estudiadas cientificamente por el embridlogo Dr. Coste.

Si Ja mezcla del semen con los 6vulos y liquido folicular se realiza en un recipiente en
auséncia de agua, tiene tz‘imbién lugar la fecundacién, recibiendo este proceder el nombre
de “Método seco”. Los resultados, en lo que se refiere a Porcentaje de 6vulos fecundados,
son mucho mejores con este método, ya que, en '-presencia de agua, tanto los
espermatozoides como los évulos se activan rdpidamente, siendo las postbilidades de
fecundacién mucho menores. Este método de fertilizacion artificial en seco es conocido por
primera vez desde su publicacion de Soudakevic en 1874 y atribuido a un Ruso llamado
V.P. Wraski (Soudakevic, 1874).

2.3.25.- ACTIVACION DE LA MOVILIDAD ESPERMATICA

Ocurre en respuesta a los cambios del medio externo, tales como: concentraciéon de los
iones, osmolaridad y pH (Morisawa y Susuki, 1980, Hamamah y Gatti, 1998). Los
espermatozoides de los teledsteos marinos y de agua dulce permanecen inmoéviles en
soluciones con o sin electrolitos, cuando la osmolaridad es isoténica al plasma seminal.
Entretanto, cuando el semen se encuentra diluido en una solucién hiposmética, para las
especies de agua dulce, e hiperosmotica para especies marinas, los espermatozoides inician

su movilidad (Morisawa, 1994).
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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 hipertonicas y posiblemente, ocurre disminucién
en la concentracion de potasio intracelular (Morisawa ef. al., 1983). Cambios en la
osmolaridad externa es ampliamente perjudicial en la estructura y funcién celular. En
general la hiper e hipo osmolaridad provocan alteraciones en el tamafio de las células,
aumentandolas o disminuyéndolas (Morisawa, 1994). Estas perturbaciones drasticas en la
homedstasis en las células espermaticas pueden modificar las propiedades mecanico-
quimicas del dispositivo mdvil en el axonema flagelar conduciendo al inicio de la motilidad
espermatica (Morisawa, 1994). Hasta ahora no se conoce el mecanismo por el cual el
aumento o la disminucién de las concentraciones intracelulares de potasio in@ucen la

cascada de eventos que inician la motilidad espermatica, en peces de agua dulce o
. . t

i

¢
i

teleosteos marinos (bda y Morisawa, 1993)

2.3.26.- CARACTERIZACION SEMINAL .

Evaluar la calidad espermdtica es requisito indispensable para asegurar el éxito dé la
inseminacion artificial y para monitorear los procedimientos de manipulacién del material
seminal, tales como suralmacenamiento en fresco (Cruz-Casallas et. al., 2004), junto con la
movilidad y el tiempo de activacién; la concentracion espermatica es una de las variable
mas utilizadas para determinar la calidad seminal en peces (Billard er. al., 1995,
Lahnsteiner y Patzner, 1998 y Honeyfield y Krise, 2000). Para la evaluacién de la calidad
seminal se ha réalizado numerosos estudios y segun Cruz-Casallas y Velasco-Santamaria
(2005) puede comprender las siguientes etapas:

> Obtencion de la muestra de semen.
» Determinacion de las caracteristicas macroscopicas, (Volumen, Color, Olor, Aspecto).

» Evaluacién de las caracteristicas microscopicas, (Motilidad, Vitalidad, Morfologia).
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> Pruebas bioquimicas.

» Pruebas de fertilidad.

En el presente trabajo de investigacion, se determinaran cuatro de estas pruebas, a
excepcion de las pruebas de fertilidad.

Para realizar un adecuado proceso de congelamiento de semen, es preciso obtener material
fresco y de calidad, aliado a una técnica de criopreservacion dptima. 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 (Ciereszko et. al., 2000). (Toth et al. 1997) y
(Lahnsteiner 2000), 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 cautwerlo de cualquier especie 1ct1ca asi mismo, como para el
desarrollo de la técnica dmglda hacia la conservacion de las espe01es nativas. Suquet et. al.
(1993) destaca que la descr1pc1on de las caracteristicas ﬁsncas y quimicas del plasma
seminales un prerrequisito 1mportante en la lmplementacmn de dlluyentes para la
inseminacion y almacenamiento de los espermatozoides. .

La calidad del semen se: puede evaluar en diferentes‘ niveles de complejidad:
espermatocrito, viabilidad espermatica, porcentaje de movilidad espermatica, intensidad de
movilidad espermatica, ultra estructura de los espermatozoidés, composiciéon quimica del
plasma seminal o la capacidad de fertilizacién que poseen los espermatozoides (Rurangwa
et. al., 2001). 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 examenes de movilidad, concentracion espermatica y porcentaje de

espermatozoides vivos y muertos (Kavamoto et. al., 1985).

2.4.- BASES TEORICAS

2.4.1.- FECUNDACIONES DIFERIDAS: CRIOPRESERVACION Y SOLUCIONES
ISOTONICAS
Solucidon Isoténica.- La técnica de preservacién en soluciones isotonicas se pone en

practica especialmente para el caso de los 6vulos, cuando estos inmersos en la referida

solucion permanecen con el micrépilo abierto, por un tiempo relativamente prolongado,
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permitiendo asi una fecundacion diferida, que usualmente se practica en trabajos de
mejoramiento genético o simplemente para cruzamientos entre poblaciones icticas

separadas geograficamente por distancias considerables, (Guarnizo, 2007).

No viene al caso, comentar la Criopreservacion para évulos toda vez que estos tienen otras
técnicas o metodologias de preservacidn; sin embargo, debe de quedar claramente expuesto
que de aplicarse la Criopreservacion en 6vulos los dafios mecanicos serian de mayor
magnitud por cuanto estos gametos (6vulos), en el caso de los peces son células
macroscépicas con .diémetros y/o tamafios mas grandes y por consiguiente con mayor
superficie para la formacién de cristales de hielo, con el consiguiente peligro de ruptura de

la membrana celular y por ende de la célula toda.

Para el caso puntual de los espermatozoides en general y particularmente en el de los peces
aparte de su condicién microscopica en alguna medida se ven protegidos por el fluido
espermatico que en alguna medida mitiga la accién del frio y contrarrestando también los

e . L B . . i
posibles dafios mecanicos. En definitiva los intentos de preservar los dvulos por
Criopreservacion o congelamiento han ocurrido con resultados negativos o en todos los
casos poco satisfactorios, por lo que en la actualidad no se insiste en esta metodologia
quedando entonces la Criopreservacion con aplicaciones exclusivas para los gametos

masculinos, (Cruz-Casallas, 2006).

' ) !
El medio o solucién isoténica es aquel en el que la concentracion de soluto estd en igual

equilibrio fuera y dentro de una célula.

Se puede definir como la velocidad de enfriamiento y descongelacién los métodos de
congelacion pueden clasificarse en protocolos de congelacién lenta con descongelacion
rapida, congelacién lenta con descongelacién lenta, congelacién ultrarrapida y vitrificacion
(Boiso, 2001).

En los dos primeros, la adicién del crioprotector suele hacerse por pasos, y el descenso de
la temperatura se realiza lentamente, en un congelador programable.

La descongelacién lenta se lleva a cabo también mediante el uso del congelador
programable, mientras que la descongelacion rapida se hace rapidamente a temperatura

ambiente o en un bafio maria a 30°C, para evitar la recristalizacion (Boiso, 2001).
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La congelacion ultra-rapida fue originalmente descrita para la congelacién de embriones,
por Trounson (1986). Implica la rapida deshidratacion celular, utilizando altas
concentraciones de crioprotector, seguida de la inmersidn en nitrégeno liquido. La
vitrificacion, se basa en la congelacién rapida en una mezcla de crioprotectores utilizados
en muy altas concentraciones, que a bajas temperaturas aumentan su viscosidad formando
un vidrio, sin formacién de hielo, (Rall y Fahy, 1985).

2.4.2.- CONDICION TERMAL Y CRIOPRESERVACION

Los protocolos existentes para la preservacion de gametos masculinos estian referidos
mayormente a organismos homotermos y dentro de ellos particularmente a mamiferos. En
el caso de los peces, como organismos poiquilotermos y que como tales regulan su
temperatura corporal a la del medio acuatico, esta particularidad les significa alguna ventaja
cuando se pone en practica la preservacion de los espermatozoides en condiciones

sumamente bajas de temperatura.

Se entiende entonces que en los homotermos no habiendo esa capacidad para igualar su
temperatura con la de su habitat natural el impacto del frio debe ‘de significarles, mayor
dafio estructural y mayores interferencias en términos fisiolégicos en general y de manera

particular en el comportamiento de las biomoleculas presentes en los gametos.

En los peces esa capacidad de nivelacion de la temperatura cofporal con la del medio
acuatico les imprime practicamente una condicion euritermal, caracteristica que
seguramente se advierte también a nivel celular de manera que el semen sometido a la
accion de los criopreservadores se muestra en mejores condiciones para mitigar el frio en
general y particularmente los cristales que se forman y que son en definitiva los que van a
ocasionar dafios mecanicos en la estructura celular especialmente a nivel de la membrana

celular, (Cachafeiro, 1995).

2.4.3.- DILUYENTES Y CRIOPROTECTORES
2.4.3.1.- Fines de la dilucion del esperma.- El uso de diluyentes estd ampliamente

difundido ya que permite la preservacion de la muestra, el diluyente debe mejorar el poder
fecundante del espermatozoide y poder alargarlo por un periodo de tiempo, su preparacion

debe de ser de facil manejo y de bajo costo
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2.4.3.2.- 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 espermatica debido a su alto
peso molecular, ademas, previene el choque osmdético por medio del control de la

rehidratacidn intracelular durante la descongelacion (Medina-Roble et. al., 2005).

a.- Yema de huevo: los huevos han de ser frescos, no trascurrido mas de cuatro dias desde
la postura hasta el momento de su utilizacién. La incorporacion de la yema se realiza sobre
el volumen final del diluyente base homogenizandose adecuadamente. Para eliminar las
particulas gruesas se realiza centrifugacién del diluyente. La yema-de huevo posee accion
termoprotectora, la cual es ejercida por la fraccion lipidica compuesta por la lecitina y
cefalina y una accién conservadora, dada por la accion de la lipoproteina (Ramos, 1986 y
Medina-Robles, 2005). La adicién de la yema de huevo como estabilizador de la membrana
fue investigado por Cabrita et. al., (1998), quienes observaron que esta proporciond 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
fertilizacién post-descongelacion (Babiak et. al., 1995)

Las lipoprotel'nas de baja densidad (LDL) de la yema de huevo, se adhieren a las
membranas celulares durante la congelacién y descongelacion, han sido consideradas como
el principal factor crioprotector en la crioconservacion de espermatozoides en mamiferos

(Babiak et. al., 1999).

b.- Suero Fisiolégico.- Es una soluciéon acuosa de sustancias compatibles con los
organismos vivos debido a sus caracteristicas definidas de osmolaridad, pH y fuerza idnica.
Solucién salina que presenta una presién osmotica isoténica con la de la sangre, formada
por agua destilada y cloruro sddico al 0,9%. Concentracion electrolitica: Na+ 154 mEq/l;
Cl- 154 mEq/l, Osmolaridad: 308 mOsm/l , pH aproximado: 5,5. Se trata de agua a la que
se ha afiadido sal para que esté en una proporcion “fisiolégica”, es decir, para que se
asemeje a los fluidos del organismo. Estd compuesto de agua, electrolitos y, a veces,
distintas sustancias, como la glucosa y de algunos polisacaridos expansores. Puede ser

empleado como sustituto del liquido seminal. También sirve para evaluar la motilidad
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progresiva, el semen se diluyo en suero fisioldgico a diferentes concentraciones 0.07, 0.08
y 0.09%, para su observacién en microscopio trinocular para el calculo del porcentaje de

espermatozoides con movimiento hacia delante. (Zurita, 2004).

c.- Glucosa: los aziicares presentes en los diluyentes ejercen un efecto positivo sobre la
viabilidad espérmética debido al aporte energético al espermatozoide, ya que estos son
capaces de metabolizar glucosa, fructosa, manosa y arabinosa, esta tltima por la via
oxidativa; y su accidén como crioprotectores contribuye a mantener el equilibrio osmético.
Tal como afirma Ramos (1986), 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 presiéon osmética.

d.- Leche: es muy utilizada la leche descremada, la cual también ejerce un efecto
. - . i '

termoprotector y proporciona nutrientes. a los espermatozoides. El uso de la leche
. : H H

descremada mejora la visibilidad de la movilidad espermatica, lo cual no es posible en la

leche entera, debido a la presencia de globulos de grasa (Bearden y Fuquay, 1982).

2.4.3.3.- Crioprotectores ?ermeables: la eleccidén del crioprotector -!ha sido asunto de
ensayo y error en la mayoria de las investigaciones, quiza porque’a‘ﬁbn no existe una
explicacion satisfactoria para la accién de los mismos sobre la célula espermética (Holt,
2000). Aunque Shlafer (1981) afirma que los crioprotectores permeables como el glicerol,
dimetilsulféxido (DMSO) y metanol (MET) son extensamente usados para disminuir el
punto de congelacién del medio extracelular, minimizando los efectos deletéreos
(destructivos), de los cristales de hielo y regulando la tasa de deshidratacion celular. Estas
sustancias protegen los espermatozoides en el proceso de congelacién y descongelacion,
por su alta solubilidad en el agua, lo cual permite la formacién de enlaces de hidrégeno y
agua, permitiendo mantenerse en solucion 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 sobrevivencia celular al disminuir los dafios electroliticos

causados en la membrana celular por la mayor concentracién de iones en la fase liquida

(Graham, 1978). Medina-Robles et. al., (2005) aclara que los crioprotectores permeables
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son aquellos que penetran al interior de la célula, evitando el estrés osmético, produciendo
deshidratacion celular por la sustitucién del agua intracelular, amortiguando el incremento
de la concentracion de solutos de medio extracelular € impidiendo la formacién de cristales
de hielo en su interior. Son sustancias que poseen un bajo peso molecular y se destacan por
su amplia utilizacién el glicerol, dimetilsulféxido (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 (Shlafer, 1981).

a.- Dimetilsulfoxido (DMSO): el DMSO ha sido muy utilizado en el estudio de
congelacién de semen, en los cuales se reporta la observacion de efectos positivos en la
descongelacion del semen (Neira et. al., 1992); ademas, ha demostrado ser el crioprotector
de eleccién emla conservacion de semen en salménidos usado a concentraciones de 5 a
15% (Munkittrick, (1984), citado por Gallant y Richardson, (1993)). La interaccion del
DMSO con laicélula puede tene'r diferentes mecanismos y se ha sugerido que existe una
interaccién electrostatica entre - el grupo sulféxido polar del DMSO y la bicapa de
fosfolipidos de la membrana plasmatica (Anchordoguy, 1991). En estudios realizados por
Yao et. al., (1999), estos investigadores mencionan que el DMSO fue esencial para evitar la
muerte del sémen durante la crioconservacidn, utilizdndolo al 20%, mostré la méas alta
movilidad (20-25%) después de la descongelacion, ademas se demostrd que fa seminacion
artificial in vitro de 6vulos frescos con semen crioconservado produjo una fertilidad del
33% vs 48% con semen fresco.

b.- Metanol (MET): El metanol suele ser menos téxico 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 espermética

por formacidn de cristales de hielo (Tiersch et. al., 1998).

c.- Glicerol (GL): En los trabajos realizados con glicerol, tiene la capacidad de modificar

la bicapa lipidica por su habilidad de insertarse entre los fosfolipidos, llegando a afectar las
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vias de metabolismo intermedio; de igual manera se ha asociado su accién sobre el

citoesqueleto y las proteinas microtubulares (Deppe et. al., 2003).

d.- Etilenglicol (ETG): en los trabajos realizados con etilenglicol se evidencia que dentro
de los crioprotectores evaluados (DMSQ, Glicerol, MET), el ETG presenta un mayor efecto
protector para la preservacion del acrosoma, lo cual no es relevante para la
crioconservacién de semen de peces, ya que esta estructura estd ausente en el

espermatozoide de la mayoria de las especies, (Deppe et. al., 2003).

2.4.4.- CARACTERIZACION GENERAL DE LA BIOECOLOGIA DE TRUCHA
ARCO IRIS (Onchorynchus mykiss)
Especie ictica de aguas frias, se encuentra en rios, lago y lagunas en todo el Peru.

De régimen carnivoro.

Madurez sexual alrededor de los dos afios (primer desove). p
Reproduccion anual en temporada de secas, con temperaturas bajas. {
Desovante total. ! P
Longevidad 12-15 afios. !
Dimorfismo sexual, machos con mandibula inferior terminada en gancho.
Ovulos libres. (Cachafeiro, 1995). ' i

+
,

vV V V V V V V VY

2.4.5.- DIMORFISMO SEXUAL

Establecido a través de caracteres sexuales secundarios, vale decir a partir de la observacién

del fenotipo, entre las diferencias que se tiene se encuentran:

Machos adultos de cuerpo alargado, cabeza de forma triangular, mandibula inferior
prominente en los machos en forma de pico, la hembra presenta la cabeza redondeada y el
cuerpo mas voluminoso que el macho, machos en plena madurez sexual, con coloracion
nupcial consistente en, un rosado intenso en los flancos. Las hembras no presentan esta

caracteristica.

Poro genital en los machos de forma ovoide y de color palido, en la hembra el poro genital

es redondeado color rojizo turgente (prominente).
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Cuadro N° 05: Dimorfismo sexual en trucha arco iris

CARACTERISTICAS MACHO HEMBRA
Boca y Mandibula Grande y puntiaguda Pequefia y redondeada
Dientes Agudos No muy agudos
Musculatura Dura Suave
Abdomen Duro Mas blando
Poro genital No Prominente Prominente
Color nupcial Negruzco Normal
Ancho del cuerpo Angosta Ancha
Forma del cuerpo Delgada Redondeada

Fuente: Contenido de la asignatura de Ictiologia.

{
j

i
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II1.- MATERIALES Y METODOS
3.1.- LUGAR DE EJECUCION
Centro Experimental La Raya — UNSAAC, de cuyas instalaciones piscicolas se tomaron los

ejemplares machos y hembras de Trucha “Arco Iris*.
v' Infraestructuray calidad hidrica

En el centro experimental La Raya, su infraestructura de produccion piscicola, consta de
estanques semirusticos, empotrados en el suelo y empedrados en el piso y en sus paredes
laterales. Son estanques alineados en paralelo y funcionan auténomamente toda vez que
cada uno de ellos cuenta con su propio ingreso y salida de agua.

El recurso hidrico que utiliza esta piscigranja es el riachuelo Huaracconi, que se originan en
deshielos de nevados ubicados a mas de 4500 msnm, por lo que estas aguas son sumamente
frias, particularmente en las estaciones de. otofio e invierno. Entre los pardmetros
fisicoquimicos de estas aguas se han registrado los siguientes:

v Cuadro N° 06: Calidad hidrica de la piscigranja La Raya

PARAMETROS LA RAYA .
Temperatura 9°C l
Oxigeno Disuelto (ppm) 6.47

Turbidez (TU) 1.44

pH 83

C.E. (S/cm) 107.00

Dureza ppm CaCO3 61.00

Calcio (ppm) 18.24

Magnesio (ppm) 5.61

Cloruros (ppm) 12.40

Sulfatos (ppm) 29.60

Bicarbonatos (ppm) 46.70

Carbonatos (ppm) 0.16

Sales solubles (ppm) 135.1

Fuente: Laboratorio
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Es importante comentar la temperatura que caracteristicas las aguas del rio huaracconi que
en tiempo de heladas, llegan practicamente al punto de congelacion caracteristica que
repercuten en la madurez sexual de los ejemplares estabulados, los mismos que alcanzan su
plenitud procreétiva, practicamente a los tres afios cuando lo normal debiera ocurrir solo a
los dos afios, como que efectivamente se observa en piscigranjas de menor altitud y

obviamente con aguas de temperaturas mas benignas.

> Ubicacion geogrifica:

Localidad : Centro Experimental La Raya
Distrito : Marangani
Provincia | : Canchis.
Region i : : Cusco-
!

Coordenadas
: i

> 14°00° - 15° 45’ Lat. S
> 69°45° - 75° 00’ Long. O

Altitud H

¥

» 4200 msnm
Precipitacion Pluvial

» 965 mm (Promedio Anual )
Temperatura

» 6,54° - 7,49°C (Promedio Anual)
Acceso

» Por carretera asfaltada Cusco — Puno, 172 Km
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Zona de Vida

Paramo muy Himedo-Subalpino Subtropical (pmh-SaS)

El promedio de precipitacion total anual varia entre 700 mm y 800 mm y la biotemperatura
media anual entre 6 °C. y 3 °C. Se ubica entre 3 900 y 4 500 msnm, es una zona de clima
frio, que no permite la agricultura, pero que ofrece algunas buenas condiciones para la
ganaderia extensiva. La vegetacion natural estd constituida predominantemente por
manojos dispersos de gramineas como el “ichu” (Stipa spp), conformando los pajonales de
puna. Segln el diagrama de Holdridge esta zona de vida tiene una evapotranspiracion
potencial que varia entre la cuarta parte (0,25) y la mitad (0,5) del promedio de
precipitacion total por afio, hecho que ubica esta zona de vida en la provincia de humedad

humedo.

3.2.- MATERIAL BIOLOGICO '
Para el presente trabajo se utilizé lo siguiente:

e FEjemplares Machos y Hembras Reproductores de Onchorynchus mykiss,

estabulados en el Centro Experimental de La Raya.

t

i H

®  Quince machos con talla promedio de 45 cm y peso promedio de 1. 85 Kg.

e Dos hembras con talla promedio de 51 cm y beso promedio de 2.10 Kg. Se
utilizaron dos hembras en el entendido que no todos los reproductores son de igual
calidad, difieren, por e¢jemplo, en talla, peso y edad y por consiguiente la calidad de
los gametos, también es diferente lo que finalmente se manifiesta en la viabilidad

para la fecundacion.
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3.3.-MATERIALES DE LABORATORIO Y CAMPO | ;

3.3.1.- MATERIALES Y REACTIVOS DE LABORATORIO

4 EQUIPOS

e Microscopio trinocular de contraste de fases, Olympus 2G, para observacién

y caracterizacion de semen de trucha.
¢ Bafio Maria
¢ Cocina Eléctrica
e Refrigerador

* Recipientes de nitrégeno liquido de 20 y 30 Litros

4 REACTIVOS

¢ Dilutores:
v" Agua de Estanque corriente
v Yema de Huevo
v Glucosa 5%
v Leche descremada
V' Suero fisioldgico al 0.07%, 0.08%.y 0.09%
¢ Crioprotectores
v Dimetilsulfoxido (DMSQ) 5%
v Glicerol 7%
v Metanol 5%

v’ Etilenglicol 5%
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e  Agua destilada i

o Aceite de Inmersion

¢ Eosina — Nigrosina

¢ Antibidtico (Penicilina 1°000.000 Ul)

¢ Bicarbonato de Sodio al 1%

MATERIAL DE VIDRIO

e Porta y cubre objetos
¢ Tubos de ensayo graduados a 0.5 ml.

e (Camara de Neubauer

-~

e Matraz 100 ml.
¢ Vaso de precipitacion
OTROS
o  Micropipeta
e QGradilla
e Termdmetro de canastilla con graduacién de -10 °C a 30°C, con precisién de 0.5 °C
" o Termdmetro ambiental
e Homogenizador
¢ Guantes de latex
o Jeringaé y Agujas hipodérmicas de diferentes qapacidades

e Bandejas de plastico (2)
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¢ Pajillas de 0.5 ml.

e Algodon

¢ Cinta Masking

e QGasa

o Extensiones

e Laptop

o Papel bond A4 de 80 gr.
¢ Impresora

¢ Cartuchos de Impresion

i

o Bibliografia especializada.

3.3.2.- MATERIALES DE CAMPO

¢ Libreta de Campo y lapiceros
o Camara fotogréfica digital

o Tina para el traslado de peces
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3.4-METODOS

3.4.1.- FLUJOGRAMA DEL PROCESO DE CRIOPRESERVACION

~

\

y Aplicaci6n de , i
Machos Observacion, Concentracion Dilstores /o Colocacion de dilutor
reproductores Motilidad, espermatica Fenaracion y/o crioprotector mas
Mortalidad P P semen
crioprotectores
Dimorfismo Extraccidn y visualizacion | Dilucion y/o Colocacién o
coleccion de semen f——— en | Criopreservacion | empaquetamiento [
Sexual (desove artifcia) microscopio en pajillas
i Evaluation de la L -
Fecundacicn con - Descongelaciin Congelacion o Criopréservacion
elsemen N vitalidad delsemen  p—— en nirégeno iuido f_::}
preservado preservado ;
Ovulos y semen Visualizacion a30°C, en bafio marfa i’ ! i o
descongelado en s a
. . 18°C aiemperaturz ;
MKr0scopio ambiente por 60 segundos 5 e «

4

Figura N° 10.-Flujograma para la criopreservacion de semen de trucha Arco Iris

Fuente: Elaboracion propia. Biologia-UNSAAC (2014)

La Extraccidon y colecciéon de semen, fue realizado por masaje abdominal, previo

reconocimiento del estado de plena madurez. El semen se recepciond en tubos de

ensayo de 10 ml.

Como paso previo a la observacion, inmediatamente después de la obtencion del

semen se aplico, los dilutores y finalmente se procede a la observacion

microscdpica todo este procedimiento no debe exceder de 4 — 5 minutos.

La observacion microscopica tiene la finalidad de determinar el porcentaje de

sobrevivencia a diferentes tiempos (3-4 y 5 minutos), y se expresa porcentualmente.
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- La criopreservacion conocida como el proceso en el cual las células o tejidos son
congelados a muy bajas temperaturas (-196 °C).

- El empaquetamiento fue el paso siguiente a la criopreservacion donde se realiza el
empaquetamiento en pajillas (semen y crioprotector).

- La descongelacién, donde el descongelamiento fue realizado a diferentes
temperaturas, en nuestro caso a 30°C (Bafio Maria) y 18 °C (Temperatura
Ambiente).

- La evaluacidn de la vitalidad del semen preservado, fue realizado después de la
descongelacion, donde se evalud el semen preservado, afiadiendo ﬁara .este caso un
activador bicarbonato de Sodio al 1%.

- La fecundacion, es el proceso de criopreservacion, donde fue homogenizado el

semen previamente descongelado y los 6vulos obtenidos de las dos hembras.

3.4.2.- DESOVE ARTIFICIAL

Se llevé a cabo por la técnica del masaje abdominal tanto en machos como en hembras
habiéndose observado previamente que los reproductores estuvieran en el climax de su
madurez sexual. Por la naturaleza del trabajo, el ordefio de los machos se llevo a cabo con
anterioridad al de las hembras, considerando que la parte sustancial de la investigaciéon
consiste en la preservacion de los gametos masculinos cuya vitalidad y capacidad de
fecundacion van a ser probados posteriormente después de haber permanecido congelados

durante un tiempo.

Como fechas puntuales, el ordefio de los machos se realizd el 29 de noviembre del 2013 y
en la misma fecha se procedid a su criopreservacion hasta el 25 de julio 2014, por nueve
meses, cuando se procedi6 a la descongelacion y su uso inmediato para la fecundacion, el

cuadro N° 07 permite observar los volumenes de semen obtenidos por masaje abdominal.

En el caso de las hembras el desove también se realizéd por masaje abdominal, el cual se
realizo el 25 de Julio del 2014, habiéndose empleado dos hembras maduras, cuyos évulos

fueron fecundados por el semen descongelado.
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- Habiéndose procedido a tres ordefios con cinco ejemplares machos cada vez, se procedié de

acuerdo al siguiente detalle:

> Primer ordefio 27 Setiembre del 2013, con 42.5 ml de semen provenientes de 5
ejemplare machos, el cual se utiliz6 para la observacion del movimiento y vitalidad
de los gametos contenidos en €l semen, utilizando como diluyente agua proveniente

del estanque y agua corriente.

» Segundo ordefio 25 de Octubre del 2013, 36 ml., de semen provenientes de cinco
reproductores machos, los reactivos empleados como dilutores para la observacion
de vitalidad y movimiento fueron Glucosa al 5%, Yema de Huevo, Leche
descremada, Suero Fisiolégico al 0,07%, Suero Fisiologico al 0.08% y Suero

Fisiolégico al 0,09%.

> Tercer ordefio 29 de Noviembre del 2013, con 24,5 ml., de semen provenientes de
cinco machos, el cual se utiliz6 para probar la eficiencia de los crioprotectores

empleados. .f ‘ ‘

Para la obtencion del semen de truchas se realizo la seleccion de machos reproductores
provenientes de los estanques, para 1ueg6 ser trasladados a las instalaciones del Centro
Experimental La Raya UNSAAC, donde el operador procedié a tomar la trucha de la}
cabeza y la cola, se apoya la parte dorsal de la trucha al cuerpo del operador y por la parte
ventral o abdominal se procedid a presionar suavemente por los costados abdominales hasta
el poro genital, hasta extraer la totalidad del semen de la trucha el cual fue obtenido en
tubos de ensayo debidamente rotulados, obteniéndose en una primera muestra 9 ml de
semen, en una segunda obtencion se obtuvo un total de 7 m.). y en una tercera obtencion se

obtuvo 5.5 m.l. de muestra.

3.4.3.- OBSERVACION DE LA MOTILIDAD DEL SEMEN

Paso siguiente a la obtencion del semen; esta cualidad espermaética se determind usando un
microscopio compuesto, binocular y de contraste de fases. Se pipeteo 50 microlitros de
muestra y se puso en un portaobjetos de vidrio. Tuego la muestra fue extendida con un

cubreobjetos y la observacién microscopica se hizo rapidamente. Se identificé un campo
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microscopico con pocos espermatozoides y se calculé el nimero de espermatozoides que se
mueven en el campo microscdpico. Esta operacion se repitié en dos campos microscopicos
més. Se calculé el porcentaje de espermatozoides con movimiento. En todos los casos, la
motilidad fue excelente, lo que equivale a 90 a 95% de espermatozoides motiles.
Calculando el porcentaje de espermatozoides con movimiento en el ambito de todo el

campo observado.

Sirva la aclaracién de que este aspecto requiere de suficiente experiencia, aspecto que no se
ha descuidado, toda vez que quien observo y ley6 los porcentajes de vitalidad fue un
profesional de trayectoria suficiente en esta técnicas de Criopreservacion. Empleando la

siguiente formula para determinar la motilidad.

Motilidad% = Espermatozoides motiles x 100

Nimero total de espermatozoides }

La vitalidad se evalu6 en microscopio, donde se determiné mediante técnica de tincién que

evalia la integridad de la membrana celular, diferenciando células vivas de muertas.

Para determinar la viabilidad espermética, sobre una lamina ponaobjéto se mezcld 10 pL
de semen diluido, con 10 uL de solucién Eosina - Nigrosina, se realizé un frotis a lo largo
de la lamina portaobjeto y se dejo secar a temperatura ambiente por 15 min. La viabilidad
espermética se evalia en base a la tincién de la cabeza del espermatozoide. Los
espermatozoides viables no muestran tincién y se visualizan brillantes sobre el fondo
oscuro, mientras que los espermatozoides muertos tenian la cabeza tefiida de rojo de forma
parcial o total. Las muestras se evaluaron bajo un microscopio éptico a 400 6 1000X de

magnificacion (Vuthiphandchai et al., 2009), (Fotografia 08).

Previamente a la observacion y recuento en microscopio se procedié a diluir el semen
empleando para tal efecto como diluyentes: Agua de estanque, yema de huevo, glucosa 5%,
suero fisioldgico al 0.07%, 0.08%.0.09% y leche descremada esta ultima fue utilizada en la

fase de Criopreservacion.
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3.4.4.- CONCENTRACION ESPERMATICA

Para la determinacion de la concentracion de espermatozoides por ml., de semen, se
procedié a la obtencién de la muestra respectiva en un ejemplar macho de la raya; esta
muestra preservada en frio fue trasladado en un cooler hasta la ciudad del Cusco, donde se
procedié a su dilucion en un dilutor cuya composicion fue Bicarbonato de Sodio 5%,
Formol al 40% (puro) y H20 destilada, el semen tratado asi permitié una mayor claridad

para proceder al contaje en una cdmara de Neubauer.

En este procedimiento finalmente se aplicd la siguiente formula:

C= Ecx10
AcxHexD
Doénde:

C= Numero de espermatozoides por ml

Ec= Espermatozoides contados en dos cuadranfes
Ac= Area contada

Hec= Altura de la camara

D= Dilucion

Téngase en cuenta que los componentes de la formula toman en cuenta las caracteristicas

de una camara de Neubauer. -

N° Esp. /ml = Espennatozoides contados (2 cuadrantes) x 10

Area contada x altura de la camara x dilucion

N° Esp. /ml= # esperma contados x 1000

2x1/10x 1/20

N° Esp. /ml= espermatozoides contados x 100.000

Fuente: Dra. Zurita S. Manual de procedimientos de laboratorio - Espermatograma

(MINSA, 2004).
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3.4.5.- APLICACION DE DILUTORES

Considerando que una mejor evaluacion de la vitalidad de los espermatozoides se observa

previa dilucién del semen, se preparé previamente las siguientes combinaciones:

Cuadro N° 07: Aplicacion de Dilutores

Diluyente 7 Componentes

Diluyente 1 Agua de Estanque

Diluyente 2 Glucosa al 5%

Diluyente 3 Suero fisiolégico al 0.07%

Diluyente 4 Suero fisiolégico al 0.08%

Diluyente 5 Suero fisiologico al 0.09% !
Fuente: Elaboracion propia, Biologia — UNSAAC (2014) b

Cuadro N° 08: Los volumenes de semen para cada diluyente fueron:

Volumen de semen para cada diluyente

Ne Cantidad

1 0.5 p.l de semen

40 p.]l de semen

2
3 40 p.l de semen
4 40 p._] de semen

5 40 p.1 de semen
Fuente: Elaboracion propia, Biologia — UNSAAC (2014)

Para la aplicaci6n de dilutores se empleé cinco tipos de diluyentes, entre los que se tiene:
En el primer experimento realizado se evalu6 con los siguientes dilutores:
1) Dilutor A.- Agua proveniente del estanque cuya fraccién fue: 9 ml agua corriente + 0.5

p.l de semen.
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2) Dilutor B.- Glucosa al 5% cuya fraccion fue: 200 ml de Glucosa al 5% + 40 pl de -

semen.

3) Dilutor C.- Suero fisioldgico al 0.07% cuya fracciéon fue: 100 ml de suero fisioldgico al

0.07% + 40 pl de semen.

4) Dilutor D.- Suero fisioldgico al 0.08% cuya fraccion fue: 100 ml de suero fisiologico al

0.08% + 40 ul de semen.

5) Dilutor E.- Suero fisiologico al 0.09% cuya fraccion fue: 100 ml de suero fisioldgico al
0.09% + 40 pl de semen.

Para lo cual, se emplearon muestras obtenidas de las colecciones de eyaculados de semen
procedentes de cinco machos, las cuales fueron dividas en tubos de ensayo de 10 ml de

capacidad.

3.4.6.- PREPARACION DE CRIOPROTECTORES

Aclaremos previamente el concepto de crioprotector:

Crioprotector.- Sustancia que se utiliza para proteger el tejido bioldgico del dafio debido a
la formacién de hielo, dentro de los crioprotectores convencionales que vamos a utilizar se
encuentran los glicoles (alcoholes que contengan al menos dos grupos hidroxilos), tales
como el Etilenglicol, Propilenglicol, Glicerol y Dimetilsulféxido (DMSO), es también
considerado como un crioprotector convencional. El Glicerol y DMSO se han utilizado
durante décadas para reducir la formacion de hielo en el semen para su conservacion en frio
con nitrégeno liquido. La vinculacidn de hidrégeno en solucién acuosa es importante para
la correcta funcion de las proteinas y el ADN. Por lo tanto, como el crioprotector sustituye
las moléculas de agua, el material biolégico mantiene su estructura y funcién, a pesar de
que ya no estan inmersos en un medio acuoso. Dentro de los Crioprotectores a utilizar
tenemos:

* DMSO 5% (dimetilsulféxido)

* Etilenglicol 5%

* Glicerol 7%

* Metanol 5%
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Obviamente, con el empleo de los crioprotectores se persigue la finalidad primordial de

preservar la integridad celular particularmente la integridad de la membrana, se emplearon

los siguientes crioprotectores:

Cuadro N° 09: PREPARACION DE CRIOPROTECTORES

~ CRIOPROTECTOR COMPONENTE 1. COMPONENTE 2 COMPONENTE 3 | ANTIBIOTICO
1 METANOL 5% Agua Destilada 100 ml. | Metanol 5% Sml
2 | DMSO 5% Agua Destilada 100 ml. | Glucosa 5% Sml | DMSO 5% 5
ml -
3 | ETILENGLICOL 5% | Agua Destilada 100 ml. | Glucosa 5% Smi | ETG 5% 5 ml Antibidtico
(Penicilina
1°000.000 UI)
4 | DMSO 5% Agua Destilada 50 ml. DMSO 5% 5 ml - -
5 | DMSO 5% + YEMA | Agua Destilada 50 ml. Yema de Huevo DMSO -
DE HUEVO 15 ml .
6 | METANOL 5% Agua Destilada 50 ml. Metanol 5% 5 ml Leche 50 ml
7 | SUERO Suero Fisiologico '
FISIOLOGICO al | 0.07% 50 ml. - - -
0.07%
8§ | SUERO Suero Fisiologico al
FISIOLOGICO al | 0.08% 50 ml. - - -
0.08%
9 | SUERO Suero Fisioldgico al
FISIOLOGICO al | 0.09% 50 ml. - - Antibidtico
0.09% (Penicilina
1°000.000 UI)
10 | ETILENGLICOL 5% | Agua Destilada 100 ml. | ETG 8 ml. Leche 50 ml -
11 | ETILENGLICOL 5% | Agua Destilada 100 ml. | ETG 8 ml - -
12 | GLICEROL Agua Destilada 100 ml. | Glicerol S ml - -

Fuente: Elaboracion propia, Biologia — UNSAAC (2014)
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3.4.7.- APLICACION DE CRIOPROTECTORES SOBRE EL SEMEN A PRESERVAR

Los volimenes de semen empleados para cada crioprotector fueron de 10 ml de crioprotector
+ 50 p.1 de semen en cada uno de los casos y con las siguientes composiciones.

Cuadro N° 10: COMPOSICION DE CRIOPROTECTORES SOBRE EL SEMEN A

PRESERVAR '
N° [CRIOPROTECTOR Cantidad de Cantidad de Total
crioprotector | semen aiiadido
1 METANOL 5% 10 ml 50 pul 10.05 ml
© 10.05 ml
2 [DMSO 5% 10 ml 50 ul
10.05 ml
3  |[ETILENGLICOL 5% 10 ml 50 ul
10.05 ml
4  DMSO 5% 10 ml 50 pl
5 [El crioprotector sufrié emulsion
: : 10.05 ml
6 METANOL 5% 10ml 50 pi
. . . 10.05 ml
7  |SUERO FISIOLOGICO al 0.07% 10 ml 50 ul
8  ISUERO FISIOLOGICO al 0.08% 10 ml 50 pl 10.05 ml
10.05ml
9  |SUERO FISIOLOGICO al 0.09% 10 ml, 50 ul
' 10.05 ml
10 [ETILENGLICOL 5% 10 ml 50 pl
11 [ETILENGLICOL 5% 10 ml 50 ul 10.05 ml
12 |GLICEROL 10 ml 50 ul 10.05 ml

Fuente: Elaboracion propia, Biologia — UNSAAC (2014)
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'3.4.8.- CONGELACION

El semen ya mezclado con el crioprotector, fue vertido en las pajillas de 0.5 ml., (6 pajillas

para cada crioprotector), cada pajilla fue sellada empleando como sellador alcohol

polivinilico.

Las pajillas asi selladas y dispuestas en canastillas metalicas (goblets), fueron introducidas

en balones de Nitrégeno liquido a temperatura de -196 °C, donde permanecieron por un

periodo de nueve meses. El proceso de congelamiento fue lento. El sumergimiento de las

pajillas fue 1" cm por cada minuto. Una vez qlie la canastilla con su contenido de pajilla

entraba en contacto con los vapores del nitrogeno liquido, la canastilla se dejé dentro del

~ termo o baldén de Nitrégeno liquido. El proceso de congelamiento dur6 de 8 a 10 minutos.

Cuadro N° 11: CONGELACION -

N° |CRIOPROTECTOR Cantidad de| Ubicacién
pajillas
1 METANOL 5%
06
2 DMSO0 5% 06 Balén de
- : Nitrogeno - -
3 ETILENGLICOL 5% 06 Liquido de 20.
Litros de
capacidad
4 DMSO 5% 06 canastilla de
color azul
Emulsién
5
6 METANOL 5% 06
Balon de
7 [S. FISIOLOGICO al 0.07% 06 Nitrégeno
Liquido del0
0 Litros de
8 S. FISIOLOGICO al 0.08% 06 capacidad
canastilla de
] ill
9 IS. FISIOLOGICO al 0.09% 06 color amarifio
10 |[ETILENGLICOL 5% 06
11 [ETILENGLICOL 5% 06
12 |GLICEROL 06

Fuente: Elaboracion propia, Biologia — UNSAAC (2014)
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3.4.9.- DESCONGELACION

Previamente, al paso de la descongelacién se procedié a preparar la solucién activadora
(Bicarbonato de Sodio al 1%, + Agua destilada 100 ml), el cual ayudara a prolongar el

tiempo e intensidad de la motilidad del espermatozoide y con ello, su capacidad fecundante

v" Las pajillas congeladas de acuerdo al procedimiento anterior fueron descongeladas
en bafio maria a una temperatura de 30 °C, en una operacion sumamente rapida que
consiste en la inmersion de la pajilla por un periodo de 30 segundos hasta 60
segundos.

v' La descongelacion también se realizé simplemente por inmersion en agua corriente

a una temperatura 18 °C por tiempo similar al anterior.

Concluida la descongelacion en cualquiera de las formas descritas, el semen contenido de
cada pajilla fue vertido en una solucién de 10 ml de bicarbonato de sodio al 1%, con la

finalidad de activar la motilidad de los espermatozoides preservados

3.4.10.- EVALUACION DE LA VITALIDAD DEL SEMEN PRESERVADO

El semen, vertido en el activador fue inmediatamente observado en el microscopio de
contraste de fases, 6sea el mismo que fue empleado para la sobrevivencia inicial.
La observacion microscopica en este caso se realizd para evaluar o porcentualizar la

sobrevivencia al final del proceso de criopreservacion.
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Cuadro N° 12: COMPOSICION DE CRIOPROTECTORES Y ACTIVADOR

La denominacién y la forma de uso de activador y pajillas criopreservadas para una

descongelacion del semen criopreservado a 30 °C se muestra en el siguiente cuadro:

Denominacion  del Contenido de la pajillaj Activador Numero de pajillas
IN® crioprotector Bicarbonato al 1% utilizadas
1 MET 0.5ml 10 mi 2
2 DMSO + glucosa 0.5mi 10 ml 2
3 ETG + glucosa 0.5ml 10 mi 2.
‘b |pmso 0.5 ml 10 ml 2 *
. } f
5 ' Emulsion '
: :
6 MET 0.5ml 10 ml 2
7 S.Fal0.07% 0.5ml . 10ml 2
8 S.F a1 0.08% 0.5ml 10 ml 2
9 S.F a1 0.09% 0.5ml 10 ml 2
10 |ETG 2.5 ml 10 ml 2
11 ETG ) 0.5ml 10 ml 2
12 | GLI 0.5ml 10 ml 2

Fuente: Elaboracion propia, Biologia — UNSAAC (2014)
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Cuadro N° 13: DE LA COMPROBACION DE LA VITALIDAD DEL SEMEN

PRESERVADO

La denominacién y la forma de uso de activador y pajillas criopreservadas, para una

descongelacion en agua de manante a 18 °C, se muestra en el siguiente cuadro:

[ [Denominacién del  Contenido de la pajilla  |Activador Numero de pajillas]
N© crioprotector Bicarbonato al 1% utilizadas
1 MET 0.5ml 10 ml 2
2 DMSO + glucosa 0.5 ml 10 ml 2
3 ETG + glucosa 0.5 ml 10ml 2
DMSO 0.5ml 10 mi 2
5 " Emulsion
6 MET 0.5ml 10 ml 2
7 S.F al 0.07% 0.5ml 10 ml 2
IS S.F al 0.08% 0.5ml 10 mil 2
0 S.F al 0.09% 0.5ml 10 ml 2
10 [ETG 2.5ml 10 ml 2
11 ETG 0.5ml 10 ml 2
12 |GLI 0.5ml 10 ml 2

Fuente: Elaboracién propia, Biologia — UNSAAC (2014)
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3.4.11.- FECUNDACION CON EL SEMEN PRESERVADO i

Prueba realizada el 25 de Julio del 2014, para tal efecto se dispuso de dos hembras
estabuladas en los estanques del Centro Experimental La Raya, que se encontraban a punto

de desove.

Se procedio al desove de dichas hembras y simultdneamente al descongelamiento del

semen criopreservado.

Los o6vulos obtenidos por masaje abdominal fueron recepcionados en recipientes de
material inoxidable e inmediatamente fecundados por el semen descongelado. Habiéndose
empleado dos reproductores hembras, los vulos provenientes de cada una de ellas fueron

fecundadas, por un ml de semen criopreservado, en cada caso.

En ambos casos los 6vulos fecundados, ya en condicion de huevos o cigotos fueron
extendidos en sus respectivos bastidores de incubacion y acondicionados en las artesas -

hechizas de madera con las que usualmente trabaja el personal del centro experimental.

3.5.- ANALISIS DE DATOS

I
Por la naturaleza de la investigacion y las limitaciones relacionadas ademas de las .
limitaciones con la disponibilidad de reproductores el tratamiento numérico esta referido

solamente a la porcentualizacion del prendimiento (fecundacion).
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{IV.- RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1.- RESULTADOS CUALITATIVOS

> Relacionando eficiencia de los crioprotectores con los niveles de prendimiento
(fecundacién), los. mejores resultados corresponden a los del semen crio-preservado
con tratamiento prévio de Glicerol como crioprotector.

> De las dos hembras utilizadas para la obtencion de dvulos, si bien ambas presentaban
similitud de talla y peso, sin embargo, los évulos obtenidos por masaje abdominal fue
sustancialmente diferente cualitativa y cuantitativamente.

> En lo cualitativo, una de ellas, de la que se obtuvo la menor cantidad de 6vulos, estos
gametos eran claramente mas pequefios comparado con las de la otra hembra, e
igualmente, la coloracién de un amarillo tenue y poco brillante, caracteristicas que
permiten deducir que esos c’)vuilos eran practicamente los residuales del desove que ya
habrfa ocurrido en esa hembra, cuyo proceso gameto genésico habria .estado

caracterizado por una maduracién asincrénica. ¢

» En la fecundacién, entre o6vulos obtenidos al momento ¥ los - espermatozoides
criopreservados, lé mejor viabilidad correspondio, al de la hembra con mayor cantidad
de 6vulos y mejor calidad de los mismos. En cambio en la otra el prendimiento
(fecundacion), fue menos eficiente, advertible por el blanqueamiento de los dvulos
Juego de unos minutos de haberse realizado la fecundacién defecciéon que no se

advirtid en la fecundacién de la hembra de mejor rendimiento.

» Con los 6vulos asi diferenciados, obviamente, la fecundaciéon no alcanzaria, los

mismos niveles de prendimiento.

> A lo largo del tiempo de incubacion, observado solo durante los primeros dias, la
menor mortalidad corresponde a las ovas provenientes a la hembra de mayor cantidad

de 6vulos y mejor calidad de los mismos.
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4.2.- RESULTADOS CUANTITATIVOS )
En la evaluacién del efecto de los dilutores sobre los porcentajes de motilidad progresiva y

de espermatozoides vivos, se obtuvo los siguientes resultados.
Caracterizacién del semen

Con una muestra de quince ejemplares:
Cuadro N°14: Volumen de semen
Ejemplar | Volumen de semen

ml] (1ra muestra)

1 9
2 85
3 8 .
4 ' 9
5 8

t Promedio 8.5

f
.

Volumen de semen
ml (2da Muestra)

1 7

2 7.5

3 7

2 ,

5

7.5
7
Promedio 7.2

Volumen de semen

ml (3ra muestra)

1 55
2 45
3 5
4 5
5 45
Promedio 49

Promedio de Promedios= 6.9 ml

Fuente: Elaboracién propia; Biologia -UNSAAC (2014)
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Cuadro N° 15; Caracterizacidn seminal

Caracteristicas Resultados
Aspeéto Lechoso denso
Motilidad 95%
Morfologia Normales{92%
Defectos de la cabeza|2%

efectos enlacola |4%
Supervivencia 96%

Fuente: Elaboracion propia; Biologia -UNSAAC (2014)

CONCENTRACION

oy I
Entendida como cantidad de espermatozoides por mililitro de semen donde se obtuvo un

valor de 5,494x10°

APLICACION DE DILUTORES

En orden decreciente porcentualizado con relacion a la supervivencia:

Cuadro N°16: Eficiencia de Dilutores para observacion de sobrevivencia

Dilutor Tiempo (minutos) | Sobrevivencia (%)
Suero fisioldgico al 0.08%, 3 60 |
Suero fisioldgico al 0.09% 4 30
Suero fisiologico al 0.07% 4 30
Glucosa al 5% 4 05
Agua de Estahque 4 02

Fuente: Elaboracion propia; Biologia “-UNSAAC (2014) -

€
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La mayor eficiencia como dilutor, corresponde al suero fisiologico a diferentes
concentraciones y dentro de ella a la de 0.08%, se entiende entonces que en términos de
salinidad, el semen debe de mostrar similar valor, toda vez que la mejor dilucién es aquella
en que dilutor y el material diluido, en este caso el semen, sean iguales o similares en

salinidad, conforme esta expuesto en Dilutores Suero Fisiologico (Zurita 2004).

Histograma N° 01: Eficiencia de Dilutores para observacion de sobrevivencia

Eficiencia de Dilutores para observacion de
sobrevivencia

ETIEMPO [(MINUTOS) |
BSOBREVIVENCHA (%) -

E

Suero Suerg Suero Glucosaal5%  Aguade .
, fisioldgicoal  fisicldgicoal  fisioldgico al Estanque :‘
J

0.08%, 0.08% 0.07%

Fuente: Elaboracion propia; Biologia -UNSAAC (2014)
APLICACION DE CRIOPROTECTORES SOBRE EL SEMEN A PRESERVAR

La dilucién empleada entre el crioprotector y el semen fue de 1 en 200 (10 ml de

crioprotector y 0,05 ml de semen).
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* Observacion.- En la combinacion del crioprotector nimero cinco este se emulsifico, lo
que quiere decir que es una mezcla de liquidos inmiscibles, por lo que no pueden

mezclarse, como en el caso del DMSO y la Yema de Huevo.
EVALUACION DE LA VITALIDAD DEL SEMEN PRESERVADO

Cuadro N° 17: Se obtuvo los siguientes resultados a 30 °C, para la descongelacion.

N° | CRIOPROTECTOR | %MOTILIDAD
1| METANOL 5% 10
2 | DMSO 5% 10
3 | ETG 5% 40
4 | DMSO 5% 30
5 Emulsion

6 | METANOL 5% 30
7 | SF 0.07% 10
8 SF.008% 30
9 |SF.009% 30
10 | ETG 5% 05
11| ETG 5% 05
12| GLICEROL 7% 50

Fuente: Elaboracién propia; Biologia -UNSAAC (2014)
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Histograma N° 02: Descongelacion a 30°C
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Fuente: Elaboracion propia; Biologia -UNSAAC (2014)

Cuadro N° 18: Se obtuvo los siguientes resultados a 18 °C, para la descongelacion

Ne CRIOPROTECTOR %MOTILIDAD
1 METANOL 5% 5 '
2 DMSO 5% 5
3 ETG 5% 40
4 DMSO 5% 10
5 Emulsién

6 METANOL 5% 10
7 S.F. 0.07% 5
8 S.F.0.08% 10
9 S.F. 0.09% 5
10 ETG 5% 30
11 ETG 5% 5
12 GLICEROL 7% 60

Fuente: Elaboracion propia; Biologia ~-UNSAAC (2014)
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Histograma N° 03: Descongelacién a 18 °C

Descongelacién a 18 °C

.
s

Con relacion al contenido de los cuadros 16 y 17, la vitalidad expresada a través del
porcentaje de motilidad, se observa que corresponde al gliceroi la mayor eficiencia,
obsérvese que el glicerol en ambos casos esta al 7% de concentracion, sin embargo la
motilidad alcanza porcentajes distintos, situacién atribuible a la variable temperatura, que

permite concluir que una relacion directa entre esta y motilidad.
DE LA FECUNDACION

Con 2500 (')vulos,'obtenidos de una hembra de 2.3 Kg de peso y con semen preservado en

la siguiente combinacion:

Componente 1 - | Componente 2 Cantidad de semen | Prendimiento

Agua destilada 100 m]l | Glicerol 7% 5ml | 50 pl de semen 100%

Con 436 ovulos, obtenidos de una hembra de 1.9 Kg de peso y con semen preservado en la

siguiente combinacién
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Componente 1 Componente 2 i Cantidad de semen Prendimiento

Agua destilada 100 ml | Etilenglicol 5% 5ml | 50 pl de semen 91.5%

La diferencia en los porcentajes de prendimientos o fecundacién, provienen de la calidad,
de los reproductores hembras, puesto que la de 2.3 Kg de peso, mostraba el producto sexual
{6vulos), en condiciones de plena madurez, mientras que en la otra hembra de 1.9 Kg de
peso esos mismos gametos (6vulos); habrian sobrepasado el momento de mejor madurez
observandose algunos iniciandose su reabsorcién. En tal situacion obviamente el mejor

prendimiento ocurre con los évulos a plena madurez y en mejor estado de vitalidad.

Con relacién, a este mismo aspecto, sirva advertir que cuantitativamente la produccién de
ovulos en las dos hembras es altamente deficitaria, como se demuestra a continuacion con
la prueba de chi cuadrado, sin embargo en términos cualitativos los ¢vulos producidos por
estas dos hembras con distintos grados de madurez, resultan viables en una mds que en la

otra, para la respectiva fecundacion. Se considerd deficitario la produccion de dévulos bajo
el antecedente conocido por teoria y experiencia con relacion a la fecundidad de la trucha

arco iris que las hembras por cada 500 gr. de peso corporal deben de producir

aproximadamente 1000 évulos.
Chi —Cuadrado: Prueba de concordancia

X*=Y (Oi-Ei)

Clases | O E D= (O-E) DYE

1 2500 4600 2100 958.69

2 436 3800 3364 2978.03
0 =1468 E = 4200 X?=13937

Dénde:

O= Observado

E= Esperado

D= Diferencia
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Por lo que:
X2 001 (1) =6.635

X?=3937> X2 0 (1) =6.635 **

L - e -
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4.3.- DISCUSION

Toscano R. — Meza, A. (2011), En Conservacion de Semen de Oncorhynchus mykiss,
mediante técnica de congelacion, mencionan a Terner y Korsh (1986), que enfatizan un
minimo de retraso entre la dilucion y la observacion, antecedente que queda confirmado en

nuestro trabajo, tal como puede observarse en el cuadro N° 15,

A vpartir del antecedente citado y confirmado en nuestra investigacién, concluimos
entonces, es que existe una relacion inversa, entre la dilucion y la observacién; mas
explicitamente cuanto mds tiempo transcurre (minutos), la observacién permite ver

determinar, que disminuye el porcentaje de sobrevivencia evaluada a través de la motilidad.

La concentracion espermatica (5,494 x 10° ml), encontrados en el presente trabajo, fueron
cercanos a los resultados obtenidos por Velezvia J. (2011), en la misma especie, con una

concentracion de 5,300 x 10° ml.

Los resultados de movilidad post congelacién, utilizando como crioprotector al metanol
(10% de motilidad), determinados en el presente estudio, contrastan con otras especies en la
cuales sean podido reportar motilidad post congelacion, muy bajas como los reportados por
Guarnizo M. (2007), en bagre rayado (Psudoplatystoma fasciatum — Linnaeus 1766), cuya
motilidad post descongelacion utilizando el metanol como crioprotector fue de 8 a 10%.

Para ambos estudios se utiliz6 el bicarbonato como activador.

La eficiencia de los dilutores, evaluados a través de una mayor o menor dilucion del semen
y que guarda relacion directa con la concentracion del suero fisioldgico, siendo asi para
nuestro caso la concentraciéon de mejor rendimiento corresponde a 0.08% que podriamos
admitirlo como optimo toda vez que a 0.07 y 0.09%, la dilucién es de inferior calidad.
Téngase en cuenta que la bondad de los dilutores, se mide también a través de la
sobrevivencia de los gametos por un mayor espacio de tiempo; tal sobrevivencia en la
concentracién, 0.08% es del 60% en 3 minutos, mas alla de este tiempo la sobrevivencia va

disminuyendo notoriamente.

Sobre la eficiencia de los crioprotectores la mejor corresponde a la combinacién Glicerol

con agua destilada. Después de nueve meses de criopreservacion, inmediatamente después
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del descongelamiento se calculé un 60% de sobrevivencia y en. el paso final,
correspondiente a la fecundacion esta llego a un 100%, con el semen asi preservado. Aqui
hay que remarcar que no siempre los criopreservados constituidos por mayor cantidad de
componentes aseguran los mejores rendimientos, como queda demostrado en ¢l presente

trabajo, donde la diferencia entre el primer y segundo crioprotector fue del 20%.

El mejor porcentaje de fecundacion tiene que ver también con la calidad de los 6vulos y
estos a su vez, dependen del estado de vitalidad de la hembra; en este caso los 6vulos de
mejor calidad, corresponden a una hembra con mejor estado de vitalidad, cuyos gametos
aparecen con caracteristicas de mejor color y mayor didmetro. Esta mejor calidad de
gametos el mayor porcentaje de fecundacion se manifiestan también a lo largo de la

incubacién, donde los porcentajes de mortalidad son menores comparativamente.

El volumen promedio de semen es de 8.5 m.]. proveniente de la obtencion de cinco machos
maduros, no diferencia mucho de 1o que con frecuencia se obtienen en trébajos de esta
naturaleza en diversos centros pisc'icolas del PerG con un promedio que alcanza a 10 mi,
que provienen de machos en mejor; estado de vitalidad y mantenidos en mejores estados de

temperatura. . f

El semen con las caracteristicas anotadas corresponde practicamente a un semen normal;
las defecciones en la cabeza y en 1"a colavde los espermatozoides, pueden ser atribuibles a la
calidad del reproductor del cual provienen, el mismo que parece no haber recibido, el
tratamiento adecuado en los meses inmediatamente anteriores al desove, como el referido a
la alimentacion con refuerzo de proteinas de origen animal. Por otra parte esas defecciones
en cabeza y cola trasuntan también alguna manifestacion de endogamia, toda vez que esa
poblacion estabulada en las instalaciones de La Raya no ha sido motivo de cruzamientos
con otras poblaciones; en definitiva se debe admitir que ya viene ocurriendo una erosién

genética.

La ocurrencia de la fertilidad con un 100% de efectividad (prendimiento), proviene por una
parte de la calidad de los 6vulos, particularmente en su aspecto de madurez, lo que en gran

medida facilita la materializacién de la fecundacién, la misma que debe de considerarse
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como tal una vez que ha ocurrido la unién de los dos nicleos inmediatamente después de la

penetracion del espermatozoide en el 6vulo.
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CONCLUSIONES

La criopreservacion de semen de Trucha arco iris (Oncorhynchus mikiss),
siguiendo el protocolo observado para la criopreservacion del semen de camélidos
sudamericanos, permite la caracterizacion en sus aspectos de volumen, morfologia y

motilidad.

La eficacia de los diversos diluyentes y crioprotectores, ocurren con diferentes
niveles de eficacia, pero si con la ventaja de que todos ellos, son accesibles en el

mercado local.

La motilidad y la viabilidad del semen criopreservado, se hacen evidentes, toda vez
que se consiguié un alto porcentaje de fecundacion sobrepasando el 90% de

efectividad. f

" Se demuestra la eficiencia, del protocolo seguido, toda vez que la capacidad de
fecundacién de los espermatozoides se manifiestan después de un largo periodo de

~ congelamiento.
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RECOMENDACIONES

»

Considerando que las diversas investigaciones llevadas a cabo sobre
criopreservacion, observan y/o ejecutan protocolos diversos, obteniéndose
resultados por lo menos similares, se recomienda estandarizar de manera

puntual, el protocolo correspondiente para la criopreservacion de semen de

peces.

Para imprimir un nivel més técnico a la practica de la piscicultura en nuestro medio
resulta recomendable que se lleve a cabo fecundaciones de dvulos preservados en

soluciones isoténicas y espermatozoides conservados por criopreservacion.
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ANEXOS
FOTOGRAFIAS TOMADAS EN LAS DIFERENTES ETAPAS DE LA

CRIOPRESERVACION
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Fotografia 01.- Area de Estudio Centro Experimental La Raya - UNSAAC
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Fotografia 02.- Pesado de uno de los especimenes de Trucha arco iris
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Fotografia 03.- Entallado de uno de los especimenes de Trucha arco iris

Fotografia 04.- Gonadas sexuales masculinas
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Fotografia 06.- Diseccion de un espécimen hembra de trucha arco iris donde se observa el

contenido de dvulos.
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Fotografia 07.- Fotografia tomada en microscopio, donde se observa los espermatozoides
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Fotografia N° 08.- Espermatozoides coloreados con colorante Eosina- Nigrosina.

98



Fotografia 10.- Preparacion de Dilutores asi como de Crioprotectores.
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Fotografia 12.- Obtencion de semen, por masaje abdominal
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Fotografia 13.- Cargado de semen y diluyente en pipeta de glébulos blancos, para el cargado en la

Camara de Neubauer. Paso para la caracterizacién seminal

Fotografia 14.- De la caracterizacion del semen, realizado en microscopio de contraste de fases
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Fotografia 16.- Paso previo para realizar la Criopreservacion, preparacion de pajillas y goblets
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Fotografia 17.- Cargado del crioprotector con jeringa de 1 ml., hacia las pajillas, asi mismo en el
lado izquierdo se puede observar el termo de nitrégeno donde se almacenan las pajillas en sus

respectivos goblets.

Fotografia 18.- Colocacidn de goblets, en forma lenta, dentro del termo de nitrégeno para su

suspension en vapores de Nitrogeno liquido.
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Fotografia 19.- Seleccién de hembras para el proceso de fecundacion en laboratorio

Fotografia 20.- Seleccién de hembras en las pozas donde crian, las truchas
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Fotografia 22.- Traslado del termo de refrigeracion a la sala de incubacion para realizar la prueba

de fertilidad.
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Fotografia 23.- Coleccidn de dvulos en recipiente del primer ejemplar, para su combinacién con las

pajillas de semen criopreservado.

Fotografia 24.- Semen preservado en pajillas, durante nueve meses
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Fotografia 25.- Recipiente conteniendo los dvulos, asi mismo se puede aprecia que se viene
descargando el contenido de pajillas criopreservadas dentro del recipiente, para ser mezcladas

con la plumilla.

Fotografia 26.- Fecundacién entre 6vulos obtenidos al momento y el contenido de semen

criopreservado.
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Fotografia 28.- Fecundacién del primer ejemplar hembra
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MUESTRA N° 01
OVULOS FECUNDADQS AL 100% DE LA HEMBRAN° 01 Y
COMBINACION CON PAJILLAS CONTENIENDO GLICEROL

e

MUESTRA N° 02

Etilenglicol + Ovulos

Fotografia 30.- Ovulos fecundados provenientes de la segunda hembra en menor cantidad donde

se aprecia en la parte superior el blanqueamiento de las mismas.
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Cuadro N° 19.- Caracteristicas tipicas de los Géneros pertenecientes a la subfamilia Salmoninae (Dorofeyeva et al., 1981)

Caracteristicas | Brachymystax Hucho Salvelinus Salmothymus Salmo Oncorhynchus
Boca Comparativamente Grande Grande Comparativamente | Grande Grande
pequeiia pequeiia
Huesos No alcanzan el No alcanzan el No alcanzan el No alcanzan el No alcanzan el No alcanzan el
postorbitarios preopérculo preopérculo preopérculo preopérculo preopérculo preopérculo
Hocico Recortado Ligeramente Marcadamente Marcadamente Bifurcado Puntiagudo
cartilaginoso recortado recortado recortado
Mesoctmoides | Largo, redondeado con | Corto y ancho con | Comparativamente Comparativamente Comparativamente Corto, puntiagudo. En
prolongacién posterior prolongaciones largo, redondeado en largo, bifurcacion largo, redondeado region frontal
laterales region anterior con anterior con en region anterior, bifurcacion posterior
procesos laterales profusiones laterales | protusiones laterales | no hay protusiones
laterales
Asta del vomer | Sin Dientes Sin Dientes Sin Dientes Con Dientes Con Dientes Con Dientes

Placa

basibraquial

Presente sin Dientes

Presente solo en
sub Genero

Parasalmo

Presente con

numerosos dientes

Presente con

Dientes

Presente con

Dientes

Ausente

Dientes en ¢l

hueso lingual

En dos hileras

En dos hileras y

en linea media

En dos hileras v a

veces en linea media

En dos hileras y en

algunos en linea

En dos hileras

En dos hileras

media
Proceso De mediano tamaiio De mediano Grande, prolongado De mediano tamafio | De mediano tamafio | Ausente, en algunas
ascendente del | prolongado hacia tamaiio hacia delante prolongado hacia prolongado hacia especies prolongacion
premaxilar delante prolongado hacia delante delante y detras posterior
’ delante
Cromosomas 2n=90-92 2n=384 2n=76=86 2n=82 2n=54-80 2n=52-74
Numero de NF=112 NF=102 NF=92-102 NF=94 NF=72-108 NF=102-106
brazos
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