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INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA DE CONGELACION EN LA CALIDAD DE
SEMEN DE TRUCHA ARCOIRIS (Oncorhynchus mykiss)

Influence of freezing temperature on semen quality of rainbow trout (Oncorhynchus mykiss)
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ABSTRACT

Trout production in Peru has export potential. However, there are no fry available to maintain
production throughout the year and there is also a lack of egg production at certain times of the year.
Therefore, the alternative is to cryopreserve semen for the non-reproductive season. The objective of
the study was to determine the influence of freezing temperature on the quality of rainbow trout semen.
The semen of 12 reproductive males was collected in the facilities of the Chucuito Research and
Production Center of the National University of the Altiplano of Puno, which underwent a macroscopic,
microscopic pre and post thaw seminal evaluation and the fertility rate was measured. Due to the effect
of three freezing temperatures (-80 °C, -100 °C, -120 °C), cryopreservation had a decline curve of -
20 °C / min. The fresh seminal parameters were similar to those reported by other researchers. While
freezing had unfavorable effects on semen quality, the best results for activation time (51.33 sec) and
vitality (35.33%) were obtained with -100 °C, but the higher motility was obtained with -120 °C
(36.33%). Regarding fertility, the higher rate was obtained with -100 °C (70.97%), followed by -80
°C and -120 °C in which 68.86% and 64.34% were obtained, respectively. In conclusion, the results
suggest that the tolerable freezing temperature of rainbow trout semen is around -100 °C, which is
shown as a favorable alternative for the reproductive management of rainbow trout under natural
hypobaric conditions of the Peruvian highlands.
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RESUMEN

En el Perd la produccién de truchas tiene potencial de exportacién. Sin embargo, no se dispone de
alevinos para mantener la produccién durante todo el afio y ademés la falta de produccién de ovas
en algunas épocas del afio. Por ello, se tiene la alternativa de crioconservar semen para la época no
reproductiva. El objetivo del estudio fue determinar la influencia de la temperatura de congelacién en
la calidad de semen de truchas arcoiris. Se colecté el semen de 12 machos reproductores en las
instalaciones del Centro de Investigacion y Produccién Chucuito de la Universidad Nacional del
Altiplano de Puno, a los cuales se les hizo una evaluacién seminal macroscépica, microscépica pre y
post descongelacién y se midié la tasa de fertilidad por efecto de tres temperaturas de congelacién
(-80 °C, -100 °C, -120 °C), la crioconservacién tuvo una curva de descenso de -20 °C/min. Los
pardmetros seminales en fresco fueron similares a reportados por otros investigadores. Mientras que
la congelacién tuvo efectos desfavorables sobre la calidad seminal, es asi que los mejores resultados
para tiempo de activacién (51.33 seg) y vitalidad (35.33%) fueron obtenidos con -100 °C, pero la
mejor motilidad se obtuvo con -120 °C (36.33%). Respecto a la fertilidad, la mayor tasa se obtuvo
con -100 °C (70.97%), seguido de -80°C y -120 °C en los que se obtuvieron 68.86% y 64.34%,
respectivamente. En conclusion, los resultados sugieren que la temperatura tolerable de congelacién
de semen de tfruchas arcoiris se encuentra alrededor de -100 °C lo cual se muestra como una
alternativa favorable para el manejo reproductivo en trucha arcoiris bajo condiciones hipobdricas
naturales del altiplano peruano.

Palabras clave: fertilidad, peces, ovas, congelacién, calidad espermatica.
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INTRODUCCION

La trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) es una especie muy
prolifica 1, pero viene disminuyendo la diversidad genética en
las granjas acuicolas destinadas a la produccién de alevinos
(Torres et al., 2014). En condiciones naturales desovan segun
su estacionalidad reproductiva (Bustamante-Gonzélez et al,
2018; Castro-Castellén et al. 2017) y con limitaciones en la
produccién de alevinos (Betancur et al., 2008).

Estas limitantes en la produccién, propicia la conservacién de
semen para reproduccién en época no reproductiva para lo
cual existen métodos como la vitrificacién (Cuevas-uribe et al.
2013) que se aplica en peces con semen de poco volumen (Xin
et al. 2017). Otro método es la refrigeracién a 4°C, pero se
restringe por el corto tiempo de conservacién (10 d), lo que es
poco atrayente para conservar semen por largos periodos
(Merino et al., 2020; Ulloa-Rodriguez et al., 2018; Trigo et al.,
2015) ambas técnicas ofrecen pocas ventajas sobre la
congelaciéon lenta (Cuevas-uribe et al. 2017) como bajos
costos, fécil mantenimiento y transporte (Martinez-Péramo et
al., 2008) facilitando la reproduccién artificial en salménidos
(Judycka et al., 2019; Restrepo-Betancur et al., 2017).

La congelacién seminal es una alternativa biotecnolégica
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-gonzdlez et al, 2019), por la
formacién de cristales de hielo que dafian la membrana
espermdtica (Ramirez-Merlano et al., 2010), cambios bruscos
de temperatura, estrés osmético (Hezavehei et al.,, 2018),
cambios de volumen celular y toxicidad de crioprotectores
(Asturiano et al.,, 2017) que conducen a la destruccién del
espermatozoide (Lopes et al., 2011).

A pesar de que se tienen estudios en conservacién de semen,
continta la bisqueda de métodos e insumos que puedan hacer
mads viables a los espermatozoides (Pereira et al. 2020;
Hezavehei et al. 2018). La mayoria de las investigaciones se
centran en la utilizacién de crioprotectores ideales, y dejan de
lado otros factores como la velocidad y temperatura de
congelacién que son criticas en la formacién de cristales de
hielo y afectan la calidad de semen (Stornelli et al, 2005).
Debido a que no se cuenta con reportes de crioconservacion
seminal de trucha bajo condiciones hipobdricas naturales del
altiplano peruano, en el presente estudio se pretende
determinar la influencia de tres temperaturas de congelacién
sobre la calidad seminal de truchas arcoiris (Oncorhynchus
mykiss).

MATERIAL Y METODOS

Animales experimentales

La investigacién se realizé en el Centro de Investigaciéon y
Produccién Pesquera (CIP), en el distrito de Chucuito, Provincia
y Departamento de Puno a una altitud de 3850 m y en las
coordenadas  15°53'48.59” Sy 69°53'45.08" O,
perteneciente a la Facultad de Ciencias Biolégicas de la
Universidad Nacional del Altiplano. Se ufilizé 15
reproductores: 12 machos mayores a un afio (3 control, 9 para
el experimento) y 3 reproductoras hembras de dos afios, con
peso promedio 1.61 £ 0.08 kg, luego fueron llevados a pozas
por 24 h antes de iniciar la colecta y durante este tiempo
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fueron mantenidos sin suministro de alimento (Cruz-casallas et
al. 2006). La temperatura promedio del agua oscilé entre
10°C a 12°C en cada poza durante todo el proceso.

Colecta de gametos

Tanto la obtencién de espermas como la de ovas se realizd
mediante masajes manuales ventrales en direccion opérculo-
caudal de las truchas. La coleccién de semen se realizé en un
vaso colector de pldstico de 50 ml, estéril y seco, evitando
contacto con agua, orina y heces en cuyo caso fue descartado
23. Mientras que para obtener las ovas se utilizé un recipiente
de pléstico seco y limpio, que luego sirvié para homogenizar
la colecta (Necmettin et al., 2003).

Evaluacién de la calidad seminal

Tras la colecta, el producto seminal fue depositado en un
recipiente a temperatura del estanque (10°C a 12°C) para ser
evaluado. Las caracteristicas macroscépicas como el volumen,
se realizé en un vaso colector de pldstico de 50 ml de
capacidad, estéril y se hizo su evaluacién visual en mililitros
(ml). La determinacién del color se realizé mediante
observacién subjetiva del vaso colector. Para analizar las
caracteristicas microscépicas como la concentracién se usé la
cdmara Neubauer contabilizando cinco cuadrantes observados
en un microscopio éptico a 40x de aumento, en dilucién con
NaCl (1:200) 25. Mientras que para determinar la motilidad
masal, el método aplicado fue subjetivo y para ello se utilizé
un microscopio éptico a 10x en un lamina portaobjeto con 1 [l
de semen y activado con 20 Jl de bicarbonato de sodio al 1%
y se consideré a las muestras con mdas de 80% de motilidad
para la congelacién 4. Para el tiempo de activacién se utilizdé
una gota 1 Hl de semen y 20 [l de bicarbonato de sodio al
1% expresado en segundos hasta que el 100% de los
espermatozoides perdieron su actividad (Di lorio et al., 2019)
Para determinar la vitalidad se usé la tincidén eosina nigrosina
considerando las células muertas tefidas y las vivas sin
coloracién (Peralta-Martinez et al., 2018).

Crioprotectores y congelacién

Como diluyente se usé 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 uséndose solo el
sobrenadante. Tras la colecta se bajé la temperatura del
semen y dilutor desde la temperatura de coleccién (10°C a
12°C) hasta 4°C en el lapso de 20 minutos; momento el en cuall
se realizé la dilucién en una relacién de 1:3 (semen:dilutor)
(Lahnsteiner et al.,, 1996) sin tiempo de equilibrio 29.
Enseguida se envasé en padijillas de 0.5¢cc y se procedié a la
congelacién con una tasa de congelacién de -20°C/min 30 y
como variacién del protocolo fueron congeladas a tres
temperaturas Tratamiento | -80°C (TI), Tratamiento Il -100°C
(TN) y Tratamiento Il -120 °C (Tlll) (Cryologic CL 3300,
Australia) a la que fueron sumergidas al nitrégeno liquido (NL)
hasta su uso (laffaldano et al., 2015; Conget et al., 1996;
Lahnsteiner et al., 1996; con algunas modificaciones). Todos los
reactivos utilizados fueron de la marca Sigma Chemical Co., St.
Louis, Missouri, USA.

Descongelacion y fertilidad

La paijilla de 0.5¢c fue descongelada a 25°C por 30 segundos
11 y fue colocada a 5 g de ovas por replica (9 réplicas por
tratamiento), mezcldndolo con wuna pluma suavemente
(Necmettin et al., 2003) y adicionando 5 ml de solucién
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activadora (Bicarbonato de sodio) (laffaldano et al.,, 2015)
por 2 min, luego se adicioné agua del estanque para
enjuagarlo y seguidamente las ovas fueron depositadas en
incubadoras de flujo descendente. El porcentaje de fertilidad
fue evaluado mediante la proporcién de huevos en estado de
ojo (fértiles) a los 21 dias.

Analisis estadistico

Los resultados fueron analizados en un Disefio de bloques
completamente al azar. Las variables fueron expresadas en
promedios con sus respectivos errores estdndar. Para la
comparaciéon de medias se utilizé la Prueba miltiple de
significacion de Tukey (p <0.05). Mientras que para
determinar el grado de asociacién entre variables se utilizé la
matriz de correlacién y para la comparacién de las tasas de
fertilidad se utilizé la prueba de Chi cuadrado. Todos los datos
fueron analizados con la ayuda del programa The Jamovi
Project (2021). Jamovi, v1.6, Computer Software.

RESULTADOS

Pardmetros del semen fresco

Los datos obtenidos de los pardmetros macroscopicos y
microscépicos del semen fresco de trucha arcoiris (Oncorhynchus
mykiss) se muestran en promedio y su error estandar (EE) en la
tabla 1.

Los pardmetros seminales obtenidos para el semen fresco de
trucha fueron de 6.03 * 0.34 ml de volumen, de color blanco

lechoso, con una concentracién de 4.54 = 0.08 (109/ml), un
tiempo de activacién de 169.00 + 10.24 seg, una motilidad
de 90.56 + 1.00 % y una vitalidad de 91.89 £ 0.77 %.

Parametros del semen descongelado

Respecto a los pardmetros microscépicos obtenidos del semen
pos-descongelacién por influencia de las temperaturas de
congelacién (Tabla 2), no se observaron diferencias
estadisticas entre tratamientos (p >0.05). Sin embargo, cabe
indicar que el tiempo de activacién y la vitalidad fueron
numéricamente superiores en el Tll (-100 °C) con 51.33 seg y
35.33 %, respectivamente. Mientras que para la tasa de
motilidad masal fue mayor en el Tl (-120 °C) con 36.33%.
Tabla 1. Pardmetros espermdticos macroscépicos y
microscépicos de semen fresco de trucha arcoiris (Oncorhynchus
mykiss).

Parametros seminales Media *+ EE Min - Max
Volumen (ml) 6.03 £ 0.34 5.1-8.10
Color Blanco Lechoso -
Concentracién (1029/ml) 4.54 + 0.08 4.2 — 4.89
Tiempo de activacion (s) 169.00+10.24 135-217
Motilidad (%) 90.56 + 1.00 85-95
Vitalidad (%) 91.89 £ 0.77 87 - 94

Tabla 2. Pardmetros espermdticos microscépicos de semen de Trucha Arcoiris (Oncorhynchus mykiss) post descongelacién por

influencia de la temperatura de congelacién.

Temperatura de congelacién

Tl (-80°C) Tl (-100°C) TIlI (-120°C)
Media * EE Media * EE Media * EE p - valor
Tiempo de activacién (s) 43.00 £ 2.00 a 51.33+£5.93a 43.33 + 4.41 a 0.380
Motilidad masal (%) 33.33+2.40a 33.00 + 2.89 a 36.33+1.33a 0.562
Vitalidad (%) 33.33+2.03a 35.33+2.19a 32.00 + 3.06 a 0.650
90 los tratamientos experimentales no mostraron diferencia
80 | significativa (p >0.05). Sin embargo, cabe indicar que con el
70 41— _ - Tll se tuvo una ligera superioridad numérica (70.97 17.84)
60 — - . respecto al Tl (68.86 £8.83) y al Tlll (64.34 +6.00). Cuando
50 1— L . se compara la fertilidad del tratamiento control (semen fresco)
40 1 853 §§§%§ _ con los tratamientos experimentales (TI, Tll y TIll) se observa
30 — §§§§ 6434 una diferencia significativa (p <0.01).
20 e
0 - ,
0 R DISCUSION
Con respecto a las caracteristicas macroscépicas de volumen,
Q\'Ra\ QOO QQOO @o Bustamante-Gonzdlez et al., (2018); Torres et al., (2014);
[ \Qb Q\ \(\W Castro-Castellén et al,, (2017) y Necmettin et al., (2003);
& &\\ &\\\ tuvieron mayores volomenes seminales, mientras que Fogli Da

Figura 1. Porcentaje de fertilidad en semen fresco (control) y
semen descongelado de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss)
por influencia de las temperaturas de congelacién.

Porcentaje de fertilidad
En relacidon con las pruebas de fertilidad de semen
descongelado de trucha (Figura 1), los promedios obtenidos de
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Silveira et al., (1994) tuvo parecido volumen (8 mL). Respecto
al color reportaron blanco lechoso al igual que nosotros (Tabla
1), estd relacionado con la alta concentracién
espermdtica (Bustamante-Gonzdlez et al., 2018).

lo cual

Para la caracteristica microscépica de concentracion,
Bustamante-Gonzdlez et al., (2018); Castro-Castellén et al.,
(2017); Nynca et al, (2017); Ciereszko et al.,, (2015) y
Necmettin et al., (2003) tuvieron mejores resultados que el



DOI. 10.18548/aspe/0009.21

Manrique Y, Bustamante C, Rodriguez F, Ruelas D, Perez U, et al., SPERMOVA. 2021; 11(2): 159-165

presente estudio, mientras que Peralta-Martinez et al., (2018),
Ninhaus-Silveira et al., (2006) y Lahnsteiner et al., (1996)
reportaron menores concentraciones que los reportados.
Respecto al tiempo de activaciéon nuestros resultados fueron
superiores a los reportados por laffaldano et al., (2015),
Berrios et al., (2010) y Necmettin et al., (2003), pero semejante
al reporte de Secer et al., (2004). Para la motilidad masal
presentamos resultados semejantes a los reportes de
Bustamante-Gonzdlez et al., (2018); Nynca et al., (2017);
Trigo et al., (2015) y Fogli Da Silveira et al., (1994), pero fue
superior a los reportes de Castro-Castellén et al., (2017),
Ciereszko et al., (2015), laffaldano et al., (2015), Necmettin
et al.,, (2003), Lahnsteiner, F. et al., (1996) y Conget et al.,
(1996). Para la tasa de vitalidad Fogli Da Silveira et al.,
(1994) mostré mejores resultados que el presente estudio,
mientras que laffaldano et al., (2015) mostré resultados
menores y Nynca et al., (2017) mostro resultados similares
(Tabla 1). Las diferencias de los resultados de los autores
respecto a los presentes resultados se deben a factores como
edad, peso de los reproductores, manejo, alimentacién
(Cabrina et al.,, 2010), calidad de agua (Necmettin et al.,
2003), sexo invertido (Ciereszko et al., 2015), especie
(laffaldano et al. 2015), tipo de colecta, época reproductiva,
calidad de agua (Secer et al., 2004), fotoperiodo (Félix et al.,
2021) y temperatura; los dos Ultimos relacionados con la
latitud y altitud (Bustamante-Gonzdlez et al., 2018); por lo que
al considerar que nuestro trabajo se realizé a una altitud de
3875 m quizd pudo tener influencia en nuestros resultados,
que deberdn ser corroborados en futuras investigaciones.

Respecto a las caracteristicas post descongelacién (Tabla 2) en
el tiempo de activacién fue similar al reporte de Di lorio et al.,
(2019); mientras que las investigaciones de laffaldano et al.,
(2015) y Necmettin et al., (2003) reportaron valores superiores
comparado al presente estudio. 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, mientras que laffaldano et al,
(2015), Nynca et al., (2015), Betancur et al., (2008) y Salte et
al., (2004) tuvieron parecidos resultados. Para la tasa de
vitalidad fueron similares a los reportes de Di lorio et al,
(2019) y laffaldano et al., (2015), estas diferencias podrian
deberse al volumen de la paijilla, concentracién seminal final
35, tecnologia de congelacién, diluyentes o crioprotectores
(Nynca et al., 2014, Ciereszko et al.,, 2014), tiempo de
equilibrio (Babiak et al., 2001) y temporada reproductiva 1.

El tratamiento Tll mostro una mejor respuesta para el tiempo
de activacién y vitalidad respecto a los tratamientos Tl y TIII,
lo que sugiere una mejor proteccién al espermatozoide en la
criopreservacion, que a esta temperatura de
inmersion se podria estar generando menor dafio celular 47.
Nuestros protocolos de congelacién (-20°C/min) no fueron
demasiado lentos por lo que es probable que no se haya
generado exposiciéon adicional a los solutos intracelulares,
osmolaridad extracelular, contraccién celular y formacién de
cristales de hielo con posible daiio celular (Benson et al.,, 2012;
Di Santo et al.,, 2012; Fowler & Toner, 2005), 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 NL pueden llegar a tener pardmetros seminales
nulos. Tampoco se utilizé la congelacién répida de -30°C/min
o menos hasta llegar a -60 o -80°C 31 podria ocasionar que
la deshidratacion de las células no sea adecuada sin alcanzar

asumimos
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el equilibrio osmético y formacién de hielo intracelular que
pudiera dafiar la membrana del espermatozoide (Kumar et al.,
2019; Lahnsteiner et al., 2000) disminuyendo la calidad
seminal.

La vitalidad fue mejor en el Tll pero disminuyé en comparacién
con el semen fresco; pues la criopreservacién tiene
consecuencias  fatales en las células  espermdtica
especificamente produciendo fragmentaciéon del ADN (Pérez-
Cerezales et al., 2010), disminucién en la integridad de la
membrana espermdtica (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 (Galo et al.,, 2019) y
dafios subletales no detectados en los pardmetros seminales
(Nynca et al, 2015). Respecto a la motilidad y tiempo de
activacién pudo ser afectado por la congelacién por el efecto
negativo sobre la mitocondria disminuyendo la cantidad de
ATP por lo que no se tendria ATP para la activacién y por
ende, disminucién de la motilidad; como fue demostrado por
otros autores (Figueroa et al, 2016; Nynca et al, 2015;
Martinez & Carrasco, 2010). Estos efectos fueron pudieron ser
menores en el Tl para el tiempo de activacién y en el Tlll para
la motilidad.

Algunos autores reportaron resultados semejantes respecto a
las tasas de fertilidad (Ninhaus-Silveira et al., 2006; Salte et
al., 2004). Mientras que otros reportan mejores resultados
(Judycka et al., 2016; Ciereszko et al., 2015; Ciereszko et al.,
2014; Lahnsteiner et al., 1996) y otros menores (Di lorio et al.,
2019; Yang et al., 2018; laffaldano et al.,, 2015), estos
resultados difieren a los nuestros en su mayoria debido a que
usaron formas de congelacién basada en centimetros por
encima del nivel del NL lo cual dificulta controlar la tasa de
congelacién afectando la fertilidad (Judycka et al.,, 2019;
Ninhaus-Silveira et al., 2006).

El Tl tuvo mejores tasas de fertilidad lo que sugiere que podria
ser la mejor temperatura de congelacién, estos resultados
concuerdan con los reportado por Lahnsteiner et al. (1996) y
Cabrita et al. (2001) en truchas arcoiris (Oncorhynchus mykiss),
debido a que la fertilidad fue mayor cuando se congelé a 1,5
cm (-110 °C) por encima del nivel de nitrégeno liquido y
disminuyé cuando se congelé a 1 em (-130 °C) o a 2 ecm (-100
°C), lo cual demuestra que las temperaturas de congelacién
por encima o por debajo del rango de congelacién disminuyen
la calidad seminal y fertilidad 48. Este mismo tratamiento no
tuvo la mejor motilidad esto indicaria que no necesariamente
la motilidad define la tasa de fertilidad 56. Por otro lado,
Glogowski et al., (2002) en Esturiones siberianos (Acipenser
baeri) demostré que la motilidad pos descongelacién podria
no correlacionarse con la fecundacién, sino también con la
vitalidad 55 y con el tiempo de activacion, ya que el Tll mostré
mayor correlacion entre la vitalidad (r = 0.94), tiempo de
activacién (r = 0.72) con la fertilidad, lo cual concuerda con
diferentes investigadores (Galo et al., 2019; Merino et al.,
2011; Cabrita et al., 2010; Martinez & Carrasco, 2010).

También se puede considerar que a pesar de que la
congelacién disminuyé la motilidad; tal vez el Tl generd
menores cambios en los patrones de la velocidad en linea recta
y curva (Labbe et al., 2001) o sobre el vigor espermdtico (Galo
et al, 2019), lo que generé mayor fertilidad; pues en el
Salmon Atléntico se demostrd que a pesar de la baja motilidad
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total se tuvo una correlacién positiva entre la fertilidad y
velocidad en linea curva y recta (Kommisrud et al., 2020;
Figueroa et al., 2016); también se tiene la hipétesis de que los
espermatozoides alrededor de la ova cercano al micrépilo
necesitan un corto tiempo de activacién 59 aun con poca
motilidad masal para asegurar la fertilidad, este mismo efecto
pudieron haber ocurrido en el Tll debido a su mejor tiempo de
activacion; lo que sugiere mds investigacion respecto motilidad
y velocidad.

CONCLUSION

La temperatura de congelacién disminuyd los pardmetros
microscépicos, pero se obtuvo mejores resultados post
descongelacién para el nivel intermedio de temperatura
reflejado en el tiempo de activacién, vitalidad espermdtica y
fertilidad. Esto sugiere que la temperatura de congelacién
Séptima para el semen de truchas arcoiris en condiciones
hipobdricas naturales esta alrededor de -100°C, sin embargo,
mds investigaciones son necesarias para confirmar estos
hallazgos.
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