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RESUMEN

La truchicultura en la region Puno tiene potencial de exportacion; sin embargo, no se
dispone de alevinos todo el afio para mantener la produccién, pero se tiene la opcion de
criopreservar semen para la época no reproductiva. Por lo que el trabajo de investigacion
tuvo el objetivo de determinar el efecto de diferentes temperaturas de congelacion sobre
la calidad de semen de truchas arcoiris. Se colectd el semen de 12 machos reproductores
en las instalaciones del Centro de Investigacion y Produccion Chucuito de la Universidad
Nacional del Altiplano de Puno, a los cuales se les hizo una evaluacion seminal
macroscopica, microscopica pre y post descongelacion y la tasa de fertilidad por efecto
de 3 temperaturas de congelacion (-80°C, -100°C, -120°C), la crioconservacion tuvo una
curva de descenso de -20°C/min. Se obtuvo parametros seminales en fresco similar a
resultados de otros investigadores. La congelacion tuvo efectos nocivos sobre la calidad
seminal pero los mejores resultados para tiempo de activacion (51.33 segundos) y
vitalidad (35.33%) se obtuvo con -100°C mientras que la mejor motilidad se obtuvo para
-120°C (36.33%); por ultimo, la mayor tasa de fertilidad se obtuvo para -100°C (70.97%),
mientras que a -80°C y -120°C se obtuvo 68.86% y 64.34% respectivamente. Por lo que
concluimos que la mejor temperatura de congelacion para truchas arcoiris en condiciones

del altiplano peruano es -100°C.

Palabras clave: Calidad espermatica, congelacion, fertilidad, peces, ovas.
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ABSTRACT

Truchiculture in the Puno region has export potential; however, alevins are not available
the whole year to maintain production, but there is the option of cryopreserving semen
for the non-reproductive season. The objective of this research was to determine the effect
of different freezing temperatures on the quality of rainbow trout semen. Semen was
collected from 12 reproductive males at the instllations of the Centro de Investigacion y
Produccion Chucuito of the Universidad Nacional del Altiplano de Puno, which were
evaluated macroscopically, microscopically pre and post thawing and the fertility rate by
the effect of 3 freezing temperatures (-80°C, -100°C, -120°C), cryopreservation had a
descent curve of -20°C/min. Fresh semen parameters were obtained similar to the results
of other researchers. Freezing had damaging effects on seminal quality but the best results
for activation time (51.33 seconds) and vitality (35.33%) were obtained with -100°C
while the best motility was obtained for -120°C (36.33%); finally, the highest fertility rate
was obtained for -100°C (70.97%), while at -80°C and -120°C we obtained 68.86% and
64.34% respectively. Therefore, we conclude that the best freezing temperature for
rainbow trout in conditions of the peruvian highlands is -100°C.

Keywords: Fertility, fish, freezing, ova, sperm quality.
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INTRODUCCION

La Regidn Puno tiene casi la totalidad de las unidades productivas de jaulas flotantes para
crianza de truchas a nivel nacional lo cual lo posiciona como una regién importante en la
crianza de truchas (Carpio Vargas y Tito Ccopa, 2017) ademas de ocupar el primer lugar
en produccion de truchas (PNIPA, 2020).

La truchaarco iris (Oncorhynchus mykiss) es muy prolifica (Pérez-Cerezales et al., 2010),
pero viene disminuyendo la diversidad genética en las granjas acuicolas destinadas a la
produccion de alevinos (Torres et al., 2014). En condiciones naturales las hembras
desovan segun su estacionalidad reproductiva (Bustamante-Gonzélez et al., 2018; Castro-
Castellon et al., 2017) y con limitaciones en la produccion de alevinos (Betancur et al.,
2008). Esta limitante en la produccion, propicia la conservacion de semen para
reproduccion en época no reproductiva para lo cual existen métodos como la vitrificacion
(Cuevas-uribe et al., 2013) que se aplica en peces con semen de poco volumen (Xin et
al., 2017).

Otro método es la refrigeracion a 4°C, pero se restringe por el corto tiempo de
conservacion (10 dias), lo que es poco atrayente para conservar semen por largos periodos
(Merino et al., 2020; Ulloa-Rodriguez et al., 2018; Trigo et al., 2015) esta técnica ofrecen
pocas ventajas sobre la congelacion lenta (Cuevas-uribe et al., 2017) como bajos costos,
facil mantenimiento y transporte (Martinez-Paramo et al., 2009) facilitando la
reproduccion artificial en salménidos (Judycka et al., 2019; Restrepo-Betancur et al.,
2017).

La congelacion seminal es una alternativa biotecnoldgica reproductiva ex situ (Di lorio
et al., 2019; Benson et al., 2012) pero tiene baja fertilidad con respecto al semen fresco
(Merino et al., 2020; Bustamante-gonzalez et al., 2019), por la formacion de cristales de
hielo que dafian la membrana espermatica (Ramirez-Merlano et al., 2010), cambios
bruscos de temperatura, estrés osmotico (Hezavehei et al., 2018), cambios de volumen
celular y toxicidad de crioprotectores (Asturiano et al., 2017) que conducen a la
destruccion del espermatozoide (Lopes et al., 2011).

A pesar de que se tienen estudios en conservacion de semen, continda la basqueda de
métodos e insumos que puedan hacer mas viables a los espermatozoides (Pereira et al.,

2020; Hezavehei et al., 2018). La mayoria de investigaciones se centran en
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crioprotectores ideales, y dejan de lado la velocidad y temperatura de congelacion que
son criticas en la formacion de cristales de hielo y afectan la calidad de semen (Stornelli
et al., 2005). Debido a que no se cuenta con reportes de crio-conservacion seminal de
trucha bajo condiciones hipobaricas naturales del altiplano peruano, en el presente estudio
se pretende determinar la influencia de tres temperaturas de congelacion sobre la calidad
seminal de truchas arcoiris (Oncorhynchus mykiss).

2
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CAPITULO |
REVISION DE LITERATURA

1.1.Marco tedrico

El 94% de peces tiene una reproduccion externa en la que los Ovulos y los
espermatozoides son liberados al medio acuético en un acto sincronizado, donde los
gametos se activan por el agua y los espermatozoides fertilizan los évulos. El ciclo
reproductivo tipico de un pez, se divide en dos fases principales: la proliferacion, el
crecimiento y la diferenciacion de los gametos, constituyen la primera fase (vitelogenesis
y espermatogénesis); mientras que la maduracion de los 6vulos, los espermatozoides y la
preparacion para la liberacion, constituyen la segunda (espermiacion y ovulacion)
(L6pez-Hernandez et al., 2018).

En acuicultura conocer el diagndstico del semen ayuda a determinar la capacidad
fecundate del eyaculado y genera mejoras en las técnicas de fertilizacion in vitro y el
desarrollo de protocolos de crioconservacion para el mejoramiento genético (Lopez-
Hernandez et al., 2018). La calidad del semen estd dado por la capacidad del
espermatozoide de fertilizar al ovocito y esta a su vez depende del plasma seminal que
esta constituido por secreciones testiculares originadas en los conductos espermaticos que

le dan la inmovilidad al esperma (Martinez et al., 2019).

1.1.1. Congelacion de semen.

La crioconservacion se define como una técnica para la conservacion de tejidos,
células u otros materiales biol6gicos a muy baja temperatura (generalmente a -196°
C), a la cual permanecen genéticamente estables y metabolicamente inertes. Muchos

protocolos fueron disefiados hasta la actualidad pero variables en sus resultados por

3
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lo g es necesario ajustar un protocolo para cada especie y zona de produccién
(Navarro et al., 2004).

Esta puede ocasionar dafio irreversible a la membrana plasmatica por la formacién
de cristales de hielo, o por la despolarizacion de la membrana como consecuencia del
intercambio i6nico, conllevando a la activacion y capacitacion espermatica
espontanea; en la congelacién se forma cristales, este proceso de cristalizacién toma
lugar intracelularmente cuando el agua en su fase liquida pasa a sélida en forma de
cristales y el medio externo también cambia a forma solida, lo que conlleva a que la
concentracion de solutos en los canales residuales aumente progresivamente,
mostrandolo hiperosmético con respecto a la célula, e induciendo la salida de agua y
la concentracién de solutos intracelulares, conllevando a una deshidratacion
(Ramirez-Merlano et al., 2010).

Al fenébmeno anterior de presentacion de cambio de forma liquida a solida (cristales)
en la que aparece el primer el ndcleo de hielo o nucleacion al llegar a una temperatura
de -5 a -15°C, por otro lado el medio externo también se solidifica por lo que se
incrementa la concentracion de solutos, siendo hiperosmético con respecto a la
célula, induciendo la salida de agua de la célula 'y su congelamiento externo (Medina
et al., 2005).

En general si un crioprotector es penetrante reemplaza el agua intracelular y baja la
fraccion congelada, evitando la congelacién de solutos. No se debe olvidar que se
tiene varias hipotesis sobre los dafios por la criopreservacion, como el dafio por la
concentracion de solutos en el liquido extracelular que ocasiona cristales de hielo,
también por contraccion de la célula por debajo del volumen minimo tolerable y la
ruptura de la membrana que consideran que la sobrevivencia depende del tiempo
permitido para que ocurra el evento de separacion de fases durante la congelacion.
Si este no ocurre se pueden crear orificios en la membrana por fallas en el
agrupamiento de los lipidos durante la descongelacion 'y por altimo la ruptura de la
membrana puede ser por la friccion del agua al pasar rapidamente a través de ella,

excediendo la capacidad de la membrana de conducirla (Medina et al., 2005).

4
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1.1.2. Seleccién de reproductores.

Los reproductores aptos son aquellos que liberan el liquido seminal ante una suave
presion del abdomen, aquel que presenten semen en la papila urogenital después de
un suave masaje abdominal en sentido craneo-caudal. La presencia de semen indica
que el macho ha alcanzado la madurez gonadal y por lo tanto, puede ser sometido al
tratamiento hormonal para inducir la espermiacion (Cruz-casallas et al., 2006). La
biologia reproductiva de machos y hembras de trucha difiere en diferentes aspectos,
entre ellos la edad a la cual maduran sus gametos; en el caso de los machos ocurre al

afio de edad, mientras que las hembras maduran a los dos afios (Bastardo et al., 2004).
1.1.3. Espermatozoides de peces

El espermatozoide de los peces se denomina primitivo, y se diferencia en una cabeza,
una pieza media y un flagelo. La cabeza contiene el nucleo que transfiere el conjunto
haploide del cromosoma a la siguiente generacion. El acrosoma no existe en los peces
6seos. Las mitocondrias, el centriolo proximal y el centriolo distal se encuentran en
la parte media. Las mitocondrias suministran energia para el batido del flagelo (Alavi
etal., 2019)

1.1.4. Obtencion de semen.

Es recomendable anestesiarlos con benzocaina a 30 ppm (Sahin et al., 2013) y secar
su abdomen para evitar el contacto con agua, orina 0 heces que pudieran activar al
espermatozoide o ensuciar la muestra ya que cualquier contaminacién en semen de
salmonidos afecta la calidad inicial de las muestras y la aptitud de las mismas para la
crioconservacion (Betancur et al., 2008) y recolectado mediante un tubo graduado de
50 ml o jeringa o una canula que podria usar para obtener semen puro pero con el

riesgo de lesiones testiculares (Lopez-Hernandez et al., 2018).

La contaminacién con orina durante el estrujamiento es casi inevitable debido a la
proximidad entre el ducto espermatico y el uréter, esta contaminacion
frecuentemente causa alteracion de la calidad del semen y puede ser responsable de
las variaciones en la calidad espermatica (Medina et al., 2005). Por lo general la
obtencion de semen es en forma manual por presion en los flancos en direccion céfalo
caudal (Torres et al., 2014).Generalmente, el esperma se recoge mediante un suave
masaje abdominal en un vaso de cristal abierto (0,5 cm de profundidad), con especial

5
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cuidado para evitar la contaminacién. La aplicacion de catéteres durante el muestreo
reduce el riesgo de contaminacion del esperma por la orina. Sin embargo, en el caso
de los salmonidos, el uso de cateteres puede dafiar los conductos espermaticos,
especialmente en los peces pequefios, lo que provoca una hemorragia (Judycka et al.,
2019).

1.1.5. Caracteristicas macroscopicas del semen de peces.

Es importante para determinar la calidad del semen que se destinara para produccion
de peces en forma comercial o para introducir nuevas especie o conservarlas, toda la
evaluacion se realiza a 28 °C por no mas de 30 minutos durante la cual se evalua por

microscopio (Cruz-casallas et al., 2006).
1.1.5.1.  Volumen.

Se mide en un tubo aforado en ml y en base a ello se calcula la cantidad de
diluyente. Se debe evita el contacto con agua, heces y orina para evitar la
activacion de los espermatozoides y la contaminacién de la muestra, el semen
en algunos casos un poco viscosa, en el cual se distinguen dos componentes
fundamentales principalmente, uno celular, que son los espermatozoides, y otro
el liquido seminal que sirve de medio de suspensién a los espermatozoides, y
que es segregado por los testiculos y por los conductos espermaticos (Torres et
al., 2014).

También debe considerarse que los peces mas jovenes y las especies de menor
tamafo suelen producir esperma de volumen bajo y variable (pocos mL). Esto
limita la aplicacion de la tecnologia de alto rendimiento, ya que los pequefios
volumenes de esperma implican la produccion de un numero limitado de

pajuelas con esperma criopreservado. (Judycka et al., 2019).

Ademas, los organismos que presentan mayor volumen de semen, son los que
tienen mayor peso, pues Castro-Castellon et al., (2017) demostr6é que de los
organismos el que méas volumen presentd fue el M1 con 30 mL, el cual a su vez
tiene el mayor peso de todos los organismos siendo de 3.21 kg. El que menos

semen produjo fue el M2 con un total de 10 mL y un peso de 1.59 kg.

6
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1.15.2. Color

De acuerdo con lo reportado por la mayoria de investigadores, es mas comun
encontrar semen de color blanco y aspecto lechosa (Bustamante-Gonzalez et
al., 2018). En general, el semen en los salménidos es una secrecion blanca
lechoso (Torres et al., 2014).

1.1.6. Caracteristicas microscépicas del semen de peces.
1.1.6.1.  Activacion espermatica.

Se expresa en segundos desde que el espermatozoide es activado con agua hasta
que disminuye a 5% (Martinez et al., 2019) o cesa el movimiento flagelar o
desde la adicion de la solucion de NaHCO3 hasta el cese completo de los
movimientos espermaticos (Cruz-casallas et al., 2006). Es mejor diluciones
altas (p.e 1:1000) para tener una activacion sincronica ademas de la viscosidad
del semen; generalmente, este tiempo de motilidad es influenciado por el
habitat del cual se origina el reproductor macho como para el caso de peces de
agua dulce que necesita medios hipotonicos, por lo tanto el tiempo de motilidad
depende del agua, T°, osmolaridad y cantidad de ATP generada por las

mitocondrias (LOpez-Hernandez et al., 2018).

Otros autores como Castro-Castellon et al., (2017) usan el suero fisioldgico
como activador espermatico ya que prolonga la duracion de la movilidad
espermatica post descongelacién o agua del mismo estanque, para garantizar la
calidad de las muestras (Restrepo-Betancur et al., 2017). Por ejemplo Sahin et
al., (2013) usaron una solucion de activacion (0,3% de NaCl) en una proporcion
de 1:100 (1 pl de esperma por 99 ul de solucidon de activacidon) mientras que
Necmettin et al., (2003) usaron 10 pl de semen en un portaobjetos de cristal y
afadiendo 100 pl de solucidn de activacion (0,3% de NacCl).

Los espermatozoides estan inmoviles por las altas concentraciones de K en el
liquido seminal también por el pH y la osmolaridad de la solucion activadora,
la estimacion se realiza de manera subjetiva en la escala de 0 a 100% con

intervalos de 10% (LOpez-Hernandez et al., 2018).
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Para todas las especies, la funcién mitocondrial normal es un factor clave factor
de fertilidad de los espermatozoides y para los peces es especialmente critico
mantener la actividad mitocondrial porque la alta motilidad normalmente dura
solo de 30 s a pocos minutos. Los espermatozoides de la trucha arco iris solo
tienen una mitocondria para producir suficiente ATP para impulsar esta alta
motilidad transitoria, y los dafios sufridos durante la criopreservacion
seguramente conducird a la disminucion de la motilidad y como resultado la
capacidad de fertilizacion (Merino et al., 2011). Las reservas de energia de los
espermatozoides (principalmente ATP) son limitadas debido a la ausencia de
subestratos disponibles en el agua dulce o marina. Por ello, la duracion de la
motilidad de los espermatozoides es corta en los peces y el ATP es producido

por la respiracion mitocondrial (Alavi et al., 2019).
1.1.6.2. Motilidad.

La motilidad del espermatozoide es considerada como uno de los parametros
mas utilizados para determinar la calidad del semen (Valdebenito et al., 2009).
Permite el pronoéstico del éxito de la fertilizacion, ya que los valores altos de
los parametros de motilidad de los espermatozoides generalmente se
correlacionan fuertemente con la capacidad de fertilizacion (Judycka et al.,
2021).

La motilidad puede verse afectada por alteraciones en la actividad mitocondrial
que agotan a los suministros de energia de las células espermaéticas, lo que
condujo a la reduccién de los movimientos de los flagelos y varia de pocos
segundos a minutos en funciodn de la especie estudiada por lo que es uno de los
parametros que presenta mayor correlacion con las tasas de fertilizacion
(Bustamante-gonzalez et al., 2019). Es evaluado de forma subjetiva en un
campo visual bajo el microscopio Optico (40X), para la crioconservacion el
porcentaje optimo es > a 80% porque menor a esto causa reduccién en la

fecundacion (Lopez-Hernandez et al., 2018).

La activacién de la movilidad, implica la respuesta a los cambios i6nicos, que
conducen en ultima instancia a la transduccion de sefiales intracelulares y
finalmente, la maquinaria movil, el axonema, que es activado mediante la

fosforilacion de las subunidades asociadas con las dineinas responsables de la
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conversién de energia quimica de hidrolisis de ATP a energia mecanica para
llevarla a cabo, la cual es dependiente del nimero de mitocondrias y de las

reservas energéticas disponibles (Bustamante-gonzalez et al., 2019).

En general, el semen en los salménidos tiene una motilidad menor a 30
segundos después del desove en agua dulce (Castro-Castellén et al., 2017).
Pero el principio rector es congelar espermatozoides de alta movilidad, ya que
es un determinante clave para el éxito de la criopreservacion. Cualquier
contaminante conduce a la disminucién de la motilidad del esperma y, en
consecuencia, reduce el éxito de la criopreservacion. Las fuentes potenciales
de contaminacion en los espermatozoides son la orina, las heces y la sangre
(Judycka et al., 2019).

La movilidad de los espermatozoides en peces de fertilizacion externa se
adquiere al iniciar el contacto con un medio acuoso, en donde responden a
condiciones fisicoquimicas, como cambios en la presion osmdtica, temperatura
y pH, las cuales se pierden pocos segundos después pero también se debe
contemplar que el pH para la movilidad 6ptima de los espermatozoides en
trucha arcoiris es de 8.0 a 8.2; sin embargo, se ha reportado que la frecuencia
del batido flagelar de los espermatozoides de trucha depende del pH de la
solucion activadora (Bustamante-Gonzalez et al., 2018). No es recomendable
el uso de cubre objetos ya que afecta negativamente el movimiento de los
espermatozoides dando lugar a un movimiento de escaso cambio de posiciony
no uno progresivo (Castro-Castellén et al., 2017). Alguno autores usan
bicarbonato de sodio al 1% en una proporcion de 3.3 ml de activador para cada
0.2ml de semen (Fogli Da Silveira et al., 1994).

Sin embargo, el mecanismo por el que disminuye la motilidad no se ha
dilucidado a fondo hasta la fecha. Existe una fuerte correlacion entre el
porcentaje de espermatozoides inmoviles y los defectos mitocondriales tras la
descongelacion. También se ha sugerido que los cambios rapidos en la
osmolaridad y la formacién de cristales de hielo intracelulares en el proceso de
criopreservacion pueden provocar cambios en las proteinas de la membrana y
en la composicidon de los carbohidratos, que pueden alterar las estructuras de la

membrana (Hezavehei et al., 2018) también como fuente de activacién se usa
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el fluido ovarico o liquido celémico que acompafa las ovas durante el desove
es un activador natural muy efectivo para el espermatozoide (Valdebenito et
al., 2009).

Los iones de potasio son los iones clave que controlan la motilidad del esperma
en los salmonidos. Una disminucion de las concentraciones ambientales de
iones de potasio provoca el eflujo de iones de potasio a través de canales de
membrana, lo que conduce a la hiperpolarizacién de la membrana y al inicio

de la motilidad de los espermatozoides (Judycka et al., 2016).
1.1.6.3.  Concentracion espermatica.

La concentracion de esperma es uno de los principales parametros de calidad
que se evalla como parte del andlisis estdndar de semen de peces. Se refiere al

numero de espermatozoides por ml (Judycka et al., 2021).

Este parametro esté relacionado con la estacion reproductiva, las hormonas
adicionadas, la especie, alimento y calidad de agua que es variable entre
individuos de la misma especie y entre especies, no hay un nimero exacto de
espermatozoides para garantizar la fertilizacion debido al que estan en funcién
del numero de ovulos a fertilizar considerando un aproximado de 2 a 3.5
millones de espermatozoides vivos por ovulo tanto papa el semen fresco,

refrigerado y congelado (Lépez-Herndndez et al., 2018).

La concentracién espermatica consiste en diluir una muestra de semen en una
proporcién 1:1200 con solucion salina fisiologica (NaCl 0.9%) en una cdmara
contadora de particulas (Neubauer o Makler) y se expresa en porcentaje (Cruz-
casallas et al., 2006). También se debe reconocer que la relacion
esperma/huevo en las pajillas utilizadas podria mejorar las tasas de fecundacion
artificial en la trucha esto enfatiza la importancia de la eleccion de la relacién
dptima espermatozoides/huevos para determinar la capacidad de fecundacion
de los espermatozoides descongelados (Di lorio et al., 2019).

La concentracion de espermatozoides varia entre las especies, las poblaciones
e incluso dentro de las muestras de un mismo pez, en funcion del periodo de
recogida durante la estacion reproductiva. Por lo tanto, la concentracion de

espermatozoides en las pajuelas después de la dilucién con un diluyente a una
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proporcién constante (generalmente 1:3 o 1:5) difiere entre los individuos, lo
que podria causar diferencias en la motilidad espermatica después de la
descongelacion y en las condiciones de la fecundacion con respecto a la

proporcion espermatozoide-huevo (Judycka et al., 2019) .

Ademas se podria sugerir que la baja dilucion probablemente inducida por las
condiciones de hipoxia, afectan los parametros de movilidad, mientras altas
diluciones podrian hacer perder las propiedades protectoras de los compuestos
del plasma seminal, lo que afectaria los valores de los diferentes parametros de
movilidad (Betancur et al., 2008).

1.1.6.4.  Viabilidad espermatica.

La viabilidad del esperma es un determinante clave de la calidad del esperma
y se basa principalmente en el andlisis de la integridad y funcionalidad de la
membrana celular. La viabilidad de los espermatozoides a menudo esta
relacionada con una membrana plasmatica intacta, ya que el plasmalema es
fundamental para las interacciones de los espermatozoides con otras células y

su entorno (Judycka et al., 2021).

Se sugiere que durante la congelacion y descongelacion, la osmorregulacién
celular puede dafiarse cuando los espermatozoides se exponen a soluciones
crioprotectoras, lo que resulta en un agrandamiento de la cabeza o la cola,
seguido de lesiones en los organulos intracelulares, por lo que lleva a la
disfuncion de las mitocondrias y al derrame de la cromatina nuclear, dando
lugar a células espermaticas anormales o0 muertas, ademas las anormalidades
morfolégicas de la pieza media y la cola causan alteraciones progresivas en la
motilidad, aumentando el ndmero de espermatozoides con movimientos
circulares u oscilatorios, reduciendo asi la tasa de fertilizacién y por Gltimo en
caso de congelacidn se presentan un aumento de tamafio o pérdida parcial de

mitocondrias en la pieza media, ademas de colas rotas (Galo et al., 2019).

Por otro lado la identificacién de los parametros de los espermatozoides
relacionados con la viabilidad y la fertilidad posteriores a la descongelacion es
siempre un tema importante para la criopreservacion en cualquier especie

(Yang et al., 2018). La viabilidad se refiere a los espermatozoides vivos y
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muertos detectados con la tincion eosina — nigrosina en la que los vivos se tifien
de rojo y los vivos no; y en la morfologia se detectan anormalidades como
espermatozoides con doble flagelo, gotas de citoplasma en el flagelo proximas
a la cabeza, flagelos curvados o doblados y cabezas sin flagelo (LOpez-
Hernandez et al., 2018). Ademaés, la viabilidad de los huevos debe ser estable
en la solucion de fecundacion durante el tiempo que dura la fecundacion, que

es de unos 2+3 min (Lahnsteiner, 2000)
1.1.7. Crioprotectores.

Tanto los diluyentes como los crioprotectores, son soluciones que tienen como
funcién proteger la integridad del espermatozoide ante la accion toxica de los
productos generados por su propio metabolismo durante el proceso de
crioconservacion, e incrementar el volumen del eyaculado, protegiendo contra la
accion toxica de su propio metabolismo y cambios de temperatura, con caracteristicas
como la no presencia de sustancias toxicas, simulacion con la composicion y
osmolaridad seminal de cada especie, capacidad amortiguadora para proteger a los
espermatozoides de las variaciones de pH, poseer sustancias que favorezcan la
anaerobiosis, tales como citratos, fosfatos, glucosa, fructosa yema de huevo y leche
(Medina et al., 2005).

La glucosa es muy usada ya que suministra energia a los espermatozoides para los
procesos vitales y el aporte de electrolitos (Ramirez-Merlano et al., 2010). Los
crioprotectores reemplazan el agua intracelular de tal manera que el liquido
intracelular es enfriado rapidamente entre -5 y -15 °C evitando asi la presentacion de

cristales de hielo (Bustamante-gonzalez et al., 2019).

En el caso de los crioprotectores se tiene los penetrantes (glicerol, metanol,
etilenglicol, 1,2-propanodiol, butanediol, acetamida y el dimetil sulfoxido (DMSO)
y los no penetrantes (polivinil alcohol (PVA), hialuronato de sodio y la albdmina);
por su efecto osmotico remueven el agua del citoplasma, para ser reemplazado por
los crioprotectores permeables o penetrantes por otro lado tiene el efecto de prevenir

el choque osmético durante la descongelacion (Medina et al., 2005).

La mayoria de autores mencionan que el uso de DMSO (dimetilsulfoxido) tiene los

mejores resultados post descongelacion en las variables de movilidad total y
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progresiva. EIl DMSO 10%, es confirmado como la preferencia en la mayoria de los
procesos de crioconservacion de semen de peces. Aungue no se conoce con exactitud
el mecanismo de accion a nivel celular, pero se ha sugerido que existe una interaccion
electrostatica entre el grupo sulfoxido polar del DMSQO vy la bicapa de fosfolipidos de

la membrana plasmatica (Pineda-Santis et al., 2015).

Esta interaccidn podria darse entre la molécula de colina de los grupos cabeza de la
fosfatidilcolina o por una interaccion entre el oxigeno sulféxido del DMSO y un
grupo fosfato de la cabeza de fosfolipidos por medio de un enlace de hidrogeno con
una molécula de agua, pero la toxicidad del DMSO estd dirigida al estado
bioenergético del espermatozoide, interfiriendo con el balance entre sintesis y
utilizacion de ATP, al faltar ATP, el control metabolico sobre los procesos celulares
dependientes de iones podria verse afectado, ocasionando una inapropiada activacion

de fosfolipasas y proteasas y un dafio celular irreversible (Medina et al., 2005).

El diluyente es una solucidn en agua destilada estéril de 5.5% (p:v) de glucosa, 12%
(v:v) de yema de huevo de gallina'y 10% (v:v) de dimetilsulfoxido (DMSO), primero
se debe mezclar la glucosa con aproximadamente el 60% del agua destilada,
previamente calentada a 37°C y luego se adiciona el volumen total de DMSO, la
yema debe incorporarse inmediatamente antes de la utilizacion del diluyente y
cuando la reaccion exotérmica del DMSO con el agua haya terminado y luego se
completa el diluyente (Cruz-casallas et al., 2006). No olvidemos que también se debe
considerar el uso glucosa en la formula porque a concentraciones de glucosa méas
bajas, el crioprotector solo proporciond una proteccion insuficiente, mientras que las
concentraciones de glucosa mas altas pueden tener un efecto deletéreo en los

espermatozoides debido a la alta osmolalidad (Judycka et al., 2019).
1.1.8. Yema de huevo en la crioconservacion.

La yema de huevo ha sido usada con éxito en diluyentes en combinacion con
crioprotectores intracelulares para crioconservar espermatozoides de peces Yy
mamiferos para atenuar los dafios ocasionados por el choque térmico durante el
enfriamiento, congelacion y descongelacion con un efecto de sinergia con el
crioprotector (Atencio et al., 2015). Tiene una accién termo protectora, la cual es
ejercida por la fraccion lipidica compuesta por lecitina y cefalina y una accion
conservadora dada por la fraccion lipoproteica (Ramirez-Merlano et al., 2010) o
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como otros lo consideran debido a su contenido de lipoproteinas de baja densidad
(LDL siglas en inglés) (Attencio et al., 2015).

Por otra parte, la yema de huevo ha sido usada con éxito en diluyentes en alianza con
crioprotectores extracelulares para espermatozoides crioconservados (peces Yy
mamiferos) contra el choque térmico durante el enfriamiento, congelacion y
descongelacion, por su composicién quimica en términos de colesterol, acidos
grasos, lipoproteinas y fosfolipidos, los cuales influyen en la proteccion del semen
crioconservado (Poma, 2004). También se usa la glucosa con el efecto de
crioprotector no penetrante ya que la glucosa parece ser esencial para la
criopreservacion, lo que concuerda con los estudios que documentan la importancia
de utilizar crioprotectores externos para preservar el semen de la trucha arco iris. El
esperma de la trucha arco iris parece ser sensible al dafio criogénico resultante de las

altas concentraciones de espermatozoides en las pajas (Ciereszko et al., 2014).
1.1.9. Congelacion

La congelacion lenta utiliza bajas concentraciones de crioprotectores que se asocian
a la toxicidad quimica y al choque osmatico; pero antes de congelar es necesario la
refrigeracion del semen a 4°C pues se reduce la actividad metabolica celular y
aumenta la vida atil de los espermatozoides (Barbas y Mascarenhas, 2009). La
congelacién lenta, la congelacion rapida y la congelacion ultrarrapida (es decir, la
vitrificacion cinética) son métodos convencionales de criopreservacion. La
congelacion lenta es un método en el que los espermatozoides se enfrian
progresivamente durante un periodo de 2 a 4 horas en dos o tres pasos, de forma
manual o automatica, utilizando una maquina programable. Se ha sugerido que en la
congelacién lenta, la formacion de cristales de hielo da lugar a altas concentraciones
de electrolitos en el interior de las células y a posibles dafios quimico-fisicos en los

espermatozoides (Hezavehei et al., 2018).

La criopreservacion consiste en el congelamiento del semen en nitrégeno limpio para
mantener su calidad por un periodo indeterminado. Durante la congelacion la
estructura de la membrana plasmatica del espermatozoide puede perder su estructura
lipidica, cuando los lipidos que la componen alcanzan su punto de transicion, la
membrana puede desorganizarse, empaquetandose para formar pequefias micelas,

afectando a la permeabilidad y otras funciones celulares ya que los lipidos se
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desorganizan y las proteinas que hay entre ellos formando canales de permeabilidad

o moléculas de reconocimiento, se ven afectados (Mufioz, 2011).

La superficie celular tiene regiones o dominios diferentes con funciones especificas,
la pérdida del mosaico fluido durante la congelacién conlleva a que esta
regionalizacion se pierda, afectando la recepcion y envio de sefiales que inician la
movilidad, o el reconocimiento de la membrana entre los gametos (Bustamante-
gonzalez et al., 2019). Ademaés se mostrd que hubo un aumento de la fragmentacion
del ADN despueés de la criopreservacion que se puede observar por los pixeles y la

longitud de la cola de los cometas (Cabrita et al., 2005).

El congelado con vapores de nitrégeno es el mas usado en peces, también dan buenos
resultados la congelacion con hielo seco e inmersion en nitrogeno liquido directo, sin
olvidarse que el factor critico en la congelacion es la velocidad de congelacion y es
una variable menos estandarizada en estudios de crioconservacion de semen (Medina
et al., 2005). En el caso de curvas de congelacion lenta las células tienen méas tiempo
para deshidratarse antes de la congelacién; sin embargo, la exposicion prolongada
puede presentar un medio residual hiperosmético que puede influir en la viabilidad
de la célula (Atencio et al., 2014).

El crio dafio que ocasiona la baja tasa de fertilidad puede ser el dafio de la membrana
espermatica involucrada en el intercambio i6nico que desencadena el proceso de
activacion ademas la desestabilizacion de la membrana espermatica es causada por
cambios abruptos de temperatura durante el enfriamiento y descongelacion, en la
transicién de este evento se postula la hipotesis que tal dafio se genera por la
peroxidacién de los lipidos de membrana y desacople de aminoacidos que
desestabilizan las interacciones hidrofdbicas entre proteinas y lipidos de membrana.
Por otro lado, existe evidencia que sugieren que el proceso de criopreservacion
pueden generar dafios significativos al genoma espermatico, criodafios subletales que
en muchos casos no pueden ser detectados por procedimientos estandar de

evaluacion espermatica (Betancur et al., 2008).

Las pajillas también juegan un papel importante en la congelacién por que las pajillas
con un volumen de 0,5 ml son adecuadas para los bancos de genes y para fines
experimentales; las pajillas con un volumen de 1,2 ml tienen ventajas para la

fertilizacion de grandes lotes de 6vulos. Sin embargo, con las pajitas de 1,2 ml la
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fecundacidn a gran escala es complicada, ya que se necesitan al menos 16 pajillas de

1,2 ml para fecundar 500 ml de évulos (Lahnsteiner, 2000).
1.1.10. Temperatura de congelacion.

En el curso de la criopreservacion, los espermatozoides deben soportar varias
tensiones graves iniciadas por el proceso de congelacién / descongelacion. Los
principales agentes que afectan la supervivencia de los espermatozoides son la
sensibilidad al choque por frio, la congelacion y sobre todo las velocidades de
enfriamiento ademas de la composicion del diluyente y el estrés osmético (Judycka
etal., 2021).

La mayoria usa caja de espuma de poliestireno llena de NL, utilizando marcos de
espuma de poliestireno (o balsas) de fabricacion casera o comercial, en los que se
colocan pajitas que flotan en la superficie del nitrégeno liquido. Esta técnica permite
la congelacion en el gradiente de densidad de los vapores de NL, y se supone que las
tasas de congelacién dependen de las alturas de los marcos. Se trata de un método
eficaz, que presenta algunas limitaciones importantes 1) una variabilidad
relativamente alta de las condiciones de congelacion, ya que es dificil conseguir
condiciones reproducibles en una caja de espuma de poliestireno, 2) la falta de
posibilidades de controlar la tasa de congelacion utilizando programas informéticos
y 3) una baja eficiencia (s6lo se pueden cargar hasta 90 pajitas en un marco, mientras
que se necesitan unas 1000 pajitas para ser congeladas en condiciones practicas de
incubacion). En conjunto, las limitaciones restringen su uso en la tecnologia de alto
(Judycka et al., 2019) ademas los cambios en los niveles de nitrogeno liquido como
resultado de la evaporacion tenian que ser compensados en intervalos de 15 - 20 min,
una desventaja en comparacion con las bandejas que flotan libremente (Lahnsteiner,
2000).

Cada especie tiene velocidad éptima de congelacion de semen que garantiza su
supervivencia; si la velocidad de congelacién es demasiado rapida o demasiado lenta
el estrés producido por el proceso de criopreservacion aumenta. El estrés inducido
por la formacion de cristales de hielo esta asociado a los cambios en la presion
osmotica de la fraccién no congelada por lo que se reconoce que la duracion de la

exposicién a estos eventos deberia minimizarse para lograr una éptima sobrevida,
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implicando entonces que el enfriamiento celular deberia ser rapido (Lahnsteiner,
2000).

Pero a la vez debe ser suficientemente lenta como para permitir la salida de agua
intracelular gracias a la presion osmdtica extracelular, y prevenir la formacion de
cristales de hielo intracelular, lo cual es letal para la célula. Las células espermaticas
son congeladas a tasas bastante rapidas, en el rango de 15-60 °C/ min, lo cual ha sido
empiricamente calculado como la velocidad de congelacion que permite mayor
probabilidad de obtener una mejor tasa de sobrevida celular (Stornelli et al., 2005),
ademas la aparicion espontanea del primer nacleo de hielo o nucleacién, ocurre
cuando la solucion llega a temperaturas entre -5y —15°C en cuyo caso la velocidad
de enfriamiento juega un papel importante en este sentido. Si la congelacion es
suficientemente lenta el equilibrio es alcanzado a través del eflujo de agua, pero si la
congelacién es muy rapida, la célula no puede perder agua lo suficientemente rapido

para alcanzar el potencial de equilibrio, congelandose intracelularmente.

Aunque la velocidad de congelacion es una de los factores mas criticos en el proceso
de crioconservacion de semen, esta es la variable menos estandarizada en los estudios
de crioconservacion seminal en peces (Medina et al., 2005). En otras especies se han
reportado tasas de mayor sobrevivencia espermatica postdescongelacién utilizando
tasas de enfriamiento entre 20 y 30 °C/min antes del sumergimiento en nitrégeno
liquido (Medina-Robles et al., 2007). La mayoria de técnicas de conservacion de
semen aplican tasa de congelacion lenta de 5°C hasta -80°C a una velocidad de 1 a
10°C/min y se sumergen al nitrogeno, también se han hecho con equipos
programables con enfriamientos de 20°C hasta -80°C a una velocidad de 6°C/miny
luego almacenadas en nitrégeno y aun asi se causa dafio al espermatozoide, ademas
las temperaturas de congelacion pueden variar entre -70°C, -80°C y -99°C, con

diferentes resultados postdescongelacion (Di Santo et al., 2012).

Los resultados de la calidad seminal post descongelacion pueden depender del
protocolo de congelacién utilizado, por sus cambios de descenso de temperatura entre
los procedimientos por vapores de nitrdgeno, versus los tratamientos de congelacién
programable. Otro factor determinante pudo ser la calidad de las muestras seminales
utilizadas, la cual pudo presentar variaciones por efectos como la época y la edad de

los reproductores, ademas la criopreservacién es un método sensible a diversos

17

repositorio.unap.edu.pe
I



UNIVERSIDAD
NACIONAL DEL ALTIPLANO TESIS EPG UNA - PUNO

Repositorio Institucional

factores como el descenso de temperatura o el tipo de protector; siendo el DMSO
como uno de los crioprotectores permeables de bajo peso molecular mas empleado
en la criopreservacion de semen de teledsteos tropicales y salménidos (Betancur et
al., 2008).

Durante el proceso de enfriamiento y congelacion, los espermatozoides se ven
sometidos a cambios drasticos en su entorno fisico y quimico. Uno de estos cambios
tiene lugar cuando el agua liquida se convierte en hielo. La nucleacion espontanea
del hielo suele producirse después de que la solucion se sobre enfrie a una
temperatura entre -5 y -15°C. Los cristales de hielo creceran rapidamente en todas
las direcciones. El calor latente calienta la muestra hasta que la fraccion restante no
congelada de la solucién alcanza la temperatura de congelacion. En este punto, la
formacion de hielo se detiene o avanza a un ritmo que se rige por la velocidad a la
que se sigue enfriando la muestra. La concentracion de solutos y, en consecuencia,
la presién osmotica de la fraccion no congelada aumenta rapidamente, provocando

un efluvio de agua de las células (Di Santo et al., 2012).

Por lo tanto, las células se deshidratan y se encogen. Cuando las células se enfrian
lentamente, la deshidratacion puede proceder hasta el punto de equilibrio osmético
entre el espacio intra y extracelular. La deshidratacion celular y, en consecuencia, la
contraccion osmotica de las células serd maxima, y las células estaran expuestas
durante demasiado tiempo a un aumento continuado de la concentracion de solutos
en la fraccion no congelada, lo que puede causar los Ilamados efectos de solucion. El
aumento de la velocidad de enfriamiento conducira a una menor deshidratacion
celular excesiva, a una menor concentracion de solutos intracelulares y a una menor

contraccion celular (Viveiros et al., 2001).

Al considerar el dafio por congelaciéon lenta, que parece ser causado por la
contraccion celular y el aumento de la concentracion de electrolitos, durante un
enfriamiento muy lento, el proceso de deshidratacion gradual de la célula a medida
que el hielo se forma lentamente (Fowler & Toner, 2005).

1.1.11. Descongelacion

La descongelacion es un punto importante en el proceso de criopreservacion y

también tiene efectos adversos, la recristalizacion del hielo al momento de la
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descongelacion provoca efectos similares a los de la congelacion, por otro lado se
considera que ademaés de los cristales de hielo también el desbalance osmoético que
ocurre durante el proceso de descongelacion y no a la formacion de hielo intracelular,
causando dafos en la célula a nivel morfolégico (membrana) y dafio a nivel de DNA
por la alteracion del material genético de la célula (Atencio et al., 2014). Para el
descongelamiento, se realiza un bafio-maria con agua a diferentes temperaturas (30-
65°C), durante algunos segundos (5-15s) (Mufioz, 2011).

El rango de temperaturas de descongelacion en semen crioconservado en peces es
muy amplio, variando desde temperaturas cercanas a las de refrigeracion de 4 °C
hasta temperaturas por encima de los 80 °C, las temperaturas altas en corto tiempo
son viables, pero es probable que las temperaturas éptimas puedan estar relacionadas
directamente con las temperaturas del agua en la cual los peces desovan; es decir,
temperaturas de descongelacién mas bajas para peces de agua fria y mas altas para
peces de agua calida (Medina et al., 2005). La evaluacion del semen post
descongelacion, en los procesos de crioconservacion son importantes, ya que se
pueden evidenciar los posibles dafios sufridos por los espermatozoides durante el
proceso de congelacion y descongelacion (Ramirez-Merlano et al., 2010). En este
caso, el tiempo de descongelacién las pajitas no es un reto en los ensayos de
fertilizacion, porque una pajita de 0,5 mL se descongela a 40° C durante 10 segundos
(Judycka et al., 2019).

Pero gracias a las temperaturas de descongelacion y sus variantes se puede obtener
mejores tasas de fertilidad ya que la alta tasa de descongelacion (40 ° C /5 s) resulta
en un mayor porcentaje de espermatozoides moviles (Rusco et al., 2020). Cuando el
periodo de descongelacion se modifica por sélo 5 s o la temperatura de
descongelacion por 5 °C, la fertilidad del semen después de la descongelacion se
reduce significativamente. Cuando las pajuelas de 0,5 ml se descongelan a 25 °C
durante 30 s, el semen se calienta a 20 °C, una temperatura superior a su éptimo. Se
sugiere que, o bien la recristalizacién, la formacion de cristales de hielo durante la
descongelacion, se reduce o se evita mediante este procedimiento de descongelacion,
0 bien se reactivaron mejor las vias metabdlicas (actividades enzimaticas)
(Lahnsteiner, 2000). Normalmente, altas velocidades de enfriamiento producen

cristales intracelulares pequefios que pueden llegar a ser inocuos, pero estos pueden
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unirse y crecer durante la descongelacién por medio de un proceso denominado

recristalizacion (Medina et al., 2005).

En general, las tasas de descongelacion deben ser altas para evitar la recristalizacién
pues se ha demostrado en salmdénidos que la descongelacion era el parametro mas
sensible durante la criopreservacion y que ligeras desviaciones de las condiciones
Optimas reducian el éxito de la fecundacion por lo que se sugirié un bafio de agua a
25 °C durante 30 s para la descongelacion del semen de la trucha arco iris pues parece
que la recristalizacion y la formacion de cristales de hielo durante la descongelacion
se redujeron o bien las actividades enzimaticas o las actividades enzimaticas se
reactivaron mejor (Sarvi et al., 2006). A este respecto, se acepta generalmente que,
si la velocidad de congelacion es suficientemente baja para inducir la deshidratacion
celular, se requiere una velocidad de descongelacién baja para asegurar una
rehidratacion adecuada; por el contrario, las altas velocidades de congelacién
inducen la congelacion del agua intracelular, por lo que es necesaria una velocidad

de descongelacion répida para evitar la recristalizacion (Rusco et al., 2019).
1.1.12. Fecundacién.

En caso de la fecundacidon se sabe que no hay una correlacién entre la motilidad y la
tasa de fecundacion por lo que la tasa de fertilizacion adecuada observada podria
estar relacionada con el alto vigor de las células espermaticas vivas, a pesar de su
movilidad reducida, los espermatozoides que permanecieron viables después de la
descongelacion probablemente no tuvieron dafios en la pieza media. (Galo et al.,
2019).

Los huevos fecundados u oculados se consideran fértiles, la tasa de fecundacion se
calcula después de 21 dias, debido a que en este tiempo se aprecia con mayor claridad
la fase de division celular y la tasa de fertilizacion ademas se considera que peces
con buena calidad en el desove se caracterizan por porcentajes de fertilizacion mayor

al 90% y bajos porcentajes de malformacién (Vargas, 2013).

En promedio algunos autores usan la proporcion de espermatozoides-huevos de
aproximadamente 0,5x10° espermatozoides/huevos para un éxito Optimo de la
fecundacion (Sahin et al., 2013) para ellos usan 10 gramos de huevo (100 ovas),

mientras que para Bastardo et al., (2004) es necesario 1 — 2 x 10<5espermatozoides
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por huevo. Mientras que segun Judycka et al., (2021) es necesario 300.000
espermatozoides de semen fresco por ova para garantizar la fertilidad, ademas es
posible usarlo en criaderos si aceptamos que una trucha arco iris hembra (peso de 1,5
kg) produce alrededor de 3000 huevos, la fertilizacion de ese nimero de huevos en
una proporcion espermatozoide / huevo de 1.000.000: 1 se puede realizar utilizando
solo dos pajitas de 0,5 ml de esperma criopreservado utilizando un protocolo
estandarizado, que asegura que 3 x 10° espermatozoides mL* es obtenido, por otro
lado también menciona que si suponemos que una hembra trucha arco iris (peso de
1,5 kg) produce unos 3.000 huevos, la fecundacion de ese nimero de huevos puede
cumplirse utilizando s6lo seis pajuelas de 0,5 mL de esperma criopreservado
(Judycka et al., 2019).

También se considera que, en comparacion con los espermatozoides del semen
fresco, el porcentaje de espermatozoides inmdéviles aumento significativamente y la
tasa de espermatozoides moviles disminuy6. Con una proporcion baja de
espermatozoides por 6vulo, la tasa de fecundacion de los espermatozoides también
disminuy0 significativamente; sin embargo, la disminucién de la capacidad de
fecundacion se pudo compensar completamente con una mayor proporcion de

espermatozoides por évulo (Lahnsteiner, 2000).

Como el semen congelado-descongelado presenta numerosas alteraciones y su
calidad no es estable, debe activarse y entrar en contacto con los dvulos lo antes
posible. Bajo estas consideraciones, la técnica de fecundacion humeda tiene las
siguientes ventajas. Los 6vulos ya se han introducido en la solucién de fecundacion
antes de descongelar las pajuelas y, una vez descongeladas éstas, el semen se mezcla
inmediatamente con los 6vulos y se activa simultdneamente con la solucion de

fecundacién (Judycka et al., 2019).

En cambio, cuando se utiliza la técnica de fecundacion en seco, los espermatozoides
se mezclan primero con los 6vulos y luego se afiade la solucién de fecundacion. El
retraso entre la descongelacion del semen y su activacién puede disminuir la calidad
del esperma. Los restos de liquido ovarico que se adhieren a los évulos pueden activar
parcialmente la motilidad de los espermatozoides, pero debido a los volumenes
restringidos, no es posible el movimiento progresivo de los espermatozoides hacia el

micrépilo (Lahnsteiner, 2000).
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Ademas, la proporcion de espermas por ova también juega un papel importante en la
fertilidad pues se demuestra que la capacidad de fecundacion posterior a la
descongelacion del semen de trucha arco iris puede ser similar a la del semen fresco
con una relacion esperma-huevo tan baja como 600.000:1 (Ciereszko et al., 2014).
Hay que destacar que para los peces salménidos se recomienda una relacién de 300
000:1 para la fecundacion con semen fresco mientras que la fecundacion con semen
de trucha marrén descongelado, la relacion esperma-huevo mas baja (1,2-2,4x10°
espermatozoides por Ovulo) aseguraba una alta tasa de fecundacion post

descongelacion (Nynca et al., 2014).
1.2.Antecedentes

Rusco et al. (2020) tuvo el objetivo de probar la efectividad de un procedimiento simple
de criopreservacion de semen, desarrollado para salménidos cultivados, en salmonidos
silvestres del &rea mediterrdnea y evaluar el efecto de diferentes tasas de descongelacion
y proporciones espermatozoides-ovulos. El semen de cinco machos individuales se diluyo
en una concentracion final de diluyente de glucosa 0,15 M y metanol al 7,5% y se cargd
en pajitas de plastico de 0,25 ml y una concentracion final de esperma de 3,0 x 10° Se
obtuvo esperma / mL. Después del equilibrio, las pajitas se congelaron por exposicién a
vapor de nitrégeno liquido a 3 cm por encima del nivel de nitroégeno liquido durante 5
min. El semen se descongeld a 40 °C / 5y 10 °C / 30 s. La criosupervivencia de los
espermatozoides se evaludé examinando in vitro los pardmetros de motilidad de los
espermatozoides utilizando el sistema CASA, seguido de ensayos de fertilizacion in vivo,
utilizando tres proporciones diferentes de espermatozoides a 6vulo 6 x 10°, 4,5 x 10°y 3
x 10°: 1. El procedimiento de crioconservacion aplicado resulté en una motilidad total
de los espermatozoides después de la descongelacién notablemente alta (85,6%), cuando
el semen se descongeld a 40 °C /5 s, mientras que la tasa de fertilizacion més alta (53,1%)
se registré para un espermatozoide a 6vulo relacion de 4.5 x 10° : 1. De acuerdo con estos
resultados, el procedimiento de crioconservacion que se probo resulto ser efectivo para la
poblacion silvestre de trucha marrén mediterranea y practico para la creacion del primer

criobanco de semen europeo.

Di lorio et al. (2019) en su trabajo sobre criopreservacién de semen para la trucha marrén
mediterranea del rio Biferno, tratando de optimizar el protocolo de congelacion de semen

de la trucha marrén a través de un andlisis in vitro de los efectos de dos extensores basicos
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combinados con tres crioprotectores sobre la calidad del semen post descongelacion; y
una in vivo prueba para evaluar la tasa de fertilizacion y eclosion. En la que uso diferentes
tipos de extensores como la glucosa y adicionando a los extensores DMSO 10%, y 10%
de yema de huevo como crioprotector no penetrante, haciendo unja dilucion de 1:3 (v: v;
semen: diluyente). EI semen extendido se envasé en pajitas de plastico de 0,25 ml. A
continuacion, las pajillas se equilibraron durante 10 minutos a 4°C (tiempo de equilibrio)
y se congelaron mediante exposicion a vapor de nitrégeno liquido a 5 cm por encima de
la superficie del nitrogeno liquido durante un periodo de 10 minutos. Después de la
crioconservacion, las pajitas se sumergieron en nitrogeno liquido para su almacenamiento
a-196 ° C. Posteriormente, las muestras de semen se descongelaron en un bafio de agua
a 30 ° C durante 10. Los resultados que encontré fueron que para la motilidad de los
espermatozoides (%) y su duracién (segundos) en semen fresco fueron 81,2 + 5,7 y 46,3
+ 6,1, la viabilidad espermaética y la integridad del ADN (%) fueron 83,8 + 3,3y 97,6 +
1,2 10<9 respectivamente, y la concentracién promedio de espermatozoides fue 10,6 +
1,4 x espermatozoides / ml. En caso de la viabilidad espermatica por efecto del dilutor se
tiene desde 29.9 hasta 36.3%, mientras que la integridad de membrana es de 97.3%, la
motilidad iba desde 20 a 42%, con un tiempo de activacion de entre 30 a 40 s por efecto
de la congelacion, mientras que la fertilidad estuvo entre 27 al 36%.

Castro-Castellon et al. (2017) evalud la calidad del semen utilizando muestras de
reproductores del lote Michoacano a finales de su periodo reproductivo. Se seleccionaron
siete machos y una hembra con edad promedio de tres afios; fueron sedados con
anestésicos econdmicos, una vez anestesiados se obtuvieron medidas biométricas de cada
organismo, asi como la extraccion del semen mediante una ligera presion abdominal. Se
realizaron pruebas cuantitativas y cualitativas para determinar la calidad del semen y
también se determing la tasa de fecundacion. Los resultados, en cuanto al volumen de
semen promedio, fue de 18.80 + 7.77 mL. EIl numero de espermatozoides promedio fue
de 7.7 x 107+1.9 x 10’ con un maximo de 14x10” mL y un minimo de 38 x10° mL™. La
motilidad promedio fue de 46.25 + 9.08 s con una motilidad vigorosa de 22.33 + 4.34 s.
Para determinar el porcentaje de fecundacion se utilizaron 421 huevos obteniendo el 98%
de viabilidad.

Judycka et al. (2016) tuvo el objetivo de determinar el efecto de la dilucion en diferentes
medios de maduracion sobre la calidad del esperma (caracteristicas de motilidad del
esperma y capacidad de fertilizacion) del esperma congelado / descongelado de trucha
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arco iris hembra con sexo inverso. También se evalué el efecto del tiempo de
almacenamiento posterior a la descongelacion (0, 15, 60 y 120 min) sobre la calidad del
semen. Se evaluaron los pardmetros de motilidad de los espermatozoides y la tasa de
fertilizacion en las etapas de ojos y eclosion para el semen posterior a la descongelacion
diluido en diferentes medios. El procedimiento de criopreservacion resulto en una alta
motilidad de los espermatozoides después de la descongelacion de aproximadamente el
57% y no difirio del semen fresco. Inesperadamente, los medios de maduracion
disminuyeron la capacidad de activacion de los espermatozoides inmediatamente después
de la dilucién; sin embargo, la motilidad de los espermatozoides aumentd con el tiempo.
Las tasas de fertilizacion del semen congelado / descongelado fueron altas (71-87%) y no
difirieron significativamente entre las variantes experimentales en ninguno de los
periodos de almacenamiento probados. Para la crioconservacion uso glucosa-metanol
(GM; 0,18 M de glucosa en 9% de metanol) en pajuelas de 0,25 ml. La concentracion
final concentracion de glucosa fue de 0,162 M y la concentracion final de metanol fue
del 8,1%. Las pajillas con el semen diluido se colocaron en un marco de 3 cm de altura
hecho de espuma de poliestireno y se equilibraron durante 15 min en hielo, seguido de la
flotacion en nitrogeno liquido durante 5 min y la inmersion en liquido. A continuacion,
las pajitas se descongelaron por inmersién en un bafio de agua a 40 °C durante 5 s, usando

una proporcion de 500.000:1 espermatozoides por huevo.

Figueroa et al. (2016) tuvo el objetivo de determinar el efecto de la congelacion sobre la
funcidén en espermatozoides de salmon del Atlantico (Salmo salar). EI semen se congeld
en medio de Cortland+1,3M dimetilsulfoxido+0,3M glucosa+2% alblmina de suero
bovino (concentracion final) en una proporcion de 1:3 (semen: crioprotector) como
tratamiento (T) y semen fresco como control (F). Se congelaron pajuelas de 0-5ml de
suspension espermatica en 4 cm de N2L. Se descongelaron en un bafio termorregulado
(400 C). Tras la descongelacion, se evalud el porcentaje de espermatozoides con ADN
fragmentado [transferasa dUTP (desoxiuridina trifosfato) nick-end labelling (TUNEL)],
la integridad de la membrana plasmatica (SYBR-14/PI) y el potencial de la membrana
mitocondrial (AYMMit, JC-1) mediante citometria de flujo y se evalué la motilidad
mediante microscopio éptico bajo luz estroboscépica. Las tasas de fecundacién del semen
de control y de tratamiento se comprobaron a una densidad de espermatozoides de 1-
5x107 espermatozoides ovocito-1, mediante la observacion de los primeros clivajes tras

16 h de incubacion a 100 C. En el semen criopreservado (T), la media + d.s. La
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fragmentacion del ADN fue del 4-8+2-5%; la integridad de la membrana plasmatica, del
75-2+6-3%); el potencial de la membrana mitocondrial, del 51-7+3-6%; la motilidad, del
58-5+5-3%); la velocidad de los espermatozoides (VCL)61-2£17-4 ums-1; la velocidad
de la trayectoria media (VAP)50-1+17-3 ums-1; la velocidad de la linea recta (VSL)59-
1+18-4 ums-1; la tasa de fecundacion, del 81-6+1-9%. Hubo diferencias significativas en
la integridad de la membrana plasmaética, el potencial de la membrana mitocondrial, la
motilidad y la VCL en comparacién con los controles (P<0-05). También el potencial de
la membrana mitocondrial se correlaciono con la motilidad, la tasa de fecundacion, la
velocidad de la linea curva (VCL) y la VSL (r =0-75; r =0-59; r =0-77 y r =0-79,
respectivamente; P<0-05); y la tasa de fecundacion se correlacion6 con la VCL y la VSL

(r =0-59 y r =0-55, respectivamente)

Golshahi et al. (2015) en un estudio para determinar la motilidad y capacidad de
fertilizacion de los espermatozoides criopreservados de trucha marron del Caspio (Salmo
trutta caspius) en el que investigaron el efecto de las proporciones espermatozoides a
6vulos de 100.000: 1, 300.000: 1y 600.000: 1 sobre la fertilidad del semen. La calidad se
evalu6 midiendo los pardametros de motilidad de los espermatozoides y las tasas de
fertilizacion en las etapas de ojos y eclosion. El porcentaje de motilidad fue mayor al 60%
para el semen criopreservado y no se vieron afectados por 60 min de almacenamiento por
otro lado la tasa de fertilidad fue de mas de 70% y no fue afectada por los 60 minutos de
almacenamiento. Para su procedimiento de congelacion las muestras de semen se
diluyeron 1:3 en un diluyente compuesto por 0,3 M de glucosa y 10% de metanol. El
esperma se cargod en pajitas de plastico de 0,5 ml colocadas en un marco de 3 cm de altura
hecho de espuma de poliestireno, y se equilibr6 durante 15 minutos en hielo. A
continuacidn, las pajitas se hicieron flotar en la superficie del nitrégeno liquido durante 5
minutos y se sumergieron en nitrégeno liquido. Las pajuelas se descongelaron en un lote

de agua a 40 °C durante 5 s.

laffaldano et al., (2015) en su trabajo determind: (i) los efectos in vitro de diferentes tasas
de congelacién sobre la calidad del semen después de la descongelacion de truchas
marrones mediterraneas (Salmo trutta macrostigma) del rio Biferno; y (ii) el porcentaje
de fecundacion e incubacion in vivo de la tasa de congelacion que da lugar a la mejor
calidad del semen después de la descongelacion. Las muestras de semen agrupadas se
diluyeron 1:3 (v:v) en un diluyente de congelacion compuesto por 300 mM de glucosa,
10% de yema de huevo y 10% de dimetilsulfoxido (DMSO). El semen diluido se envaso
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en pajitas de plastico de 0,25 ml y se congeld a diferentes alturas sobre la superficie de
nitrégeno liquido (1, 5 0 10 cm) durante 10 minutos para obtener tres velocidades de
congelacion diferentes. Las muestras de semen se descongelaron a 30°C durante 10 s. Las
variables evaluadas tras la descongelacion fueron la motilidad espermatica, la duracién
de la motilidad y la viabilidad. Nuestros resultados indican claramente un efecto
significativo de la velocidad de congelacion sobre la calidad del semen después de la
descongelacion. ElI semen congelado a 5 cm por encima de la superficie de nitrégeno
liquido mostrd la mejor calidad tras la congelacion/descongelacion. Basandose en estos
datos in vitro, se fecundaron 2 grupos de 200 évulos con semen fresco o con semen
congelado a 5 cm por encima de la superficie de nitrogeno liquido. Las tasas de
fecundacidn y eclosion registradas en los 6vulos fecundados con semen congelado fueron
significativamente inferiores (25,4% y 22,5%, respectivamente) a las obtenidas con
semen fresco (87,8% y 75,5%, respectivamente). Un protocolo de congelacion eficaz
permitiré la creacion de un criobanco de semen para recuperar la poblacion original de

trucha marron mediterranea en el rio Biferno

Ciereszko et al. (2015) en su trabajo con hermbras de trucha arcoiris masculinizadas
intento criopreservar el semen obtenido de la cepa de primavera de la trucha arco iris de
sexo invertido. Su segundo objetivo era probar la capacidad de fertilizacion del esperma
criopreservado con el uso de un nimero creciente de 6vulos, en el rango de 100 a 1600,
con el fin de ampliar el uso del esperma criopreservado. Se observd una elevada
movilidad de los espermatozoides tras la congelacién-descongelacion. El porcentaje de
movilidad de los espermatozoides del semen criopreservado (56%) no difiere del semen
fresco (49%). Se obtuvieron altas tasas de fecundacion absoluta del semen
criopreservado: 91.2 + 1,5-93,7 £ 1,7% y 83,0 £ 5,5-90,3 + 3,5% para los embriones con
ojos y las larvas eclosionadas, respectivamente. No se registraron diferencias entre el
numero de huevos. En conclusién, hemos demostrado que un procedimiento eficaz de
criopreservacion de semen de trucha arco iris hembra de desove otofial es también muy
eficaz para los peces de desove primaveral. desove de primavera. Es posible aumentar el
numero de huevos fecundados hasta 1600 huevos. Por lo tanto, es posible incorporar el
semen criopreservado en los programas de cria con el uso de semen de hembras de sexo

invertido de trucha arco iris de la cepa de primavera.

Ciereszko et al. (2014) tuvo el objetivo de mejorar la calidad del semen de trucha arco
iris criopreservado después de la descongelacion. La calidad se evalu6 midiendo la
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espermmotilidad y las tasas de fecundacion en los estadios de ojo, eclosién y larva
nadadora. En primer lugar, se comprobdé como afectaban a la motilidad post-
descongelacion las diferentes concentraciones de glucosa en un diluyente de metanol (0,1,
0,2y 0,3 M, n=9 machos diferentes por concentracion) y las diferentes relaciones semen-
extensor (1:3, 1:1y 3:1, n = 3 machos y, en un experimento separado, 1:3y 1:5, n = 6).
Se midié la motilidad de los espermatozoides y las tasas de fecundacion de las muestras
con 0,18 M de glucosa en 9% de metanol como diluyente, una proporcién de 1:5 de
espermatozoides por diluyente y un periodo de equilibrio de 15 minutos, con
proporciones de 100.000, 300.000 y 600.000:1 de espermatozoides por huevo. Las
condiciones dptimas de criopreservacion fueron 0,15 M de glucosa en el diluyente, un
periodo de equilibrio de 15 minutos y una proporcién de 1:5 entre el semen y el diluyente.
Esta combinacion dio como resultado una alta motilidad después de la descongelacion
(49,9%) vy tasas de eclosiéon (67,1 + 18,7, 78,6 + 17,0 y 84,4 + 10,0% para relaciones
esperma-huevo de 100.000, 300.000 y 600.000:1, respectivamente). Hasta donde
sabemos, este es el primer informe que demuestra que la capacidad de fecundacion
posterior a la descongelacion del semen de trucha arco iris puede ser similar a la del semen

fresco con una relacion esperma-huevo tan baja como 600.000:1.

Kutluyer et al. (2014) en su estudio sobre criopreservacion de espermatozoides de trucha
arco iris (Oncorhynchus mykiss) en la que as pajuelas con un volumen de 0,25 ml se
preenfriaron a 4 °C antes de su uso. ElI semen se diluy6 en los diferentes tipos de
diluyentes frios a 4 °C en una proporcion de 1:10 (semen:diluyente). De dos a 10 minutos
después de la dilucion, el semen se aspird en pajitas de 0,25 ml; las pajillas se colocaron
en la bandeja durante 10 minutos y se sumergieron en nitrégeno liquido. Después de una
semana, las pajitas congeladas se descongelaron en un bafio de agua a 40 °C durante 5 s
inmediatamente antes de utilizarlas para las mediciones de motilidad y los ensayos de
fecundacion. El diluyente estandar tuvo 10% de DMSOQO y 7.5% de yema de huevo ademas
de otros antioxidantes, por lo que pudo determinar que la motilidad con el dilutor estandar
fue mayor al 30%, pero con la adicion de antioxidantes con la metionina se lobro hasta
mas de 60%, mientras que el tiempo de activacion fue de casi 20 segundos para el diltor
estandar mientras que con el uso de antioxidantes como acido urico llego hasta casi 30
segundos y por ultimo en cuanto a la tasa de fertilidad para el dilutor estandar fue de 86%
y al complementarlo con antioxidentes se logro tasas de hasta 90% como en el caso de la

carnitina.
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Lahnsteiner et al. (2011) realizd una investigacion sobre el efecto de los antioxidantes
sobre la calidad del semen criopreservado en dos salmoénidos, la trucha de arroyo
(Salvelinus fontinalis) y la trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss). Se empajillo en
pajillas de 0.5 ml que se enfriaron a 4°C ante de sus congelacion con una dilucion de 1:3,
de dos a cinco minutos después de la dilucion, se aspird el semen en pajitas de 0,5 ml, se
colocaron las pajitas en la bandeja, se congelaron durante 10 minutos y se sumergieron
en nitrogeno liquido, la congelacion en vapores de nitrogeno a un nivel de 2.5 cm del
nivel de nitrogeno. Para la descongelacion, las pajuelas se sacaron del recipiente y se
descongelaron en agua a 25 °C durante 30 segundos. ElI semen descongelado se utilizé
inmediatamente para las mediciones de motilidad, las pruebas de viabilidad, las pruebas
de integridad del ADN o los ensayos de fertilizacion. El extensor fue 10% de metanol
para el experimento. En la que pudo determinar una motilidad de 30% para el semen
congelado, y una actividad seminal de 38 segundos, mientras que la tasa de fertilidad para
la trucha arcoiris fue de 87% cuando se utilizé el diluyente estandar, el control del semen
fresco fue de 88,9%.

Necmettin, et al. (2003), realizaron un experimento con 25 truchas machos a los cuales
les extrajo semen y los mesclo con diferentes preparaciones a base de DMSO, las primeras
dos disponian de un numero alto de compuestos adicionales mientras que la solucion Il
solo disponia de DMSO, glucosa y yema de huevo. Para la congelacion usaron una
dilucion de 1:3. Las muestras diluidas se equilibraron unos 2-5 minutos a 4°C. A
continuacion, las pajitas etiquetadas se colocaron horizontalmente en una bandeja sobre
nitrégeno liquido en una caja de espuma de poliestireno. Las pajitas se congelaron en el
vapor del nitrégeno liquido, a 3 cm por encima de la superficie del liquido, durante 10
minutos y luego se sumergieron en el nitrégeno liquido. Las pajitas se transfirieron a un
contenedor de nitrogeno liquido y se almacenaron durante varios dias. Las pajitas
congeladas se descongelaron en un bafio de agua a 30°C durante 10 segundos y se
activaron con NaCl al 0,3%. El autor encontro que la media para el volumen fue de 19.72
ml, motilidd masal de 76%, activacion espermatica de 98.6 segundos, concentracion
espermatica de 7.2 x10<9ml, y un Ph de 7.18 y al hacer la prueba de fertilidad pudo
encontrar que el mejor resultado se obtuvo con el dilutor 111 con 56% de motilidad post
descongelacion, 84.33 segundos de activacion esoermatica posdecongelacion y una
fertilidad de 80% comparado con el 92% del control con semen fresco.
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Betancur et al. (2008) en su trabajo sobre la estandarizacion del manejo y la crio
preservacion de semen de hembras masculinizadas de truchas arco iris (Oncorhynchus
mykiss) pudo encontrar que la demanda de lineas monosexo hembras en la produccion
de trucha ha incrementado significativamente en los ultimos afios, por lo que se han
desarrollado tecnologias para estandarizar este proceso como el uso de semen de hembras
genéticas sometidas a reversion sexual. El objetivo de la presente investigacion fue
estandarizar la maduraciéon in vitro y la criopreservacion de semen de hembras
masculinizadas (neomachos XX) de trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) como
estrategia para producir descendencias 100% hembras de reproductores colombianos.
Para la obtencién del semen los neomachos fueron sacrificados y el semen recuperado
fue sometido a proceso de maduracién con plasma seminal de machos normales o plasma
seminal artificial. Para la criopreservacion del semen se probaron los crioprotectores
dimetilsulfoxido 10% y metanol 10%. En el experimento se evaluron la movilidad post
maduracion y post descongelacion y la fertilidad del semen. El proceso de maduracion
tuvo un efecto significativo sobre el porcentaje de movilidad (p<0.05), al obtener los
mejores valores con el plasma seminal artificial (55 + 10.4% espermatozoides moviles).
Los mayores valores de movilidad postdescongelacion (29.9 £ 13.3%) al igual que la
mejor fertilidad (26.33 + 7.53%), se registraron con el protocolo de dimetilsulfoxido al
10%.

Salte et al. (2004) en truchas arcoiris con una tasa de congelacion de -20°C/min hasta
llegar a-110°C y su imersion tuvo motilidad de 30 £ 0.9, las tasas de fecundacion después
de la descongelacion fueron superiores al 80% de los controles con machos de trucha arco
iris noruega con una proporcion media de espermatozoides moviles por 6vulo de 3,8x10°.
as muestras de orina se diluyeron 1:3 0 1:5 en un diluyente de hielo que contenia metanol
como crioprotector y las alicuotas se transfirieron a pajillas de 0,5 ml, que se equilibraron
a 4°C durante 10 minutos y luego se congelaron en bastidores en una unidad de
congelacion programable; la curva de congelacion tuvo una tasa de congelacion de
30°C/min de + 4 a -110°C. Los machos italianos produjeron por término medio sélo la
mitad del nimero de espermatozoides de los sementales noruegos por unidad de volumen,
704 frente a 1633, y tuvieron la mitad de la fraccion de espermatozoides moviles después
de la descongelacion (17,9% frente a 35,1%). Por lo tanto, el nUmero de espermatozoides

maviles por dosis criopreservada de los sementales noruegos fue cuatro veces mayor.
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Sarvi et al. (2006) estudi6 la criopreservacion del semen de la trucha marrén del Caspio
(Salmo trutta caspius), en peligro de extincién, y los efectos de dos diluyentes y tres tasas
de descongelacion sobre la capacidad de fecundacion. Tras evaluar la calidad del semen,
se diluyo una parte de semen con tres partes de diluyente y se introdujo en pajuelas de 0,5
ml. La congelacion se realizd a 2 cm por encima de la superficie de nitrégeno liquido y
la descongelacion a 5 °C durante 90 s, 15 °C durante 45 s y 25 °C durante 30 s en bafios
de agua y se utilizé para la fecundacion. Uso del diluyente: 0,3 M de glucosa+10% de
metanol +10% de yema de huevo, y 0,6 M de sacarosa+10% de DMSO+10% de yema de
huevo, produjo tasas de ojeo del 66,6%+2,2 y 59,8%+5,1, respectivamente. La
descongelacion del semen criopreservado fue mejor a 25 °C en bafio de agua durante 30
s y se observaron diferencias significativas en las tasas de ojeo e incubacion entre 25 °C
en bafio de agua con 5 °C, 15 °C (p<0,05). En este estudio se encontraron interacciones

significativas (p<0,05) entre el tipo de diluyente y la velocidad de descongelacion.

Ninhaus-Silveira et al. (2006) realiz6 la criopreservacion de semen de hembras de trucha
arco iris de sexo inverso y tubo como objetivo racionalizar la produccion de poblaciones
compuestas por un 100% de hembras. Semen de machos normales (M) y dos tipos
dehembras genotipicas (R y G), con sexo inverso mediante la administracion oral de 17
a-metiltestosterona. Se obtuvo la fertilizacion de dvulos normales con semen de hembras
con sexo inverso de R, Gy M. El semen se diluyd en una solucién diluyente (glucosa 5,4
g, yema de huevol0 ml, dimetilsulfoxido 10 ml, agua 80 ml) en una proporcién de 1: 3
(semen / diluyente), se almaceno en pajitasde 0,5 ml y se congelé en un envace seco
(Cryopac CP-65) a -180°C. La descongelacion se realiz6 con agua a 70°C durante 3
segundos. No hubo diferencias significativas en la tasa de fertilizacion (P> 0.05) entre los
gruposde semen descongelado (M =73.1 £ 11.5%; R = 67.2 £ 23.6%; G = 64 £ 5.8%), lo
que confirma que la metodologia de congelacion utilizada fue eficiente para criopreservar

el semen de los tres grupos de truchas.

Babiak et al. (2001)en su trabjo sobre efecto de la composicion del diluyente y el tiempo
de equilibrio sobre la capacidad de fertilizacion y la actividad enzimatica de los
espermatozoides criopreservados de trucha arco iris. En la que uso diferentes tipos de
criopreotectores, diferentes diluyentes, adionanando o no yema de huevo y don apliacion
de 10 minutos de tiempo de equilibrio. En los tratamientos con un tiempo de equilibrio
de 10 minutos se diluyé progresivamente una parte de semen con tres partes de diluyente
durante 8 min, y luego se dejé el semen diluido durante 2 min mas y se congelaron. En la
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gue encontro que la fecundacion de los huevos con semen congelada sin equilibrar en el
diluyente de Erdahl y Graham + 10% de DMA + 10% de yema y en glucosa 0,3 M + 10%
de DMA dio lugar a tasas de eclosion del 80,9% y el 77,2%, respectivamente. Por log eu
el uso de tiempo de aclimatacion solo bajo las tasas de fertilidad. En resumen se concluye
gue el DMSO es un buen crioprotector como tambien el DMA. El elevado porcentaje de
larvas nadadoras (72,9%), obtenido tras la fecundacion de los huevos con
espermatozoides congelados en Erdahl & Graham’s + 10% DMA + 10% de yema,
demuestra que se trata de uno de los procedimientos mas eficaces. El efecto del
equilibrado dependid significativamente del tipo de crioprotector utilizado, el equilibrado
no fue perjudicial en el caso del DMA, mientras que disminuyo significativamente la
capacidad fecundante de los espermatozoides criopreservados cuando se utiliz6 DMSO o
etilenglicol como crioprotectores. De los resultados del presente estudio podria concluirse
que el equilibrado de los espermatozoides de trucha arco iris antes de la congelacion no

€s necesario.

Fogli Da Silveira et al. (1994) condujeron un experimento en el que se us6 un Pool de
semen de 3 reproductores de trucha arcoiris y evaluando sus parametro cuantitativos y
fue divido en 3 partes. La primera fue semen fresco mantenido en refrigeracion entre 0 a
5 °C hasta su uso en la fertilizacion, la segunsa fue diluida con un dilutor y mantenido en
refrigeracion entre 0 a 5 °C hasta su uso en la fertilizacion y la tercera parte de semen fue
diluido en el mismo dilutor al cual se le agrego 10% de DMSO, y envasada en pajillas de
0.5 ml para cuando la temperatura fue bajada a 2°C se puso en los vapores de nitrogeno
hasta provocar un descenso de temperatura de 30°C/min hasta llegar a -80°C e
inmediatamente inmerso en el nitrogeno liquido. En la que pudo encontrar que los
siguientes parametros precongelacion como volumen de 8 ml por macho, concentracion
de 16 x 10<6/mm, motilidad de 90%, Vivos de 97% y las tasas de fertilidad de 93% para
semen fresco, 86% para diluido refrigerado, 36% para descongelado rapido (70 a 80 °C
por 3 a 4segundos), 31% para descongelacion lenta (10°C por minuto) por lo que conluye
que es necesario mejorar la tecnica de congelacion para aumentar la tasa de fertilidad

Lahnsteiner et al. (1996 b) investigé la influencia de las variaciones admisibles de los
parametros metddicos bajo el aspecto de la utilizacion rutinaria bajo condiciones
experimentales optimizadas, las tasas de fecundacion fueron del 90-100% de los controles
en Oncorhynchus mykiss, Salmo trutta L, / lacustris. Salmo trutta L, / fario y Salvelinus
fontinalis (Mitchiii), sus resultados fueron: 1, El almacenamiento de semen no tratado
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durante mas de 1 h antes de la crioconservacion disminuyd la fertilidad post
descongelacion; 2, El equilibrio del semen hasta 20 min en el diluyente no afecté a la
fertilidad post descongelacion; 3, La proporcion éptima de dilucion del semen en el
diluyente fue el triple en Oncorhynchus mykiss y Salvelinus fontinalis. Las proporciones
de dilucion mas bajas disminuyeron la fertilidad después de la descongelacion, mientras
que las proporciones de dilucion mas altas no afectaron a la fertilidad después de la
descongelacion. En Salmo trutta f. lacustris y Salmo trutta que tienen una mayor densidad
espermatica, la relacion de dilucion optima del semen en el diluyente fue de cinco a siete
veces. 4, En Oncorhynchus mykiss, al igual que en Salmo trutta f lacustris y Salmo trutta
f fario, la altura 6ptima de congelacion fue de 1,5 cm por encima del nivel de nitrogeno
liquido (-110 = 2°C); en Salvelinus fontinalis fue de 2,5 cm por encima del nivel de
nitrogeno liquido (-92 + 2°C). Los cambios en la altura de congelacion de 0,5 cm
(alrededor de 10°C) resultaron en una disminucion significativa de la fertilidad post-
descongelacion, 5, El almacenamiento de semen congelado hasta 3 70 dias en nitrogeno
liguido no tuvo influencia en su tasa de fertilizacion post-descongelacion, 6, El
almacenamiento de semen congelado/descongelado durante 30 s antes de la inseminacion
disminuy6 significativamente su fertilidad post-descongelacion, 7, Relacion esperma-
6vulo minima fiable para obtener tasas de fertilizacion; La proporcién minima de
espermatozoides y 6vulos para obtener tasas de fecundacién del 90-100% del control fue

de 3-5 X 10° espermatozoides/dvulos.

Conget et al. (1996) en un intento de establecer un protocolo para la criopreservacion de
los espermatozoides de la trucha arco iris trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss),
estudiamos el efecto de varios agentes crioprotectores (CA) en la motilidad la motilidad
y viabilidad de los espermatozoides, antes, durante y después de la congelacion. La
congelacidn se realiz6 mediante un sistema de de congelacion controlada, que permite el
ajuste preciso de diferentes velocidades de de enfriamiento, asi como un registro
adecuado de las temperaturas intra-muestra durante todo el procedimiento. Los resultados
obtenidos indican que, antes de iniciar la congelacion, la motilidad de los
espermatozoides se ve afectada mas por el tiempo de exposicion a la CA que por la
naturaleza quimica de los agentes. Los periodos de exposicidn superiores a 10 minutos
afectaron a la motilidad de forma irreversible, lo que parece estar relacionado con la alta
osmolaridad de las soluciones diluyentes. Para estudiar los cambios en la motilidad y

viabilidad de los espermatozoides durante y después de la criopreservacion, las células en

32

repositorio

PUNO

.unap.edu.pe



UNIVERSIDAD
NACIONAL DEL ALTIPLANO TESIS EPG UNA - PUNO

Repositorio Institucional

la solucion crioprotectora (glicerol, DMSO o DMSO-sacarosa) se procesaron en un
congelador biolégico programable a velocidades de enfriamiento lentas (1°C y 10°C min-
") o rapidas (30°C min-"). Los resultados obtenidos indicaron que tanto durante ( - 60°C)
como después de finalizacion del programa de congelacion ( - 80°C. seguido de
almacenamiento bajo nitrégeno liquido), la motilidad y la viabilidad se conservaban bien
solo en las células en DMSO-sacarosa cuando se sometian a una velocidad de
enfriamiento rapida. En estas condiciones, aproximadamente el 63% de los
espermatozoides estaban vivos y mostraban una motilidad progresiva. En conjunto, el
potencial de fecundacién medio del semen criopreservado fue del 58% (47% a 85%) en
comparacion con el del semen fresco. El procedimiento descrito aqui proporciona
consistencia y precision, y permite el procesamiento congelacion y almacenamiento de

espermatozoides de trucha en en menos de 15 minutos.
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CAPITULO I
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
1.1.1dentificacion del problema

La reproduccidn de truchas es estacional; por lo que no se dispone de ovas fértiles todo
el afio ante esta disyuntiva la criopreservacion de semen se usa para proporcionar gametos
para fertilizacion asistida por fuera de las temporada reproductiva normal y es la Unica
alternativa biotecnologica reproductiva ex situ (Di lorio et al., 2019; Torres et al., 2014);
pero el semen congelado tiene una baja fertilidad con respecto al semen fresco por lo que
es necesario obtener un protocolo de congelacion de semen adecuado para esta especie
(Bustamante-gonzélez et al., 2019), ademéas es sabido que el almacenamiento y
congelacién de semen causa efectos nocivos sobre la calidad y fertilidad del semen
(Merino et al., 2020; Bustamante-gonzalez et al., 2019) por la formacién de cristales de
hielo que dafian la membrana espermatica, cambios bruscos de temperatura, estrés
osmético, cambios de volumen celular y toxicidad de crioprotectores que conducen a la
destruccion del espermatozoide (Hezavehei et al., 2018; Asturiano et al., 2017; Ramirez-
Merlano et al., 2010); a pesar de que se tienen estudios en conservacién de semen,
continua la busqueda de métodos e insumos que puedan hacer méas viables a los
espermatozoides (Pereira et al., 2020; Hezavehei et al., 2018) aunque la mayoria de
investigaciones se centran en crioprotectores ideales, dejan de lado las velocidades y
temperatura de congelacion y es sabido dentro de la importancia de la criopreservacion
que la tasa de congelacion es critica en la formacion de cristales de hielo para mejorar la
calidad de semen (Stornelli et al., 2005) y hasta la fecha no se tiene reportes de

congelacién de semen en truchas en el altiplano peruano.
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2.2.Enunciados del problema

- ¢Cudl seréd el efecto de diferentes temperaturas de congelacion sobre la calidad de
semen de la trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss)?

2.3. Justificacion

Puno es el principal productor de truchas en el pais con una produccion de las de 50 mil
toneladas en el 2018, y junto a Junin y Huancavelica representan el 92.7% de la
produccion nacional y es la regién con mayor potencial de exportacion internacional; pero
aun se tiene limitaciones en su produccion como por ejemplo, la disponibilidad de ovas
fertiles locales ya que la mayoria de ovas son de importacion (PNIPA, 2020). Por otro
lado la truchicultura es parte esencial del quehacer econémico y social, pues ha favorecido
la produccién de pesquerias y el aumento en el consumo de productos acuicolas, los
cuales han permitido que esté actividad se convierta en una alternativa para ampliar y
contribuir a la oferta alimentaria, ademas de crear fuentes permanentes de empleo que
estimulan el desarrollo regional y generacion de divisas (Bustamante-Gonzalez et al.,
2018). La trucha tiene un gran potencial productivo y comercial en la piscicultura por su
facil adaptacion a los medios de crianza ademas tiene una excelente calidad y sabor de
carne que le da aceptacién en el mercado (Castro-Castellon et al., 2017). Debido a las
caracteristicas antes mencionadas se tiene un crecimiento del numero de productores para
la crianza de trucha por lo que se tiene una gran demanda por las ovas de trucha (Judycka
et al., 2021) a nivel local y nacional pero se tiene limitacion de la oferta de ovas debido a
la estacion reproductiva y tiempo de obtencion de ovas fértiles (Bastardo et al., 2004) por
esta razon se necesita una tecnologia de criopreservacion confiable para la conservacion
del semen a fin de preservar los recursos genéticos, reducir los costos de mantenimiento
y proporcionar eficiencia operativa en los criaderos comerciales para la fertilizacion
artificial, es asi que en la region de Puno y hasta en el Perl no se viene desarrollando
biotecnologias en peces, por lo que es menester la blusqueda de estas tecnologias
adecuandolas a cada zona; ademas la crioconservacion de semen es actualmente la Gnica
tecnologia disponible para desarrollar programas de conservacién ex situ porque la

criopreservacién de ovocitos y embriones sigue siendo insatisfactoria.
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2.4. Objetivos
2.4.1. Objetivo general

Determinar el efecto de diferentes temperaturas de congelacion sobre la calidad de

semen de la trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss).
2.4.2. Objetivos especificos

- Determinar los parametros macroscopicos y microscopicos del semen fresco
de la trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss).

- Determinar los parametros microscéopicos post descongelacion por efecto de
temperaturas de congelacion del semen de la trucha arco iris (Oncorhynchus

myKkiss).

- Determinar la tasa de fertilidad por efecto de temperaturas de congelacion del

semen de la trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss).
2.5.Hipotesis
2.5.1. Hipotesis general

Diferentes temperaturas de congelacion generan diferencias en la calidad del semen

de la trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss).
2.5.2. Hipotesis especificas

- Diferentes temperaturas de congelacion generan diferencias en los parametros
seminales del semen de la trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss)

- Diferentes temperaturas de congelacion generan diferencias sobre los pardmetros
microscopicos del semen de la trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss).

- Diferentes temperaturas de congelacion generan diferencias sobre la tasa de

fertilidad de semen de la trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss).
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CAPITULO Il
MATERIALES Y METODOS
3.1.Lugar de estudio

La investigacion se realizé en el Centro de Investigacion y Produccion Pesquera (CIP)
Chucuito perteneciente a la Universidad Nacional del Altiplano de Puno, ubicada en el
distrito de Chucuito, Provincia de Puno, Departamento de Puno a una altura de 3850
msnm en las coordenadas 15°53°48.59” S y 69°53°45.08” O.

El estudio se realiz6 entre los meses de junio y julio del 2021 con una temperatura de
agua que estuvo entre 10°C a 12°C en cada poza durante todo el proceso, las hembras y
machos del experimento en edad reproductiva fueron separados en estanques diferentes
y los reproductores usados fueron llevados a otros estanques para evitar confusion en el

manejo post coleccion de gametos.
3.2.Poblacion

La poblacién fueron los truchas arcoiris (Oncorhynchus mykiss) reproductores machos y
hembras del Centro de Investigacion y Produccion Pesquera (CIP) Chucuito, que
comprenden un total de 545 hembras y 355 machos de 1, 2 y 3 afios.

3.3.Muestra

Se realizé un muestreo no probabilistico por conveniencia con 15 reproductores de trucha
arcoiris (Oncorhynchus mykiss): 12 machos (3 control, 9 para el experimento,
comprendidos entre uno y dos afos de edad) y 3 reproductoras hembras (Donadoras de

ovocitos de dos afios de edad).
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3.4. Método de investigacién

El método de investigacion es experimental pues la variable independiente ha sido
manipulada en la investigacion por lo que se tiene mayor control y evidencia de la causa

y efecto.
3.5. Descripcion detallada de métodos por objetivos especificos

a) Seleccién de reproductores

Los reproductores aptos fueron machos, de color pardo moteado con un peso
promedio 1.61 + 0.08 kg, que liberaron liquido seminal ante una suave presion del
abdomen, luego fueron llevados a piletas 24 horas antes de iniciar la colecta sin

suministro de alimento (Cruz-casallas et al., 2006).
b) Coleccion de semen

Se realizd con un masaje opérculo-caudal del abdomen del pez para la coleccion de
semen en un vaso colector de pléastico de 50 ml, estéril y seco evitando contacto con
agua, orina y heces en cuyo caso fue descartado la muestra (Cruz et al., 2006);

posteriormente se realizo la evaluacion macroscopica y microscopica.
c) Meétodo de evaluacion de los parametros macroscopicos

e Volumen: Se colectd el semen en un vaso colector de plastico de 50 ml de aforo,

estéril.

e Color: Se realiz6 una observacion subjetiva del vaso colector; en general, otros
colores fueron sindnimo de contaminacion en esos casos las muestras fueron

eliminadas.

d) Método de evaluacion de los parametros microscopicos pre y post
descongelacion

e Concentracion: Se procedio a llenar la camara Neubauer contabilizando cinco
cuadrantes observados en un microscopio 6ptico a 40x de aumento, se utilizd
una dilucion de 10 plL de semen y 990 puL de diluyente (NaCl) (1:200) (Sanches
etal., 2011).

e Motilidad masal: Para la observacion de la motilidad masal de los

espermatozoides se realizé en un lamina portaobjeto donde se colocé un 1 ul
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de semen y fue activado con 20 ul de bicarbonato de sodio al 1%. Fueron
considerados muestras mayores al 80% de motilidad para la congelacién
(Betancur et al., 2008)

e Tiempo de Activacion seminal: Para la observacion del tiempo de activacion
seminal, en una lamina portaobjeto se coloco una gota 1 ul de semen y fue
activado con 20 ul de bicarbonato de sodio al 1% y con el uso de un cronometro
se midi6 el tiempo hasta que el 100% de los espermatozoides perdieron su
actividad (Betancur et al., 2008)

e Vitalidad: En una lamina porta objetos temperada a 37°C se coloco 10 ul de
semen y a su vez se coloco 10 ul de Eosina - Nigrosina, y se homogenizo y
procedio hacer el frotis y secado para su evaluacion a 100x. Las células muertas
se tifieron, mientras que las células vivas se mantuvieron sin coloracion
(Peralta-Martinez et al., 2018).

e) Congelacion de semen

Como diluyente para la congelacion se us6 DMSO (Dimetilsulfoxido) 10%,
Glucosa 5.4%, yema de huevo 10%. Se llevé a 100 ml de agua destilada (Betancur
et al., 2008; Ninhaus-Silveira et al., 2006) y fue centrifugado a 2500 rpm/15
minutos usandose solo el sobrenadante como dilutor. Se bajé la temperatura del
semen y dilutor desde la temperatura de coleccién (10°C a 12°C) hasta 4°C en
menos de 20 minutos; momento el en cual se realizo la mescla del semen con el
dilutor en una relacion de 1:3 (Lahnsteiner et al., 1996 a) sin tiempo de equilibrio
(Babiak et al., 2001). Enseguida se empajill6 en pajillas de 0.5ml y se procedio a la
congelacién con una tasa de congelacién de -20°C/min (Huang et al., 2004) y como
variacion del protocolo fueron congelados a tres temperaturas de congelacion (TI:
-80°C, TII: -100°C y TllII; -120 °C) en cuyo caso fueron sumergidas al NL hasta su
uso (Conget et al., 1996; Lahnsteiner et al., 1996 a, laffaldano et al., 2015; con

algunas modificaciones).

f) Descongelacion de pajillas

Las pajillas fueron descongeladas a una temperatura de 25°C por 30 segundos
(Martinez-Paramo et al., 2009) y se procedio a evaluar el tiempo de activacion,
motilidad, vitalidad segin lo descrito anteriormente y fertilidad post

descongelacion
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g) Método de evaluacion de fertilidad

Para la prueba de fertilidad; se usé 3 hembras mayores a dos afios que liberaron
ovas ante una ligera presion del abdomen. Se procedio a colectar las ovas de las tres
hembras con masajes manuales ventrales en direccion opérculo caudal y los 6vulos
fueron depositados en un recipiente de plastico previamente seco y limpio para
homogenizarlo. Se tomé 5 gramos de ovas por replica en las que se adiciond 1
pajilla de 0.5 ml mezclandolo con una pluma suavemente (Necmettin et al., 2003)
adicionando 5 ml de solucidn activadora (Bicarbonato de sodio) (laffaldano et al.,
2015) por 2 minutos, enseguida se adicion0 agua del estanque para enjuagarlo y las
ovas fueron depositadas en incubadoras de flujo descendente. La fertilidad fue
evaluado a los 21 dias en embriones en estado de ojo (fertililes). La prueba fue

realizado por triplicado (Betancur et al., 2008).

h) Variables a medir

e Volumen (Evaluacion visual en mL)

e Color (Observacion subjetiva)

e Concentracion (Expresado en 10°x mL)

e Motilidad (Evaluacion subjetiva)

e Tiempo de activacion seminal (Expresado en segundos)

e Vitalidad (Expresado en porcentaje de 200 células)

e Fertilidad (Expresado en porcentaje, calculando los embriones en fase de ojo en
relacion al numero inicial de ovas de cada prueba).

3.6. Analisis estadistico

Los datos de los parametros macroscopicos y microscopios de semen fresco y
descongelado fueron sometidos a estadistica descriptiva (Media, error de la media,
mediana, desviacion estandar, varianza, maximo, minimo). Los datos fueron sometidos a
pruebas de homogeneidad y normalidad seguidamente se sometié a un Disefio bloque
completamente al azar para determinar la existencia o no de diferencia estadistica entre
las temperaturas de post descongelacion. Para la comparacion de medias se utilizé la
Prueba multiple de significacion de Tukey. En ciertas variables espermaética se utilizo la
matriz de correlacion para determinar el grado de asociacion y para la comparacion de las
tasas de fertilidad se us6 Chi cuadrado, que fueron analizados en el programa The Jamovi
projet (2021). Version 1.6
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Disefio Bloque Completo al Azar, cuyo modelo aditivo lineal es:

Yij=u+ti+fj+eij

Donde:

I = Tratamientos 1 (-80), 2 (-100) y 3 (-120).
j = Bloques (machos 1, 2, ...,9).

Y i j = Variable respuesta.

u = Media general.

ti = Efecto del i-ésimo tratamiento.

Bj = Efecto del j-ésimo bloque.

eij = Error experimental.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Parametros macroscopicos y microscopicos del semen fresco de la trucha arco

iris (Oncorhynchus mykiss).

Los datos obtenidos sobre los pardmetros macroscopicos y microscopicos del semen
fresco de Trucha Arcoiris (Oncorhynchus mykiss) (Tabla 1) muestran un volumen
promedio de 6.03 £ 0.34 ml comprendidos entre volimenes maximos y minimos de 8.1
y 5.1 ml respectivamente; el color del semen fue blanco lechoso. Los parametros
microscopicos muestran una concentracion de 4.54 + 0.08 x 10°9/ml con extremos de 4.2
y 4.89 x 10"9/ml; el tiempo de activacion fue de 169 + 10.24 segundos; se tuvo una
motilidad masal de 90.56 + 1 % y vitalidad de 91.89 £ 0.77 %.
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Tabla 1

Parametros espermaticos macroscépicos y microscépicos de semen fresco de Trucha

Arcoiris (Oncorhynchus mykiss)

Parametros seminales Media + EE Min -Max
Volumen (ml) 6.03 £ 0.34 51-8.10
Color Blanco -
Concentracion (107°9/ml) 4.54 +0.08 4.2 -4.89
;‘:&flgge activacion 169 + 10.24 135 - 217
Motilidad (%) 90.56 + 1.0 85 - 95
Vitalidad (%) 91.89+0.77 87-94

EE: Error estandar

Nuestros resultados (Tabla 1) al ser comparados con los resultados de Bustamante-
Gonzélez et al., (2018); Torres et al., (2014); Castro-Castellén et al., (2017) y Necmettin
et al., (2003) mostraron mejores voliumenes seminales con 24.62 ml, 19.61 ml, 25 ml,
19.72 ml; respectivamente, mientras que Fogli Da Silveira et al., (1994) tuvo semejante
volumen (8ml). Respecto al color Bustamante-Gonzalez et al., (2018) y Torres et al.,
(2014) reportaron un color blanco al igual que nosotros, lo cual esta relacionado con la
alta concentracion espermatica. Para la caracteristica microscopica de concentracion,
Bustamante-Gonzalez et al., (2018); Castro-Castellén et al., (2017); Nynca et al., (2017);
Ciereszko et al., (2015) y Necmettin et al., (2003) tuvieron mejores resultados al nuestro
con 8.17 x 10%ml, 15.0 x 10°/ml, 10%/ml 42.8 x 10%/ml y 7.2 x 10%/ml; respectivamente,
mientras que Peralta-Martinez et al., (2018), Ninhaus-Silveira et al., (2006) y
Lahnsteiner, F. et al., (1996 a) reportaron menores concentraciones que nosotros con 3.02
x 10%/ml, 15.9 x10%/ml y 3.2 x 10%ml; respectivamente. Respecto al tiempo de activacion
nuestros resultados fueron superiores a los resultados de laffaldano et al., (2015), Berrios
et al., (2010) y Necmettin et al., (2003) con 64 s, 100 s y 98.63 s; respectivamente, pero
semejante al resultado de Secer et al., (2004) con 174 segundos. Para la motilidad masal
nuestros resultados fueron semejantes a los resultados de Bustamante-Gonzalez et al.,
(2018); Nynca et al., (2017); Trigo et al., (2015) y Fogli Da Silveira et al., (1994) con
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88.79%, 84%, 95% y 90%); respectivamente, pero fue superior a los resultados de Castro-
Castelldn et al., (2017), Ciereszko et al., (2015), laffaldano et al., (2015), Necmettin et
al., (2003), Lahnsteiner, F. et al., (1996 a) y Conget et al., (1996) con 56.33%, 49.4%,
72%, 76%, 8.2% y 64%; respectivamente. Para la tasa de vitalidad Fogli Da Silveira et
al., (1994) mostré mejores resultados al nuestro (97.34%) mientras que laffaldano et al.,
(2015) mostrd resultados menores (70%) y Nynca et al., (2017) mostro resultados

semejantes (93%) al nuestro.

Las diferencias entre los resultados en las caracteristicas seminales macroscépicas y
microscopicas de semen fresco se deben a multiples factores como edad, peso de los
reproductores, manejo, alimentacion, calidad de agua (Necmettin et al., 2003), sexo
invertido (Ciereszko et al., 2015), tipo de colecta, época reproductiva, calidad de agua
(Secer et al., 2004), fotoperiodo (Félix et al., 2021) y temperatura; los dos ltimos
relacionados con la latitud y altitud (Bustamante-Gonzélez et al., 2018); por lo que al
considerar que nuestro trabajo se realizé a una altitud de 3875 m.s.n.m quiza pudo tener
alguna influencia en nuestros resultados, que deberan ser corroborados en futuras

investigaciones.

4.2. Parametros microscopicos del semen de la trucha arco iris (Oncorhynchus

myKkiss) post descongelacion por efecto de temperaturas de congelacion

En referencia a los pardmetros microscopicos del semen post descongelacion por efecto
de temperaturas de congelacion (Tabla 2) se puede observar que el tiempo de activacion
y la vitalidad fueron superiores en el TII con 51.33 segundos y 35.33 %, respectivamente;
mientras que para la tasa de motilidad masal fue superior en el THI con 36.33%. No se

mostro diferencias estadisticas entre tratamientos.
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Tabla 2
Parametros esperméticos microscopicos de semen de Trucha Arcoiris (Oncorhynchus

mykiss) post descongelacion por efecto de temperaturas de congelacion

T1 (-80°C) T (-100°C) T (-120°C) 0
Media + EE Media + EE Media + EE valor
Tiempo
activacion 43.00 + 2.00°% 51.33 + 5,93 43.33 + 4.41° 0.3804
(Segundos)
Motilidad 33.33 + 2.40° 33.00 + 2.89° 36.33 + 1.33° 0.5615
Masal (%)
Vitalidad (%) 33.33 +2.03° 3533 + 2.19° 32.00 + 3.06° 0.6499

EE: Error estandar

La Figura 1, muestra la comparacion del tiempo de activacion en las temperaturas de
congelacion, observando un mayor tiempo para el T1l seguido por el TIy finalmente el
TI, en cuanto a la variabilidad de los resultados el tratamiento con mayor variabilidad fue

el TIl mientras que el T1 fue el de menos variable.

L=
a0 o —r
N

T TZ TS

Traalaarmiicarilor

Figura 1. Comparacion grafica del tiempo de activacion (segundos) con las
temperaturas de congelacion (T1=-80°C; T1I=-100°C; THI=-120°C)

La Figura 2, muestra la comparacion de la motilidad con respecto a las temperaturas de
congelacién, observando una mejor motilidad para el T seguido del Tly TII, a su vez

el més variable fue el TIl seguido del TIy TIII.
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Figura 2. Comparacion grafica de la motilidad masal (%) con las
temperaturas de congelacion (T1=-80°C; T1I=-100°C; THI=-120°C)

La Figura 3, muestra la comparacion de la vitalidad en las temperaturas de
congelacién, en la que se observa que el TII tuvo mejores resultados con menor

variabilidad, mientras que el TIy TIII tuvieron menores resultados y més variables.
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Figura 3. Comparacion grafica de la vitalidad (%) con las temperaturas de

congelacién (T1=-80°C; TIl=-100°C; T1l1=-120°C)

Nuestros resultados (Tabla 2) muestran que el tiempo de activacion fue semejante al
resultado de Di lorio et al., (2019) con 40.7 segundos; mientras que los resultados de
laffaldano et al., (2015) y Necmettin et al., (2003) fueron mejores al nuestro con 60 y
84.33 segundos; respectivamente. Para el caso de motilidad Di lorio et al., (2019),
Judycka et al., (2016), Ciereszko et al., (2015), Ciereszko et al., (2014) y Necmettin et
al., (2003) mostraron mejores resultados al nuestro con 42.6%, 56.8%, 56.6%, 49.9% y
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56.76%; respectivamente, mientras que laffaldano et al., (2015), Nynca et al., (2015),
Betancur et al., (2008) y Salte et al., (2004) tuvieron parecidos resultados con menos de
40%, 33.3%, 29.9% y 30%. Para la tasa de vitalidad nuestros resultados fueron semejantes
a los resultados de Di lorio et al., (2019) y laffaldano et al., (2015) con 36% y 30%;

respectivamente.

Las diferencias comparativas con los resultados de los autores anteriores puede estar
influenciado por el tipo de nutricion que recibieron los reproductores, diferencias entre
especies (Cabrita et al., 2010) y dentro de la misma especie (laffaldano et al., 2015),
diferencia del volumen de pajilla, concentracion seminal final (Nynca et al., 2017),
diferencias entre tecnologia de congelacion, diluyentes o crioprotectores (Nynca et al.,
2014, Ciereszko et al., 2014), tiempo de equilibrio (Babiak et al., 2001) o temporada

reproductiva (Pérez-Cerezales et al., 2010)

El experimento TIlI mostré mejor respuesta para el tiempo de activacion y vitalidad que
los tratamientos Tl y TIII lo que sugiere una mejor proteccion al espermatozoide en la
criopresevacion, pues suponemos que a esta temperatura de inmersion al nitrégeno se
podria estar generando menor dafio celular, mientras que en los otros tratamientos se
pudieron generar mayor criodafio pues en el TI pudo generarse estrés por la inadecuada
osmolaridad, mientras que en el Tl probablemente porque las células permanecieron a
bajas temperaturas un minuto adicional lo cual pudo causar deshidratacion excesiva y

mayor exposicion a solutos (Viveiros et al., 2001).

En nuestro trabajo se usé una tasa de congelacion de -20°C/min hasta -80°C, -100°C y -
120°C que no fue un descenso de temperatura ni tan rapida ni tan lenta, pero fue cercano
a larecomendacién de Beirdo et al., (2011) quien recomendd hacerlo a -21.6°C en pajillas
para semen del pez dorada (S. aurata) en vista de que el punto mas critico de la
congelacién es desde -5°C a -80°C, que esta vinculado con la fase solida sustentado por
el concepto de la nucleacién de las células espermaéticas que se produce entre —-5°C y —
15°C (Viveiros et al., 2001).

Nuestros resultados se deben a que el protocolo de congelacion (-20°C) no fue lenta
(8,6°C/min) pues este tipo de congelacion podria ser ineficaz (Cabrita et al., 2001) lo que
hubiera podido generar exposicion adicional a los solutos intracelulares, osmolaridad
extracelular, contraccion celular (Fowler & Toner, 2005), formacién de cristales de hielo

dando lugar a altas concentraciones de electrolitos en el interior de las células, posibles
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dafos quimico-fisicos en los espermatozoides (Di Santo et al., 2012) y generar el efecto
solucion (Viveiros et al., 2001) pues se sabe que al congelar semen de truchas arcoiris
con curvas de descenso lentas (-1 a -10°C/min) hasta llegar a -60 o -80°C para su
inmersion en el nitrogeno liquido (NL) se podrian tener nulas tasas de parametros
seminales por el dafio celular irreversible (Benson et al., 2012). Tampoco usamos
congelacién rapida de -30°C/min o menos hasta llegar a -60 0 -80°C (Conget et al., 1996)
pues ocasionaria que la deshidratacion de las células no sea adecuada sin alcanzar el
equilibrio osmotico y formacion de hielo intracelular que pudiera dafiar la membrana del
espermatozoide (Kumar et al., 2019; Lahnsteiner et al., 2000) disminuyendo la calidad

seminal

Como en todo proceso de congelacion los parametros espermaticos en nuestro trabajo
disminuyeron por la congelacion (Tabla 1 y Tabla 2); pues la criopreservacion produjo
dafio a nivel de las estructuras del espermatozoide y considerando que los
espermatozoides de peces tienen particularidades respecto a otros tipos de
espermatozoides como el tiempo de activacion, proporcion de ATP, tamafio espermatico,
ausencia de acrosoma (Lahnsteiner et al., 2000); los vuelve méas propensos al criodafio

(Bustamante-gonzalez et al., 2019; Martinez-Paramo et al., 2009).

La vitalidad espermatica disminuyd en comparacion con el semen fresco; pero fue mejor
para el TII respecto a los otros tratamientos, lo que sugiere que el TII tuvo una mejor
resistencia al criodafio. La disminucion en general de este parametro pudo deberse a que
la criopreservacion tiene consecuencias fatales en las células espermatica especificamente
produciendo cromatica aglomerada, cambios en la membrana del flagelo (Conget et al.,
1996), dafio del nucleo (Labbe et al., 2001) con fragmentacion del ADN (Pérez-Cerezales
et al., 2010), disminucion en la integridad de membrana espermética (Figueroa et al.,
2016) por formacién de especies reactivas de oxigeno (Pérez-Cerezales et al., 2010),
menor actividad de las enzimas antioxidantes (Aitken et al., 2012) cambios en la
morfologia por cambios en la osmolaridad (Galo et al., 2019) y dafios subletales no

detectados en los parametros seminales (Nynca et al., 2015; Cabrita et al., 2010).

Respecto a la motilidad el Tl tuvo la mejor motilidad, mientras que para el tiempo de
activacion el TIl fue mejor respecto a los otros tratamientos; en ambos casos la
disminucioén con los parametros en fresco fueron notorios pues las temperaturas de

congelacién generaron efectos negativos sobre el potencial de membrana mitocondrial

48

repositorio

PUNO

.unap.edu.pe



, UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO TESIS EPG UNA - PUNO
Repositorio Institucional

por la formacién de cristales de hielo intracelular o alteraciones osméticas, efectos que
dafian a la mitocondria por lo que no se tendria ATP para la activacién y por ende,
disminucion de la motilidad (Figueroa et al., 2016; Martinez y Carrasco, 2010) tambien
se puede considerar la perdida de proteinas espermaticas lo que genera alteracion en la
produccién de ATP (Nynca et al., 2015) y las anormalidades en los espermatozoides lo
que contribuyé a la disminucion de la motilidad y tiempo de activacion, como se pudo

demostrar en Piaractus mesopotamicus (Galo et al., 2019).

4.3 Tasa de fertilidad de semen de la trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) por

efecto de temperaturas de congelacion.

Referente a las pruebas de fertilidad (Figura 4) del semen descongelado de Trucha
Arcoiris (Oncorhynchus mykiss), el Tl posee una ligera superioridad numerica (70.97 +
7.84) enrelacion al T1(68.86 £ 8.83) y Tl (64.34 £ 6.00). Sin embargo, estadisticamente
no muestran diferencia (p=0.8236) pero al ser comparado con la fertilidad del semen

fresco (Control) si se tuvo diferencia (p=0.006377).

100

80

60
40 85.3

20

Control TI(-80°C)  TII(-100°C) TIII (-120°C)

Figura 4. Porcentaje de fertilidad en semen fresco (control) y
descongelado de semen de Trucha Arcoiris (Oncorhynchus mykiss) por

efecto de las temperaturas de congelacion.

Algunos autores reportaron mejores tasas de fertilidad al nuestro (Figura 4) como Judycka
et al., (2016) con 72 a 87% en hembras androgenizadas y a 3cm del NL por 5 min,
Ciereszko et al., (2015) con 91.2% usando diferentes dilutores y con congelacion a 3cm

del NL por 15 min; Ciereszko et al., (2014) con 84% usando metanol, glucosa, 3cm al
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NL y dilucion de 600000:1; Necmettin et al., (2003) con 80.5%; Babiak et al., (2001)
hasta 83% con diferentes crio protectores y método de congelacién y Lahnsteiner et al.,
(1996 b) con 83.8% (-110°C), 63.2% (-130°C) y 62.8% (-100°C); tambien se reportaron
menores tasas de fertilidad al nuestro como Di lorio et al., (2019) con 36.5%; Yang et al.,
(2018) con 1% al congelar a -40°C/min hasta -80°C en salmén atlantico; laffaldano et al.,
(2015) con 25.4%, Betancur et al., (2008) con 26.33% en truchas hembra masculinizadas;
Conget et al., (1996) con 58% para congelacion rapida (-30°C/min); Lahnsteiner et al.,
(1996 a) con 53.8% al congelar a 1.5 cm del nivel del NL y Fogli Da Silveiraet al., (1994)
con 31-36% al congelar a -80°C. y muy semejantes al reporte de Ninhaus-Silveira et al.,
(2006) con 73%, 67% y 64% para machos y hembras androgenizadas. También se
reportaron semejantes tasas de fertilidad con 74.1% a 64.8% en truchas arcoiris noruegos

e italianos con dosis de 1633 a 704 x 10° espermatozoides/pajilla (Salte et al., 2004)

Nuestros resultados difieren en relacion al resultados de los investigadores anteriores
debido a que usaron formas de congelacion basada en centimetros por encima del nivel
del NL, y se supone que las tasas de congelacion dependen de la altura (Lahnsteiner et
al., 1996 b; Conget et al., 1996) y de la tasa de evaporacion en el tiempo de la congelacion
(Lahnsteiner, 2000) generando variabilidad en la fertilidad ya que no se puede conseguir
reproducir la misma temperatura en los experimentos ni controlar la tasa de congelacién
(Judycka et al., 2019; Ninhaus-Silveira et al., 2006) mientras nosotros usamos curvas de
descenso controladas que mejoran la eficiencia de la congelacion al controlar el criodafio
(Torres et al., 2016)

El pardmetro més confiable de la calidad seminal es la fertilidad y nuestros datos muestran
que los parametros seminales han disminuido por efecto de la congelacion lo cual explica
las reducidas tasas de fertilidad. Se ha demostrado que la criopreservacion dafa a las
células espermaticas lo que disminuye su capacidad de fecundar (Martinez-Paramo et al.,
2009) por la formacion de especies reactivas de oxigeno (Pérez-Cerezales et al., 2010),
alteraciones en la composicion de los lipidos de membrana, disminucion de colesterol de
la membrana, anormalidades de la pieza media, cabeza y la cola (Diaz et al., 2019) que
disminuyen la fertilidad.

En nuestro estudio el TII tuvo mejores tasas de fertilidad en condiciones del altiplano
peruano en comparacion al Tl y TIII aunque esta diferencia no es significativa,

demostrando que el rango adecuado de congelacion es estrecho (Cabrita et al., 2001).
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Ademas concuerda con Viveiros et al., (2001) quien probé diferentes temperaturas de
inmersion en NL del semen de Siluro africano (Clarias gariepinus) con congelaciones
lentas concluyendo que el rango para esta especie fue inmersion entre -36°C y -45°C e
igualmente con laffaldano et al., (2015) en truchas marrén (Salmo truttamacrostigma)
confirmé que a 5cm (-125°C) del NL tubo mejores resultados en parametros seminales y
también fue demostrado por Lahnsteiner et al., (1996 b) en truchas arcoiris
(Oncorhynchus mykiss) pues la fertilidad post descongelacion del semen fue mayor
cuando se congelo a 1,5 cm (-110 °C) por encima del nivel de nitrogeno liquido y
disminuy6 cuando se congelé a1 cm (-130 °C) o0 a 2 cm (-100 °C) por encima del nivel
de nitrogeno liquido, lo cual demuestra que las temperaturas de congelacion por encima
o0 por debajo del rango de congelacion disminuyen la calidad seminal y fertilidad, pues a
la temperatura ideal segun cada especie se tuvo tiempo suficiente para alcanzar o

acercarse al equilibrio osmotico (Fowler &Toner, 2005).

EL TII no tuvo la mejor motilidad pero si la mejor fertilidad post descongelacién lo cual
indica que no necesariamente las mayores tasas de motilidad definen las mejores tasas de
fertilidad pues se ha demostrado que no siempre hay una correlacion positiva entre ambos
(Labbe et al., 2001). Glogowski et al., (2002) en Esturiones siberianos (Acipenser baeri)
demostré que la motilidad post descongelacion podria no correlacionarse con la
fecundacidn. En nuestro experimento se demostro que no solo la motilidad jugo un papel
preponderante en la fertilidad si no también la vitalidad (YYang et al., 2018) y el tiempo
de activacion, pues el TII mostr6 mejoria en estos pardmetros (Merino et al., 2011; Galo
et al., 2019) pues se tuvo una mayor correlacion de la vitalidad (r = 0.94) y el tiempo de
activacion (r = 0.72) con la fertilidad (Cabrita et al., 2010; Martinez y Carrasco, 2010)

También se puede considerar que a pesar de que la congelacion disminuyd la motilidad;
tal vez el TII gener6 menores cambios en los patrones de la velocidad en linea recta y
curva (Rusco et al., 2020) o sobre el vigor espermatico (Galo et al., 2019) lo que genero
mejor tasa de fertilidad respecto a los otros tratamiento aun con su menor motilidad,;
puesto que en el Salmon Atlantico se demostr6 que a pesar de la baja motilidad se tuvo
una correlacion positiva entre la fertilidad y velocidad en linea curva y recta (Kommisrud
et al., 2020; Figueroa et al., 2016) mientras que en truchas marrones (Salmo trutta m.
fario L) se demostr6 que la congelacion afecto la motilidad pero no afectd la velocidad
curvilinea (Nynca et al., 2014) por lo que podria ser considerado un indicador de calidad

de semen (Golshahi et al., 2015) aun en bajas tasas de motilidad; por otro lado se tiene la
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hipdtesis de que los espermatozoides que estan alrededor de la ova cercano al micropilo
necesitan un corto tiempo de activacién (Kommisrud et al., 2020) aun con poca motilidad
masal para asegurar la fertilidad, estos mismos efectos pudieron haber ocurrido en el TII
de nuestro experimento, debido a la mejor respuesta para el tiempo de activacion
espermatica; esto sugiere que se deberia hacer mas trabajos relacionados a los tipos de
motilidad y velocidad en relacién a la fertilidad en esta especie y en las condiciones de

crianza en altura.

Las tasas de fertilidad de nuestro trabajo (68.86%, 70.97%, 64.34% para T, TIl, y TII;
respectivamente) también pudo estar relacionado a la concentracion de nuestras pajillas
que en promedio fue 5.68 x 10° lo que pudo mejorar nuestras tasas de fertilidad (Salte et
al., 2004; Lahnsteiner et al., 1996 b) generando una mayor fertilidad para el TII,
compensando asi la calidad seminal (Ciereszko et al., 2014 a; Necmettin et al., 2003)
pues ha sido demostrado anteriormente que una proporcién adecuada de espermatozoides
podrian tener tasas de fertilidad altas (Di lorio et al., 2019; Judycka et al., 2019; Judycka
et al., 2016; Ciereszko et al., 2014).
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CONCLUSIONES

Los parametros seminales macroscopicos en fresco fueron de 6.03 £ 0.34 mL de volumen
y color blanco, mientras que los parametros microscopicos seminales fueron de 4.54 +
0.08 x 10%/mL para concentracion, 169 + 10.24 segundos para tiempo de activacion, 90.56

+ 1 % para motilidad y 91.89 % para vitalidad.

Las temperaturas de congelacion mostraron mejores resultados post descongelacién para
el tratamiento Tl en tiempo de activacion y vitalidad; mientras que la motilidad fue mejor

para el tratamiento TI.

La tasa de fertilidad fue mayor para el tratamiento TII respecto a los tratamientos Tl y
TIII, lo cual demuestra que la temperatura de congelacion 6ptima para semen de truchas

arcoiris en condiciones de altura es el TII.
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RECOMENDACIONES

Utilizar en el proceso de congelacion de semen de truchas arcoiris diferentes crio
protectores penetrantes y en diferentes concentraciones para mejorar las tasas de
fertilidad.

Utilizar en el proceso de congelacion de semen de truchas arcoiris diferentes crio
protectores no penetrantes y azucares en diferentes proporciones para mejorar las tasas
de fertilidad.

Utilizar en el proceso de congelacion de semen de truchas arcoiris diferentes proporciones

de dilucion para incrementar la eficiencia de numero de pajillas por gramo de ovas.

Utilizar en el proceso de congelacion de semen de truchas arcoiris diferentes tasas de

descongelacion para el semen congelado.

Utilizar en el proceso de congelacion de semen de truchas arcoiris diferentes tiempos de

equilibrio entre el semen y la solucién crioprotectora.
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1. Panel fotografico
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Coleccién de semen en vaso
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Evaluacion del color
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Video de tiempo de activacion Video de tiempo de activacion
en semen fresco post descongelacion

Vitalidad de semen post
descongelacién

Vitalidad de semen fresco
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Pesado de Glucosa en balanza Crio protector centrifugado
analitica con sobrenadante

Acondicionamiento de semen y dilutor a Descenso de temperatura y
temperatura del estanque (10°C — 12°C) estabilizacion a 4°C
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Llenado de pajillas de 0.5ml con la
dilutor (semen: dilutor; 1:3) — 4°C

Sellado de pajillas

Clasificacion de pajillas segin
tratamiento

Clasificacion de pajillas segin
tratamiento para la congelacion
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Materiales para la fertilizacion Pesado de ovas para cada repeticién

Descongelacion de semen seglin Fertilizacién con semen descongelado
tratamiento
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Adicion de 5 ml de activador de
motilidad (Bicarbonato de sodio)
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Enjuague con agua de estanque

Incubacion por tratamiento

Ovas fertilizadas con semen
descongelado

Ovas fertilizadas con semen descongelado
(Tratamiento TI; -80°C), dia 1

Ovas fertilizadas con semen descongelado
(Tratamiento TI1I; -100°C), dia 1
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Ovas fertilizadas con semen descongelado Incubadora de flujo descendente, dia 1
(Tratamiento TIII; -120°C), dia 1 de incubacion

Ovas fertilizadas con semen descongelado Ovas fertilizadas con semen descongelado
(Tratamiento TI; -80°C), dia 14 (Tratamiento TII; -100°C), dia 14
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@0 REDMINOTE 8
QO Al CUAD CAMFRA

Ovas fertilizadas con semen descongelado

. " Ovas no fertilizadas y muerta
(Tratamiento TII1; -120°C), dia 14 vas lizadasy muertas

Ovas fertilizadas con semen descongelado
(Tratamiento TI; -80°C), dia 21 Ovas EN ESTADO DE 0JO
(Tratamiento TI; -80°C), dia 21
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Ovas fertilizadas con semen descongelado
(Tratamiento TlI; -100°C), dia 21

Ovas fertilizadas con semen descongelado
(Tratamiento T1II; -120°C), dia 21
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0 weorilores’
©O 21014 AVERA

Ovas EN ESTADO DE OJO
(Tratamiento TII; -100°C), dia 21

Ovas EN ESTADO DE 0JO
(Tratamiento TIII; -120°C), dia 21
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@0 FREDMI NOTE 8
OO AlQUAD CAMERA

Larvas de trucha arcoiris (Tratamiento Larvas de trucha arcoiris (Tratamiento
TI; -80°C), dia 31 TIl; -100°C), dia 31

Larvas de trucha arcoiris (Tratamiento
TIII; -120°C), dia 31
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Tabla 4

Estadistica descriptiva de peso vivo (PV) de truchas arcoiris (Oncorhynchus mykiss) y

de los parametros macroscopicos y microscépicos de semen fresco

Motilid Tiempo_activa

PV~ Volum Concentrac ad cion Vitalid
~oneen ;
(kg) en(ml) i6n (10°/ml) %) (Segundos) ad (%)
N 9 9 9 9 9 9
Missing 0 0 0 0 0 0
Mean 161  6.03 4.54 90.56 169.00 91.89
Std.
error 008  0.34 0.08 1.00 10.24 0.77
mean
Median 160  5.80 4.59 90 162 92
Standar
d 025  1.03 0.23 3.00 30.72 232
deviatio
n
;/a”anc 006  1.07 0.05 9.03 944.00 5.36
Minimu
- 130 510 4.20 85 135 87
D/IrT?XIm 210  8.10 4.89 95 217 94
Shapiro
“Wilk 094 086 0.94 0.78 0.90 0.87
W
_Svr:f:ﬁlrg °S1 oo 06172 00122 02363  0.1220
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Tabla 5

Estadistica descriptiva de los parametros seminales del semen de trucha arcoiris

(Oncorhynchus mykiss) post descongelacién

Tratamiento Tiempo_activacion Motilidad Vitalidad
(segundos) (%) (%)
N T1 3 3 3
T2 3 3 3
T3 3 3 3
Missing T1 0 0 0
T2 0 0 0
T3 0 0 0
Mean T1 43.00 33.33 33.33
T2 51.33 33.00 35.33
T3 43.33 36.33 32.00
;tgéﬁ”or T1 2.00 2.40 2.03
T2 5.93 2.89 2.19
T3 441 1.33 3.06
Median T1 45 32 33
T2 54 33 37
T3 45 35 30
33::3;‘:] T1 3.46 4.16 351
T2 10.26 5.00 3.79
T3 7.64 2.31 5.29
Minimum T1 39 30 30
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Tratamiento Tiempo_activacion Motilidad Vitalidad
(segundos) (%) (%)
T2 40 28 31
T3 35 35 28
Maximum T1 45 38 37
T2 60 38 38
T3 50 39 38
\S/\k/‘ﬁi'\r:/ T1 0.75 0.92 0.99
T2 0.95 1.00 0.85
T3 0.96 0.75 0.89
\S/C‘ﬁi'go T1 <.0001 0.4633 0.8428
T2 0.5665 1.0000 0.2530
T3 0.6369 <.0001 0.3631
Tabla 6.

ANOVA para tiempo de activacion seminal y Post Hoc Comparacion — Tratamiento

ANOVA
Sum of Mean
Squares df Square F P
Tratamiento 133.56 2 66.78 1.14 0.3804
Residuals 351.33 6 58.56

NORMALITY TESTS
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ANOVA
Sum of df Mean
Squares Square P
statistic P
Shapiro-Wilk 0.92 0.4024
Kolmogorov- 027  0.4695
Smirnov
Anderson-Darling 040 0.2811
Note. Additional results provided by moretests
POST HOC COMPARISONS — TRATAMIENTO
Comparison
Tratamiento Tratamiento Mean SE Df t [
Difference Ptukey Pbonferroni
Tl - T2 -8.33 6.25 6.00 1 3?: 0.4292 0.6920
- T3 -0.33 6.25 6.00 0.05 0.9984 1.0000
T2 - T3 8.00 6.25 6.00 1.28 0.4549 0.7430

Note. Comparisons are based on estimated marginal means

No olvide citar adectL
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Tabla 7.

ANOVA para motilidad seminal y Post Hoc Comparacion — Tratamiento

ANOVA
Sum of Squares df Mean Square F p
Tratamiento 20.22 2 10.11 0.64 0.5615
Residuals 95.33 6 15.89

NORMALITY TESTS

statistic p
Shapiro-Wilk 0.93 0.4527
Kolmogorov-Smirnov 0.21 0.8400
Anderson-Darling 0.35 0.3870

Note. Additional results provided by moretests

POST HOC COMPARISONS — TRATAMIENTO

Comparison
. . Mean
Tratamien Tratamien Differen SE Df ¢ Dtakey Pbonferro
to to ni
ce
3.2 6.0 0.1 0.994
T1 - T2 0.33 5 0 0 5 1.0000
- T3 -3.00 32 6.0 0.9 0.647 1.0000
5 0 5 6
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POST HOC COMPARISONS — TRATAMIENTO

Comparison
. . Mean
Tratamien Tratamien Differen SE Df t Dtukey Poonferro
to to ni
ce
T2 - T3 -3.33 32 60 1.0 0.590 1.0000
5 0 0
2
Note. Comparisons are based on estimated marginal means
Tabla 8.
ANOVA para vitalidad y Post Hoc Comparacion — Tratamiento
ANOVA
Sum of Squares df Mean Square F p
Tratamiento 16.89 2 8.44 0.46 0.6499
Residuals 109.33 6 18.22
NORMALITY TESTS
statistic P
Shapiro-Wilk 0.93 0.5230
Kolmogorov-Smirnov 0.15 0.9691
Anderson-Darling 0.26 0.6017
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NORMALITY TESTS

statistic P

Note. Additional results provided by moretests

POST HOC COMPARISONS — TRATAMIENTO

Comparison
. . Mean
Tratamien Tratamien Differen SE Df T Dtukey Pbonferro
to to ni
ce
T1 - T2 -2.00 34 6.0 0.5 0.838 1.0000
9 0 5
7
3.4 6.0 0.3 0.923
- T3 1.33 9 0 8 5 1.0000
T2 - T3 3.33 34 6.0 0.9 0628 1.0000

Note. Comparisons are based on estimated marginal means
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Tabla 9.

Estadistica descriptiva de la fertilidad segun tratamiento

Tratamiento Fertilidad (%)

N T1 9
T2 9
T3 9
Missing T1 0
T2 0
T3 0
Mean T1 68.86
T2 70.97
T3 64.34
Std. error mean T1 8.83
T2 7.84
T3 6.00
Median T1 73.90
T2 76.10
T3 65.40
Standard deviation T1 26.50
T2 23.53
T3 17.99
Minimum T1 0.90
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Tratamiento Fertilidad (%)

T2 22.60
T3 35.50
Maximum Tl 90.20
T2 94.40
T3 90.00
Shapiro-Wilk W T1 0.65
T2 0.85
T3 0.95
Shapiro-Wilk p T1 0.0004
T2 0.0769
T3 0.6585
Tabla 10.
ANOVA de fertilidad entre tratamientos
ANOVA
Sum of Squares df Mean Square F p
Tratamiento 205.98 2 102.99 0.20 0.8236
Residuals 12636.90 24 526.54
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Tabla 11.

Correlacion entre variables post descongelacion

Correlation Matrix

Tiempo_Ac  Motilidad(  Vitalidad(  Fertilidad(

t(s) %) %) %)

Tiempo_Ac  Pearso o
t(s) n'sr

p-value —
Motilidad( Pearso
%) s -0.54 —

p-value 0.6346 —

TR

Vitalidad(% P'earso 0.91 -0.85 o
) n'sr

p-value 0.2760 0.3585 —
Fertilidad( P'earso 0.7 -0.97 0.94 -
%) n'sr

p-value 0.4887 0.1459 0.2127 —
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Tiempo_Act(s. Motilidad(%) Vitalidad(%) Fertilidad(%)

carr; carr; carr; ) L
0,050 o 0 543 0907 0,720 Tiempo_Act(s)

1 Corr: Corr: AP
\/ o . Motilidad(%)

4 4
¥ Corr: - N
e Vitalidad( %)
0045 Y

22 -/ \ / Fertilidad( %)
T T T T T T T T T T T r T T T
450 47.5 500 33 34 35 3@ 3z 33 M 35 38 62 70

o4

Figura 5. Plot de correlaciones entre parametros seminales y la fertilidad post

descongelacion
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Anexo 2. Chi cuadrado para comparacion de tasas de fertilidad TRATAMIENTOS -
CONTROL

Table # Counts
columns
rows -80 -100 -120 Control
Fertil 68.9 7164.3 85.3
No Fertil 31.1 2935.7 14.7

> . Test <- chisq.test(.Table, correct=FALSE)

> Test

Pearson's Chi-squared test

data: .Table
X-squared = 12.315, df = 3, p-value = 0.006377

92

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesis



