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RESUMEN

CRIOFRESERVACION DE SEMEN DE TRUCHA ARCOIRIS. 1990. Julieta
Rodriguez Tenorio. (Bajo la direccién del Bisl. M.F.A. Fermin
Jiménez Krassel).

El presente trabajo se realizd en tres lugares: En el Centro
Truticola "El Zarco", donde se realizé la coleccidén de las
muestras de semen; el proceso de congelacidn en el laboratorio de
Reproduccién Animal del CENID-Microbiologia del INIFAF; v la
incubacién de los dvulos fertilizados en el Criadero "El Paraiso',
Dcoyoacac, Edo. de México. La fase experimental se realizé durante
los meses de noviembre de 1984.a febrero de 1987. Fara evaluar el
efecto de 1la criopreservacidén de semen en el proceso de la
fertilizacidn, se utilizaron & machos adultos de trucha arcoiris
(Salmo gairdnert) y los desaves de S hembras fértiles. La
coleccidn de las muestras se realizéd en forma manual, sin
anestesia, y una vez realizada, éstas se colocaron en agua a 4% B
En cada una de las muestras colectadas se determind el volumen,
concentracién, motilidad y paorcentaje de espermatozoides vivos.
Cada muestra se dividid en ©.5 ml de semen para la fertilizacidén
inmediata (control), y el resto se diluyd (viv) en una proporcidn
1:2 y se prabaron diferentes porcentajes de DMSO (6.6, 7, 10 vy
14%). La congelaciédn de las pajillas se realizd en wvapor de
nitrédgeno liquido durante Z min y posteriormente se almacenaron
a -196° C. Diferentes pajillas fueron descongeladas a 1 h, 1, B y
21 dias después de la congelacidn, can ellas se fertilizaron un
total de 9302 dvulos vy los resultados se analizaron por Chi
cuadrada. Los mejores porcentajes de fertilidad se obtuvieron con
el semen fresco y diluido (792.1 y 81.35% Y fueraon
significativamente mayores (F<.01) gue despuées de la congelacidn.
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El mejor porcentaje de fertilidad se obtuvo cuando se congeld
utilizando 14 y 7% de DMSO (&7.6 y &3.24 respectivamente). Cuando
las muestras se descongelaron a diferentes intervalos de tiempo se
observd gue los porcentajes de fertilidad fueron constantes, sin
que la concentracién de DMSO influyera. El posible efecto en la
fertilidad debido a variaciones individuales fue limitada a un
macho, con un 35.4% de fertilizacidn. En general los porcentajes
de eclosién fueron bajos, y menores a los observados en los grupos
control ( B4.7 ws 25.8% en el grupo control y congelado con 6.6%
de DMSO respectivamente) posiblemente debido a la calidad del agua
durante la incubacidn, ya gue el porcentaje mas alto fue de
25.8%. Se concluye que es factible la criopreservacidn de semen
de trucha arcoiris, aungue son necesarias mas repeticiones para

estandarizar la técnica.



CRIOPRESERYACION DE SEMEN DE TRUCHA ARCOIRIS

INTRODUCCION

En la acuicultura de México, la trucha arcoiris (Salmo
gairdnert, Richardson, 1B3&) ocupa cada wve:z un lugar mas
preponderante. En el pais existen ocho centraos truticolas y varias
granjas particulares (Zarza,1982). En 1985, el volumen de captura
en peso vivo de esta especie fue de 257 toneladas (Anuario
Estadistico de Fesca, 1984) mientras que la produccidn de crias en
el centro truticola "El Zarco" para el afo de 1985 fue de 5.9

millones (Feéerez, 1986 com. personal).

El cultivo de la trucha arcoiris es 1mportante debido a su
demanda en el mercado como producto de primera calidad, & su
popularidad entre los pescadores deportivos y a que la mayoria de
los cuerpos de agua de las zonas frias del pals ofrecen

condiciones favorables para su explotacidn (Ruiz, 1982).

La época de reproduccidn de la trucha en México se extiende
de septiembre a febrero, cuando la temperatura del agua fluctila
entre 10 vy 14° ©C. En la reproduccidén de esta especie se practica la
inseminacién artificial en seco, después de haber ejercido presion
en el abdomen de los reproductores para abtener 1lns gametos.
Estos son colectados en vasijas y se homogenizan para lograr una
mejor fertilizacidén/ (Cuaderno de Trabajo sobre Fiscicultura No. 9,

1982).



Al 1gual gue en otras especies de peces, en la trucha
arcoiris los machos alcanzan la madurez sexual antes que las
hembras y en algunos centros, es comin un desfasamiento en la
maduracién gonadal en los individuos del mismo y/o de diferente
sexo. For ejemplo, en el Cent;a de "E1 Zarco", a mediados de junio
se 1nicia la madurez sexual de algunas hembras de la poblaciéng
mas tarde, en octubre la mayoria lo ha logrado y finaliza en

febrero (Rodriguez, 1987).

En el caso de los machos, la maduracidn gonadal esta
desfasada, ya Que pocos casos se presentan en septiembre, el pico
de la madurez ocurre en noviembre y termina en marzo (Rodriguez,
1987). Este desfasamiento en la madurez gonadal trae como
consecuencia que no exista suficiente cantidad de dvulos o
espermatozoides al inicio y final de 1la ¢€poca reproductiva
respectivamente, 51 se quiere realizar 1a fertilizacidn

artificial.

Fara resolver este problema de desfasamiento. Harwvey vy Hoar

(1979), propusieron tres posibles soluciones:

a) Sincronizacidén sexual con hormonas.

Se ha demostrado gue con la inyeccidn de extractos
hipofisiarios o de hormonas esteroides se logra la maduracién de
los gametos y con ello la sincronizacidn sexual (Harvey v Hoar,
1979). Sin embargo, el estrés provocado por el manejo puede

interferir con la reproduccidn.



b} Modificacidn de los factores ambientales.

La manipulacidén de los factores ambientales puede dar como
resultado maduracién de la génada (maduracidn, acumulacidén de
vitelo en los cocitos) pasando por todos v cada uno de los pasos
anteriores; es un camino largo y muy poco utilizado en las

explotaciones truticolas.

El tipo de manejo de factores ambientales y como aplicarlos
para obtener buenos resultados comercilales, es labor de equipo y
depende de multitud de detalles i1inherentes a la especie, la época

del afio v la localizacidn geografica.

c) Criopreservacilidn de semen.
Fodria ser el método de eleccidn, ya gue permite realizar la
fertilizacidn cuando se requieta, ademés de poder usarlo en

programas de mejoramiento genéetico.

En el presente trabajo se pretende montar la técnica de
criopreservacidn de semen de trucha arcoiris tomando como base los

estudios mas recientes.
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Objetivo general:

Evaluar la técnica de criopreservaclidn de semen de trucha

arcoiris (Salmo gairderni, Richardson,1836&6).

Objetivos particulares:

a) Evaluar la calidad y la capacidad fertilizante del semen

fresco de trucha arcoiris del Centro Truticola "El1 Zarcao".

b) Evaluar el efecto del diluyente, la congelacidn y el
almacenamiento sobre la calidad ¥ la capacidad fertilizante del

semen de trucha arcoiris.



ANTECEDENTES.

Existen varias revisiones sobre 1a técnica de
criopreservacidon de semen de peces (Horton v Ott, 19763 Stoss,
19833 Munkittrick y Moccia, 1984) en las que se puede observar
que esta técnica se ha aplicado en un ceonsiderable numero de
especies marinas. El grupo de los salménidos ha sida el mas
estudiado debido a las siguientes razones: a) su biologia v
fisiologia se ha estudiado mas extensamente, b) existen especies
gue maduran en diferentes épocas del afo, c) tienen importancia en
la acuicultura comercial y d) se puede disponer de ellas en

piscifactorias privadas y/o0 gubernamentales (Horteon y 0tt, 197&).

La técnica de criopreservacidn es sencllle v consta de los
siguientes pasos: Frimero es necesaria la obtencidn v evaluacion
del semen, tomando en cuenta la concentracién, morfologia,
motilidad y capacidad fertilizante de 1los espermatozoides.
Segundo, un medio gue permita la dilucién y proteccién durante el
proceso de congelacidn ademas del suministro de nutrientes.
Tercero, trecipientes gque permitan su almacenamiento y resistan la
congelacién. For dltimo, un método adecuado de congelacidn, que
podria ser realizado con hielo seco o nitrdgeno liguido. Con el
primero se congela rapidamente a -76° C y con el segundo en forma
mas lenta a -196° C. En estas condiciones el semen puede ser
almacenado por pericdos wvariables de tiempo, transcurrido el
cual es descongelado, evaluada la motilidad vy lacapacidad

fertilizante de los espermatozoides.



Hace mas de un siglo (18S3), De Quatrefages intentd preservar
viable el semen de peces en estado no congelado; sin embargo, fue
hasta 1953 cuando Blaxter aplicd con éxi1to por primera vez la
criopreservacion de semen de arengue después de gue se demostrd

gue era exitosa con el semen de mamiferos (Horton y 0Ott, 1976).

En los primeros estudios de criopreservaclidn realizados en
peces se utilizd como diluyente Ringer de peces, como
crioprotector glicerol y como medio de congelacidén el hielo seco,
obteniéndose una motilidad del 2Z0% después de la descongelacidn,
sin embargo, no se evalué la capacidad fertilizante. A partir de
entonces, los avances en la criopreservaclidn de semen de peces han
dependido de las modificaciones hechas en los diluyentes, del
crioprotector utilizado, de las formas de almacenamiento, asi como
de los métodos de congelacidn y descongelacidn. Asi tenemos que
fue hasta 1947 cuando se obtuvo la primera fertilizacidn exitosa
de évulos frescos de salmdnidos (incluyendo a la trucha arcoiris)
utilizando semen congelado. En éste estudio 21 semen se diluyd con
solucién de Cortland y el crioprotector fue dimetilsulfdéxido
(DMS0O) obteniéndose una fertilizacidn maxima de 18% (Graybill y

Horton, 196%).

En 1978, Bilyukhatipoglu vy Holtz depuraron eésta técnica,
empleando un diluyente basado en la composicién del ligquido
seminal de la trucha arcoiris vy ubtilizando pastillas como formas
de almacenamiento, obteniéndose un porcentaje maximo de eclosién

de BO.3I%.



A pesar de gque se& ha continuado con los estudios de
criopreservacidn de semen de la trucha arcoiris (Erdahl y Graham,
19805 Kurokura e Hirano, 1980; Stoss y Holtz, 198la, 198%; Erdahl,
y col., 1984) no se han obtenidoc mejoras sustanciales en el
porcentaje de eclosidn en relacidn al estudioc de Buyidkhatipoglu vy

Holtz (1980) ,aungue se han perfeccionado algunos procedimientos.



MATERIAL Y METODO.

a) Localizacidn.

El trabajo se realizé en tres lugares. FPrimeroc fue el Centro
Truticola "El1 Zarco", ubicado en el Distrito Federal a 3400 metros
sobre el nivel del mar y a 19° 17° Latitud Norte vy 99° 21°
Longitud Oeste. Su clima es templado subhdamedo comn lluwvias en
verano (ciw2iwlici)) v la temperatura promedio es de 9°Cc (Garcia,
1973%). En el centro se seleccionaron los animales y se colectéd el
semen. En el laborataorio de Reproduccidén Animal del
CENID-Microbiologia del INIFAF, se realizd el manejo del semen
hasta el proceso de congelacién. El tercer lugar fue el criadero
"El Paraiso", localizado en el Municipio de Ocovoacac, Estado de
Méxica, a 2674 msnm y a 19° 17' Latitud Norte y 99°28° Lengitud
Oeste. El1 clima es templado subhtmedoc con lluvias en wverano
(ctw2) twibt(i'ig), la temperatura promedio es de 15,256
(Garcia, 1973). En este lugar se incubaron los huevos hasta la

etapa de eclosién.

b) Organismos experimentales.

Los organismos utilizados fueron machos de trucha arcoiris
(Salmo gairdnerti) del Centro Truticola “"El Zarco". Se
seleccionaron sei1s machos (de 2 afios) sexualmente maduros (éstos
expulsan semen al ejercer una ligera presidn en el abddmen), se
registrd su peso, la lonoitud pstrén v total y el diametro. Se
marcaron en la aleta dorsal con hilo cafamo de diferente color. Se

aplicé una solucién antiséptica para evitar cualguier i1nfeccién vy



se les mantuvo en un estanque.

c) Disefio experimental.

La coleccidn y evaluacidén del semen se realizd a partir del
mes de noviembre de 1986 hasta febrero de 1987. Las primeras
muestras fueron para adguirir practica en la evaluacidn de la
motilidad, porcentaje de vivos, concentracién y en el proceso de
congelacién. Durante el periodo de estudio se realizaron 12
muestreos en los seis animales, los cuales se colectaron en dos

ocasiones.

Un dia antes de la coleccidn de semen, a los animales se les
mantuvo en ayunas con el fin de evitar que el semen secontaminara.
El poro genital se lavéd con una solucidn Ringer de peces Yy &e
secd con una toalla de papel. El semen fue extraldo por medio de
un masaje en la regidn anteroposterior y se depositd en tubos de
centrifuga graduados y estériles; todo el material que se utilizd
en la coleccidén y congelacidn fue previamente enfriado con hielo

para mantener una temperatura de s° C (Erdahl y col., 1984).

El procedimiento para la evaluacidn de la calidad seminal vy
la criopreservacion de semen de la trucha arcoiris se presenta en

el Cuadro 1.

El semen se dividid en dos porciones: la fraccién A (1.0 ml)
fue wutilizada para evaluar motilidad, parcentaje de vivas,
concentracidn y fertilidad en el grupo control. La fraccidon B se

diluyd en wuna proporcidn 1:3 con el diluvente y empleando como

11



crioprotectaor diferentes porcentajes de dimetilsulfédxido (DMSO;

Cuadro 2).

La fertilidad del semen fresco, diluido y congelado se evalud
en cada uno de los animales utilizados y a diferentes intervalos

de tiempo después de la congelacidn: 1 hora, 1, 8, y 21 dias.

d) Evaluacién de semen.

Una vez colectado el semen, se registraron las
caracteristicas macroscédpicas (volumen, color J, se mantuvo a

o

9 C y se procedid a su evaluacidn para determinar la

concentracidn, motilidad y porcentaje de vivos.

i) Motilidad.

Se hicieron preparaciones frescas, colocando una gota de
semen en un portaocbjetos esteéeril, poniendo un cubrecbjetos vy
agregando una gota de agua o de NaHCOs a 4° C (0.1 M, pH 9.14;
Stoss, 1983). La motilidad se estimé usando un microscoplio de
contraste de fases y el objetivo de 40x. La motilidad fue evaluada
de acuerdo al procedimiento descrito por Sorensen (1982) para

evaluar la motilidad individual de semen de bovinos.

Esta forma de evaluacidén se puede extrapolar a la escala
propuesta por Hara y col., (1982), para semen de peces y gue &

continuacién se describe.



ESCALA FORCENTAJE DE MOTILIDAD

¥ (8]

1 1

2 1-5

3 S5-3I0

4 Z0-70
5 FO=100

ii) Forcentaje de espermatozoides vivos.

Esta caracteristica se evalud por medio de un frotis que se
prepard con una gota de semen tefiida con eosina-nigrosina (1 gr de
eosina B, 5 gr de nigrosina en 100 ml de citrato de sodio al 3F4).
La mezcla se consiguid extendiendo el colorante y el semen a lo
largo de un portacbjetos con la ayuda de otra limpio. Esta
preparacién se secd al aire, se montd v se observd en el
microscopio con el objietivo de i1nmersién (100x). lLas cabezas de
los espermatozoldes vivos se obserwvaron blanmnguecinas, mientras que
las de los muertos se tiferon de wvioleta. Se observaron cinco

campos diferentes.

11ii) Concentracidén.

Debido a la concentracidn muy grande de espermatozoides, se
realizaron diluciones con solucidn salina fisi1oldgica 1:400 y
1: 800, Con una pipeta Fasteur se tomd una gota de la dilucidn
apropliada, se secd la punta y se deyd fluir una gota en un

hematocitdmetro. Se observd al microscopio dptico con el objetivo



de 40x, se contaron los espermatozoldes que estaban en las
esquinas y centro de la cuadricula del hematocitdmetro. Se
considerd la férmula citada por Sorensen (1982) para calcular la

concentracidn por ml de semen y concentracidn total.

concentracidon en ml = X * 50 * Y * 1000

en donde:

X = numero de células contadas,

S0 = constante para ajustar el wvolumen de la camara de
contea, el cual es 1/50 de mm>.

Y = dilucidn empleada ( 1/400 o 1/B00).

1000 = constante para ajustar de mn®  a cm{

e) Evaluacidén de la capacidad fertilizante del semen.

En un recipiente de plastico se colocd una cantidad conocida
de &vulos y se adiciond la cantidad necesaria de semen fresco (2 x
10° espermatozoides/évulo), diluido (2 x 10%) o congelado (3
1061, utilizando una concentraciém aproximada de 2.52 x 10°
espermatozoides por 100 dvulos (Stoss, 1983). Con una pluma de ave
se mezclaron, se dejaron en reposco durante 15 min y se adiciond
agua corriente para lavar las impurezas. Los huevos se colocaron
en bastidores de 27 x 35 cm y éstos en tinas de 1incubacidn tipo
rastico hechas con troncos de arbol de 1.80 « ©0.20 m. Los

bastidores guedaron sumergidos en agua & cm y a una distancia de

10-12 cm del fondo.



El desarrollo embrionarioc de la trucha arco i1ris oscila entre
los 20-30 dias, esto depende de la temperatura y del fotoperiodo.
Durante el periodo de incubacidn hay dias criticos, durante los
cuales el minimo movimiento provoca un elevado indice de mortandad
(dias 7 al 9). Hacia el dia 10 vy el 13, se aobservan en los huevos
embrionados manchas oculares; a esta etapa se le conoce como
huevos oculados y en este periodo de pusden transportar. Aunque si
la edad es mayor a 15 dias es mejor no hacer el transporte, ya que
pueden eclosionar en el camino, a partir de entonces se les

denomina alevines (Ruiz, 1%B2).

El porcentaje de fertilizacidn se estimd 25 dias después de
realizada la inseminacién artificial, comparando el nuamera de

huevos i1nseminados con el ndmero de huevos oculados.

f) Método de congelacidn.

Todas las muestras de semen se diluyeron en una proporcidn
13 (viwv) con el diluyente propuesto por Erdahl y col.,

(1982) (Cuadro 2).

El crioprotector que se utilizé fue DMSO en los siguientes
porcentajes: 6.6, 7, 10 y 14%4. El1 crioprotector se adiciond en
forma paulatina a razén de 2.54 cada S min hasta obtener la
concentracidén final esperada. El semen fue congelado en pajillas
tipo francés de 0.5 ml de capacidad, dediferentes coclores y en

pastillas ve 0.2 ml.

[
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El congelado de las pastillas se realizé dejando gotear semen
diluido en orificios hechos en hielo seco, ocurriendo una
congelacidén instantanea (-79° C). Una vez obtenidos se
transladaron en pequefios frascos a un termo de almacenamiento con

nitrégeno liguido (-196° C) (Stoss y Holtz, 1981a)

El llenado de las pajillas se realizé en forma manual al
sumergirlas en el semen diluide. Con la ayuda de wuna pipeta
Fasteur se elimind una pequefa cantidad de semen de un extremo vy
éste se presiond en polvo de alcohol polivinilicopara formar un
tapén gue permitiera un sello hermético. Las pajillas se
congelaron en vapor de nitrdgeno liquido, a una distancia de 2 cm
de la superficie durante 2 min (Hara y col., 1982). Todas las

pajillas se almacenaron en nitrégeno liquido a -19&6° C.

El procedimiento de descongelacidn se realizd colocando las
pajillas en un recipiente con agua a S° C hasta su descongelacién
(30 seg a 1 min), ¥y se procedid a evaluar la motilidad vy

fertilidad, como ya se describid.



g) Anilisis de la calidad del agua.

Se ewvaluaron las sigulentes caracteristicas del agua: pH,
temperatura, cantidad de oxigeno disuelto y alcalinidad en las
tinas de incubacidn del criadero. Esto fue para verificar que
estas caracteristicas estuvieran dentro de los limites confiables

para la incubacién de huevos de trucha arcoiris.

La temperatura se registrd en las tinas de 1ncubacidn cada
tercer dia. La cantidad de oxigeno disuelto y alcalinidad se
evaluéd en una sola ocasidn siguiendo los procedimientos descritos

en el Manual de Técnicas Limnobioldgicas Simplificadas (1977).



RESULTADOS.

Caracteristicas morfoldgicas de los animales utilizados.

El peso promedio de los seis animales utilizados fue de
5408.3 gr, la longitud total y patrén de 43.9 vy 3F7.3 cm

respectivamente. Todos los animales estaban sanos.

Evaluacién de semen.

El volumen promedio del semen obtenido fue de 4.65 +/- 2.76
ml (1.9 a 11 mly n = 12). La concentracidon fue de 1.195 = 10
espermatozoides por ml. La motilidad se evalud al adicionar agua o
NaHCOs (0.1M) a una temperatura de 5% @ y fue en promedioc de BI.75
+/— 1.39%, que en la escala propuesta por Hara y col., (1982)

corresponde a S. El porcentaje de espermatozoldes wvivos fue de

FI.6 /- 3.4%.

Evaluacidén de la capacidad fertilizante de semen fresco.

Esta caracteristica fue evaluada al fertilizar un total de
531 ¢vulos con aproximadamente 30 millones de espermatozoides por
évulo, siendo este semen fresco (Stoss, 1983). Los porcentajes
promedio de fertilizacidén y eclosidn fueron de 79.10 vy B4.&8%
respectivamente. Los resultados obtenidos con este grupo fueron
considerados como contiroles para los tratamientos r+resalizados

(Figura 1).



Efecto del diluyente.

El volumen del diluyente utilizado en cada congelacidn varid
de acuerdo al volumen del eyaculado y en promedic fue de 13.93 ml
de diluyente. La motilidad no se vid afectada por el diluyente al
inducirse nuevamente con NaHCO3. Ademas se observd gue existia

movimiento i1individual S h después de la coleccién, la cual se

intensificé después de la adicién del carbonato.

El porcentaje de espermatozoides vivos después de la adicidn
del diluyente (7 y 10 % de DMSO) fue de 97 +/- 1.5 y 86.8 +/- 1.0%

de espermatozoides vivos.

Como un segundo grupo control se fertilizaron 325 &vulas con
el semen que contenia 74 de DMS0D y wuna concentracidn de 1.62 x
10*° espermatozoides/ml. Los porcentajes de fertilizaciéon vy
eclosion fueron de B1.8BS5 vy S.14% respectivamente. Con el
diluyente con 104 de DMSD se fertilizaron 376 &vulos utilizando
1.58 = 101 espermatozoides/ml. En este caso, los porcentajes de
fertilizacidén y eclosiédn fueron de 80.85 y B89.42% respectivamente.
En ninguno de los tres grupos gque fueron considerados como

controles (semen fresco v diluidos con 7 y 10% de DMS0) se

observaron diferencias significativas (F:>.0S5).



Efecto de la criopreservacidn.

El primer aspecto evaluado después de la descongelacidn fue
la motilidad, siendo ésta menor al 1%; por ésta razén, vy
apoyandose en el hecho de que el porcentaje de vivos fue de
88.9+/-1.5% al descongelar, se realizd una fertilizacidn
preliminar. Se utilizd el semen congelado en pajillas de ©.5 ml y
pastillas de 0.2 ml. En ambos casos la motilidad fue baja, aungue

se observé un ligero aumento después de la adicidn de NaHCOs.

En este grupo se fertilizaron 1062 dOvulos, obteniéndose
54.09% de fertilizacidn y 11.654% de eclosidn, indicando que la
motilidad individual no fue un aspecto gque influyé en la
fertilizacidn de este experimento; aungue los porcentajes de

fertilizacidn y eclosidén fueron bajos.

Los porcentajes de espermato:zocides vivos en el semen fresco,
diluido ¥y congelado fueron de 93.&6 +/— 3.4, 93.6 +/— 3.1 y BE.9

+/= 1.5 % respectivamente.

Fara evaluar la fertilidad del semen congelado sa
fertilizaron un total de B070 dvulos utilizando aproximadamente
-7 - (i espermatozoides por évulo vy se obtuvieron los
" siguientes resultados: 61.77% de fertilizacion y 15.12% de

eclosidén.

En el ecuadro T se observan los porcentajes de fertilizacidén vy
eclosién en el periodo de congelacidn de diciembre de 1986 a

febrero de 1987. Los porcentajes de fertilizacidn son mayores para



los grupos control gue en aguellos en los gue se utilizd semen
congelado (80.57 vs 61.946%). También se observo gque la fertilidad
es mayar cuando la concentracidn de DMSO fue de 14%, pero con el
minimo porcentaje de eclosién (F<.01). For otro lado, el numero de
huevos que eclosionaron fue mayor en los grupos testigo y el mejor
porcentaje de eclosidén se obtuv® después de usar el semen

congelado con &4.6% de DMS0 (25.78%).

En el cuadro 4 se presentan los porcentajes de fertilizacidn
y eclosidén con relacidn al intervalo de almacenamiento. Este es un
factor interesante de mencilonar, puesta que los mejores
porcentajes de fertilizacidn se obtuvieron después de B dias de

almacenamiento (Figura 3).

Como dltimo punto gue se presenta en los resultados obtenidos
son los paorcentajes de fertilizacidn y eclosién de los diferentes
animales utilizados en el experimento tcuadro S). Como se puede
observar, los porcentajes de fertilizacidn en los animales son
practicamente constantes, aungue en el analisi1s estadistico se
encontraron diferencias (F<.05). También es posible obserwvar gque
en el semen diluido con altos porcentajes de DMSO, el numero de

huevos gue eclosionaron disminuyd significativamente (Figura 2).



CUADRO 1.

FROCEDIMIENTD PARA EVALUAR LA CONGELACION DE SEMEN DE

TRUCHA ARCOIRIS.

EVALUACION DE SEMEN FRESCO

al
b)
c)
d)

REGISTRO DE FARAMETROS AMBIENTALES

SELECCION E IDENTIFICACION DE ANIMALES

COLECCION DE SEMEN

MUESTRA A

MOTILIDAD
CONCENTRACION
FORCENTAJE DE VIVOS
FERTILIDAD Y ECLOSION

MUESTRA B

DILUCION Y CONGELACIOM

1.EVALUAR EFECTO DE DILUYENTE

a)
b)
c?

2.
al
(=}
c)

MOTILIDAD
FERTILIDAD Y ECLOSION
FORCENTAJE DE VIVOS

EFECTO DE CONGELACION
MOTILIDAD

FERTILIDAD Y ECLOSION
FORCENTAJE DE VIVOS.




CUADRDO 2. DILUYENTE UTILIZADO FARA LA CONGELACION DE SEMEN DE
TRUCHA ARCOIRIS.

MgClz—-&Hz20 0.440 g
CaClz-2Hz0 0.205 g
NazHFOe 0.530 g
Acido citrico 0.200 g
NaCl 11.48B2 g
KC1 S.115 g
Glucosa 20,0 g
KOH (1.27 g/100 ml) 20.0 ml
Bicina (5.3 g/100 ml) 40.0 ml
Agua deionizada 200.0 ml
DMSO .6 “

7.0 Ve

10.0 %

14,0 %
pH 72

FUENTE: Erdahl, D. A. and Graham, E. F. 1980.



CUADRO 3. PORCENTAJES DE FERTILIDAD Y ECLOSION EN LA INSEMINACION
ARTIFICIAL DE TRUCHA ARCOIRIS UTILIZAMDD SEMEN FRESCO,
DILUIDO Y CONGELADO CON DIFERENTES CONCENTRACIONES DE

DMSO.
% DMSOD S5 FERTILIZACION % ECLOSION

CONTROL 79.10 a 84.66 a
DILUIDO 7.0 81.85 a 75.14 b
DILUIDOD 10,0 B0.8S a B9.42 a
CONGELADO G.6 37.71 be 25.78 ¢
CONGELADD 7.0 &3.20 b 19.67 cd
CONGELADOD 10,0 29%9:33 € 19.10 d
CONGELADO 14.0 &7.62 d 1.95 e
a,b,c,d,e. Distintas literales en la columna son diferentes

(F<.01)



CUADRO

4. FORCENTAJES DE FERTILIZACION Y ECLOSION UTILIZANDO SEMEN

CONGELADD

CON DIFERENTES FORCENTAJES
DIFERENTES INTERVALOS DE ALMACENAMIENTO.

DE DMSO Y A

% DMSO 1 HORA 1 DIA 1 SEM 3. SEM TAOTAL
b.6 FERTILIZACION = e 4.6 a 72.7 b 97.85
ECLOSION s T &4.0 a 1.5 b 25.8
7.0 FERTILIZACION 63.8 a SU.SE T7h5.E —— 63.2
ECLOSIDON 3.9 a 11.7 b 24.5 a e 19.7
10.0 FERTILIZACION &8.7 ab A5.3 a 72.8 b 41.4 ¢ 59.3
ECLOSION 24.4 a 2994 Yéail B 6.1 b 19.1
14.0 FERTILIZACION s —_— 76.6 a &5.8 b 67.6
ECLOSION e e ——r 4.0 a 1.9 a 2.0
TOTALES 66.25 7«20 &7 &3 a%.97 b81. 9
ayb;cs Renglones con distintas literales son estadisticamente

diferentes

(P{.1)



CUADRO S. PORCENTAJES DE FERTILIZACION Y ECLOSION DESPUES DE LA
INSEMINACION ARTIFICIAL CON SEMEN CONGELADO UTILIZANDD
DIFERENTE CONCENTRACION DE DMSO DEFENDIENDO DEL ANIMAL.

ANIMAL DMSO % FERTILIZACION % ECLOSION
A b. b 57.71 a 25.78 a
B 10 35.346 b 7.42 b
Bl 14 65.02 ac 227 cd
{ 4 10 SB.54 a 4.50 bc
ci1 14 &P.72 €& 1.71 d
D 7 ) &Z.41 ad 21.12 ae
Di 10 &6%9.11 ¢ 30.24 af
E Z &62.54 ae 15.82% e
F 10 &7.24 cde 28.33 af

a,b,c,d,e,f.Distintas literales en la columna son diferentes
(FL.05) .

~
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DISCUSION.

Se observd que el wvolumen de los eyaculados (1 a 9 ml) se
encuentra entre los valores normales que han sido registrados por
otros autores (Stoss y Holtz, 198la; Stoss, 1983) gue mencionan un

rango de 2 a 10 ml.

Fara la determinacidn de la concentracidn espermatica se ha
empleado generalmente la técnica del hematocitdémetro. En el
presente experimento, la concentracidén promedioc fue de 1.19 1{30
espermatozoides/ml; mientras gue Moccia vy Munkittrick (1987)
obtuvieron 3I-10 x 109 espermatozoides por ml vy Stoss y Holtz
(1981a) 10 x 10° espermatozoides/ml. Las diferencias encontradas
pudieron deberse entre otras cosas, al tipo de diluciones
empleadas y posiblemente a la experiencila gue sa tiene en el

conteo de los espermatozoides.

Se informa por primera vez del numero de espermatozoides
vivos en peces; éste es un parametro importante en la
criopreservacidn de semen en bovinos y que en el caso de la trucha
arcoiris este porcentaje fue superior al 0% utilizando la tincidn

con eosina-nigrosina.

Fara la estimacidn de la motilidad espermatica se siguieron
los lineamientos gue se usan en bovinos Yy gue pueden set+
transpolados a la escala propuesta por Moccia y Munkittrick (1987)
y Hara y col., (1982). Las muestras que presentaron una motilidad
superior al 70% fueron las utilizadas para la criopreservacion. En

la literatura que se revisd, nNoO Se mencionan cuales son los



mejores porcentajes de motilidad espermatica que se requieren para
la criopreservacidon de semen de trucha; solo se indica que si no
presentan una motilidad superior al 70% son descartadas, al
considerarse la reduccidn de la motilidad en respuesta al estres
de la congelacidén y descongelacién. For otro lado Moccia vy
Munkittrick (1987), encontraron gue la motilidad no suele ser un
parametro fidedigno para evaluar la capacidad fertilizante que
tendran los espermatozoides, ya que la cantidad de los mismos es
lo que determina el porcentaje de 1los huevos inseminados que

alcanzen el estado oculado.

Considerando que el método para evaluar la motilidad es
subjetivo debido principalmente & gQue en pocas ocasiones es
evaluada por una misma persona y a que se utilizan diferentes
soluciones para inducir la motilidad de 1los espermatozoides
después de su coleccidn. Esto es i1mportante, puesto que los
espermatozoides se encuentran cubiertos por el plasma seminal de
la trucha y necesitan estar en contacto con el agua para poder
iniciar el movimiento individual. Ademas de agua para inducir este
movimiento, se han utilizado solucién Ringer vy bicarbonato de

sodio.

La fertilidad obtenida después de la i1nseminacidn con semen
fresco fue .sat1sfactnria, encontrandaose dentro de los rangos
normales (79.1%). Algunos autores han obtenido porcentajes de
fertilidad con semen fresco de 71.0 a 97.1%4 (Stoss y Holtz, 1981laj
Kurokura e Hirano, 19803 Erdahl y Graham, 19803 Graybill y Horton,
19693 Erdahl y col.,1984), 1lo cual indica que los resultados
obtenidos en este experimento se encuentran dentro de este rango.

=1



Con respecto al porcentaje de eclosidn (B4.7%4) en el grupo
control, concuerda con los resultados encontrados por Stoss vy
Holtz, (1981la) que fue de 94.9%4; sin embargo, fueron mayores a
los publicados potr BUyiukhatipoglu y Holtz (1978), Que en promedio
fue de 26.2%. Los mejores porcentajes de fertilidad se obtuvieron
cuando el semen se diluyd en una proporcidn 1:3 gue cuando las
diluciones gque se realizan son mayores. Con base en estas

observaciones, la dilucidén usada en este experimento fue de 1:3.

El diluyente utilizado no tuvo efectos negativos sobre
los porcentajes de fertilizacidn y eclosidn al compararlo con los
resultados de semen fresco (79.1%4 de fertilizacién en el grupo
control ws 81.8 y B80.8B%4 los grupos con 7 y 104 de DMSO
respectivamente; y de 84.4% de eclosidn en el control ws 75.1 vy
B9.0% de huevos eclosionados para los mismos grupos de
fertilizacién con semen diluido). Al utilizar un diluyente se debe
se considerar que no active los espermatozoides, que las
concentraciones de ién potasio no sean altas porgue inhiben la

motilidad de los espermatozoides (Billard, 1983).

Al hacer las comparaciones de los porcentajes de
fertilizacién encontrados cuando se utilizé semen diluido se
observd que son similares a los presentados por otros autores
(Erdahl y col., 1984) que fueron de &5 al 75% con una diluciédn de
1:1 yv de &0-72% con una dilucidn de 1:3. Asimismo, los resultados
abtenidos wutilizando diluyentes con concentraciones altas de DMSO
(10%) fueron satisfactorios (B84.4%) comparado con los de Erdahl vy

col., (1984), quienes obtuvieron un B82% de fertilizacién.



Como puede observarse en el cuadro 3, existid una disminucion
en la capacidad fertilizante del semen congelado (57.7 a &2.6%)
comparado con el 79.1%4 del grupo control. En otras especies, come
los bovinos, ¥ de la misma forma en gue ocurre en peces, se ha
observado gue las muestras de semen que son llevadas al proceso de
criopreservacidén pierden gran parte de su capacidad fertilizante
(Sorensen, 19B8Z2). Se considera que la tercera parte del total de
espermatozoides muere a consecusncila de l2 congelacidn y que, gran
parte de los espermatozoides vivos muestran una motilidad inferior

a la observada en una muestra recién colectada.

En la revisidn escrita por Stoss (1983), se hace mencidn
respecto al rango 4dptimo del crioprotector usado, en este caso de
CMSO, v que es de &.8 a 12.9%, sin gue esta variacién influva en
los porcentajes de fertilizacidn; Erdahl v col., (1984), cuando
utilizaron wun 7% de DMS0, obtuvieron un rango de fertilidad
variable (47-91%) . Nuestros resultados pueden compararse
satisfactoriamente con los de estos autores, sin embargo, la
mayotria de ellos ha trabajado con pastillas en lugar de pajillas
¥y, ©en esas condiciones se usan soluciones descongelantes que
pueden activar a los espermatozoides antes de hacer contacto con
el fluido ovarico. En 1980, Erdahl y Graham, utilizando pajillas

con un 7% de DMSO, obtuvieron un 75% de fertilidad.

S1 comparamos entre si las fertilidades aobtenidas cuando se
congeld con 7, 10 v 14% de DM50, podemos observar gue el rango en

que se encuentran no es muy grande (59.3 a &7.6W).



A pesar de gue la fertilidad obtenida fue satisfactoria
después de la inseminacidén artificial las tasas de eclosidn fueron
muy variables (1.9 a 25.8%)3; estos resultados pueden deberse entre
otras cosas, a gue la 1incubacidn de 1los huevos fecundados se
realizéd en una 1incubadora horizontal rastica. En este tipo de
incubadoras el agua corre libre pero no adecuadamente, y en
ocasiones la calidad del agua no fue buena, puesto gque estaba
sucia y el fondo de la tina se llenaba de tierra y ba;ura, lo cual
influyd en la aereacidn de los huevos fertilizados (Roberts y
Shepherd, 1980) 3 los huevecillos de 1la trucha arcoiris son
especialmente susceptibles al polvo o agua suclia y cuando existe,

el polvo los cubre y asfixia.

Los porcentajes de fertilidad obtenidos a diferentes
intervalos de tiempo guardan entre si uwuna gran similitud (Cuadro
4), por lo que se infiere que es posible gque las muestras que se
descongelen a largo plazo pueden conservar Sl capacidad

fertilizante (Sorensen, 1982).

Como puede observarse, el semen colectado de diferentes
organismos presenta un comportamiento muy similar durante el
proceso de congelacidn y descongelacidn. Fudiendo obtenerse
porcentajes de fertilidad aceptables (57.71-69.72%) con excepcisén
del organismo B, en el gue se obtuvo un porcentaje de fertilidad
del 35.36&%; esa disminucidn en la capacidad fertilizante pudo
deberse al mane)o que se le did antes del proceso de congelacidn,

puesto gue en el segundo muestreo (Bl1) gue se congeld, la

fertilidad fue de &5.02%.



CONCLUSIONES.

1. Se considera que es posible la criopreservacidn de semen
de trucha arcoiris en las condiciones que se presa2ntaron en este
experimento. Y si las condiciones son mejoradas, se podria

realizar en forma comercial.

Z. Aparentemente la motilidad espermatica después de la
criopreservacidn no es 1importante: este punto se basa en la
observacidén de qﬁe la motilidad post-descongelacién fue baja al
momento de la inseminacidén artificial y el porcentaje de
fertilidad en esos grupos fue satisfactorio (54.1%). Se reqguieren

mas estudios para verificar estos resultados.

3. Se menciona que la cantidad de espermatozoides wvivos
detectados por tincidn con eosina-nigrosina se encuentra de los

porcentajes esperados (8.9 a 93.6%W).

4, Se abre la posibilidad de gue las personas 1nteresadas en
las explotaciones truticolas y principalmente en la congelacién de
semen puedan hacer modificaciones a la técnica, va gque con ella se

puede beneficiar la produccidén de la trucha arcoiris.
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