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RESUMEN

La produccién nacional de trucha arco iris depende de una adecuada comprension y control de
procesos reproductivos y nutritivos. Los microorganismos acuéticos son considerados una fuente
alternativa de alimento, dentro de estos se destaca la espirulina por su valor nutricional, con altos
contenidos vitaminicos del tipo E y C, elementos de importancia para el desarrollo reproductivo,
por lo cual en la presente investigacion se analizé el efecto de la suplementacién con espirulina,
vitamina C y E, sobre la calidad espermatica de machos adultos de trucha arco iris
(Oncorhynchus mykiss). El estudio se desarrollé en el Centro de Investigaciones Acuicolas
(CENIAC), seleccionando 32 machos. Los tratamientos correspondieron a la suplementacion
con: 2% de espirulina; vitamina C (24000Ul) y E (900Ul), su respectiva mezcla y alimento
balanceado comercial. De manera general los peces no presentaron diferencias significativas
sobre las caracteristicas macroscopicas y concentracion espermatica (p>0,05). Los reproductores
tratados con 2% de espirulina presentaron mayor volumen seminal con un valor de 5,21 mL
(p=0,0019) y menor mortalidad espermatica con valores de 7,7 y 6,0 % al segundo y tercer ciclo
espermatico respectivamente (p<0,05). La movilidad espermética fue significativa a la
suplementacion de espirulina, vitamina E y C, con un tiempo de actividad de 77.21s y 36s de
movimiento progresivo. Adicional a la calidad espermatica se estudio el comportamiento de la
testosterona durante la espermiogénesis, encontrando valores de 0.24 a 0.93 ng/mL durante los

procesos de mitosis y meiosis, y valores 1.07 a 1.23 ng/mL de durante la espermiogénesis.

PALABRAS CLAVE:

ESPERMATOGENESIS
TESTOSTERONA
CALIDAD ESPERMATICA
TRUCHA ARCO IRIS
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ABSTRACT

The national production of rainbow trout depends on an adequate protection and control of the
reproductive and nutritional processes. Aquatic microorganisms are a source of food, a place of
medical attention, their nutritional content, their nutritional content, their nutritional content, their
nutritional content, their quality in the present. The effect of supplementation with spirulina,
vitamin C and E, on the sperm quality of adult males of rainbow trout (Oncorhynchus mykiss).
The study is in the Center for Aquaculture Research (CENIAC), selecting 32 males. The
treatments corresponded to the supplementation with: 2% spirulina; vitamin C (24000Ul) and E
(900UI), their respective mix and commercial balanced feed. In general, the differences in
macroscopic characteristics and sperm concentration (p> 0.05). The broodstock were treated with
2% spirulina, higher seminal volume with a value of 5.21 ml (p = 0.0019) and lower sperm
mortality with values of 7.7 and 6.0% at the second and third sperm cycles, respectively. <0.05).
Sperm motility was significant in the supplementation of spirulina, vitamin E and C, with a time
of activity of 77.21s and 36s of progressive movement. In addition to sperm quality, the behavior
of testosterone during spermiogenesis was studied, finding values of 0.24 to 0.93 ng / mL during
the mitosis and meiosis processes, and values 1.07 to 1.23 ng / mL during spermiogenesis.

KEY WORDS:

* SPERMATOGENESIS
* TESTOSTERONE

* SPERM QUALITY

* RAINBOW TROUT



CAPITULO |
INTRODUCCION

1.1. Antecedentes

La acuicultura es uno de los sectores de produccion alimentaria de alto crecimiento
presentado un aumento anual del 8.8% desde 1970 (FAO, 2009a). En Ecuador una de las especies
de mayor actividad dentro del sector acuicola de agua dulce es la trucha arco iris con una

produccion al 2014 de 4500 tn y al 2016 de 6051 tn (FAO, 2016b).

La produccién nacional de trucha arco iris depende de la satisfaccién de la demanda de
alevines, ya que estos son la materia prima del ciclo productivo, a su vez este depende de un
adecuado control de los procesos reproductivos, asi como de su alimentacion. De acuerdo a
Huamani & Mantilla, al 2017, la alimentacion es determinante sobre la calidad de gametos y este
a su vez sobre el producto final, ya que gametos de calidad presentan una mejor tasa de eclosion,

conversion alimenticia, crecimiento, mejor calidad de carne y rendimiento.

En el Ecuador existe una demanda de alevines de trucha arco iris insatisfecha, por lo que
los productores recuren a la importacién de ovas embrionadas. Estos procesos de importacion e
ingreso de germoplasma exotico esta regulado por el acuerdo ministerial 0.97, y la inocuidad del
producto biologico por parte del Instituto Nacional de Pesca (Ministerio de Comercio Exterior,
2018). Sin embargo, la introduccion de ovas embrionadas al pais generan implicaciones
importantes a la seguridad sanitaria de los proyectos piscicolas, poniéndolos en riesgo por la
posible amplificacion de patdgenos a poblaciones cultivadas y silvestres (Huamani & Mantilla,

2017). Bajo esta condicion, la mejora de los procesos reproductivos por instituciones nacionales,
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debe ser una tarea estratégica para la sostenibilidad del sector dulce acuicola de la regidn

interandina del Ecuador.

Por otro lado, existe insuficiente informacion sobre los estados nutricionales y su impacto
en la calidad de la reproduccion en organismos estatales. La alimentacion de trucha arco iris esta
basada en proteinas de origen animal que generalmente tienen un costo elevado, como la harina
de pescado blanco, la misma que no es sustentable por la demanda creciente y el impacto al
medio ambiente, para lo cual se debe de considerar el uso de otras fuentes nutricionales tanto para
produccién como para la mejora de los procesos reproductivos en truchas (Rodriguez et al.,

2013).

En este sentido, las microalgas son consideradas una fuente alternativa de alimentos para
la acuicultura, debido a la facil adaptacion a condiciones controladas y produccion de biomasas
secas para uso alimenticio (Geffroy & Simon, 2013). Dentro del grupo de microorganismos
algales se destacan la espirulina y chlorella, con altos contenidos proteicos, lipidicos y

vitaminicos los cuales son esenciales para la formacion de gametos y la tasa de fecundidad.

La inclusién de espirulina como suplemento alimenticio en etapas de reproduccion ha sido
evaluada previamente en diferentes especies acuicolas como milkfish, gambas, salmén y red
swordtail (Geffroy & Simon, 2013). Por otro lado, estudios en vertebrados superiores,
demuestran su efecto, como es el caso de ratones blancos, en donde la inclusion de espirulina
tiene un efecto positivo sobre la movilidad, vitalidad y concentracion espermética (Mojica, 2008).
De igual manera en el estudio realizado por Mariey et al., 2012, se hace mencién al efecto
positivo de la inclusion de espirulina en dietas balanceadas de aves ponedoras y su impacto en la

tasa de fecundidad e incubacion de huevos.
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En Ecuador existen estudios sobre la mejora de la calidad de la reproduccion en hembras

de trucha arco iris, a través de la inclusion de vitamina C y E durante los periodos de ovogenesis
(Guzman Viveros, 2013) sin embargo, en gran medida la viabilidad de estos procesos depende de
la calidad y disponibilidad espermética de machos adultos (Véasconez, 2007). En este aspecto se
deben considerar factores alimenticios para que los procesos de espermatogénesis Yy
espermiogeénesis tengan un efecto importante en la tasa de fertilizacion de évulos, y por tanto se
genere el conocimiento basico en la mejora nutricional para la especie bajo condiciones locales,

para incrementar la calidad y disponibilidad de alevines para el mercado nacional.

1.2.  Justificacion

El cultivo de trucha arco iris a nivel mundial y nacional presenta altas tasas de
crecimiento, asi en Ecuador existen alrededor de 260 criaderos ubicados principalmente en la
region sierra central y dos centros de reproduccion comercial Centro de Investigaciones
Acuicolas (CENIAC) y Estacion Piscicola Arco Iris (EPAI) (Ministerio de Comercio Exterior,
2018). La produccién de trucha arco iris sigue un ciclo, el cual implica la fase reproductiva y por
ende la comprensién de los mecanismos que la regulan y controlan, siendo estos principalmente
la espermatogénesis y ovogénesis. Estos procesos son determinados por el sistema endocrino y el
estado nutricional; las alteraciones de estos factores pueden causar afecciones en la maduracién
gonadal, el descenso o ausencia de las puestas o desoves, por lo tanto una afeccion en la

estabilidad de la produccion (Carrillo et al., 2009).

El mejoramiento nutricional de la dieta en reproductores, se establece con la modificacion
de diversos componentes como proteina, lipidos, acidos grasos, vitaminas; asi la elevacion de a-

tocoferol en salménidos, mejora la calidad de Ovulos y espermatozoides, reduciendo el
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porcentaje de huevos anormales e incrementando la tasa de fecundidad. Al igual que el a-
tocoferol, la inclusion de microalgas como la espirulina permite mejorar la calidad reproductiva,
debido al aporte nutricional de  &cidos grasos esenciales, aminoacidos y vitaminas.

(Ramakrishnan et al., 2008).

El proceso fisioldgico de la reproduccion en machos es el resultado de la integracion del
estado nutricional con el sistema endocrino, el cual esta regulado por el eje hipotalamo, hipofisis,
gonada, que modulan la actividad y secrecion de las hormonas implicadas en el proceso
reproductivo, como la testosterona, hormona esencial para el proceso de espermatogenesis

(Véazquez & Rendon, 2009).

El presente estudio muestra procesos con resultados importantes en el manejo de
parentales machos de truchas, que pueden ser aplicados a nivel de campo, promoviendo la mejora
de los procesos de maduracién gonadal, gametos y alevines en la produccion de truchas en el alto

andino ecuatoriano.

1.3.  Planteamiento del problema

1.3.1. Problema

Las dietas balanceadas disponibles en el mercado local tienen su enfoque para la
produccién de peces de engorde y no para reproduccion. Los requerimientos nutricionales para
parentales machos no cumplen con los nutrimientos en cantidad o calidad especifica generando
deficiencias en la calidad espermatica, especialmente en el contenido de espermatozoides por mL
de semen, % de motilidad y % de fecundidad. Esto provoca un impacto negativo en la viabilidad

de alevines eclosionados y productividad truticola nacional en términos generales.



1.3.2.

1.3.3.

1.4.

1.4.1.

Las causas

Las dietas balanceadas correspondientes a la etapa de reproduccion pueden causar un
déficit nutricional en los reproductores debido a cambios en la distribucion de energia
para la gametogénesis.

El principal insumo operativo para la produccion de trucha arco iris es la disponibilidad
de gametos viables y su posterior fertilizacion. Esto depende en gran medida del estado
fisioldgico y calidad de la reproduccion de parentales en confinamiento.

La nutricion en la etapa de reproduccién es uno de los aspectos menos investigado en las
areas de nutricion de peces en Ecuador, por lo que su efecto en la rentabilidad de

proyectos a pequefia y mediana escala es altamente significativo.

Los efectos

El déficit nutricional de los reproductores transciende en la alteracion del ciclo gonadal.
Escasez de huevos embrionados por la ausencia de esperma fresco y de excelente calidad.
Incremento en la importacion de ovas embrionadas de trucha iris. Durante el periodo 2010
-2014, el volumen de importacion fue de 45 millones de ovas de diferentes origenes
(MAGAP, 2016).

Deficiencias y problemas de morbilidad y mortalidad durante las primeras fases de cultivo
relacionados directamente con el régimen de alimentacion de los reproductores.

Objetivos
Objetivo general:

Evaluar el efecto de inclusion de espirulina, vitamina C y E en dietas balanceadas para trucha

arco iris y su impacto en la calidad espermatica de machos adultos.



1.4.2. Objetivos especificos:

o Valorar pardmetros reproductivos detectables durante la fase final de la espermiogénesis
en machos adultos de trucha arco iris, bajo la accion de dietas balanceadas con la inclusion de
espirulina, vitamina C y E.

o Estimar la estacionalidad de la testosterona circulante y su interaccion con la
espermatogénesis en machos adultos de trucha arco iris, bajo la accion de dietas con espirulina,
vitaminaCy E.

1.5.  Hipdtesis

Ho: “La inclusion de Arthrospira platensis en dietas balanceadas para reproduccién de trucha
arco iris, no afecta las caracteristicas espermaticas de machos adultos de Oncorhynchus mykiss

durante la maduracién gonadal”.

Ha: “La inclusién de Arthrospira platensis en dietas balanceadas para reproduccion de trucha
arco iris afecta las caracteristicas espermaticas de machos adultos de Oncorhynchus mykiss

durante la maduracién gonadal”.



CAPITULO 11
REVISION DE LA LITERATURA

2.1. Generalidades

La trucha arco iris es una especie ictica originaria de las costas del Pacifico de Norte
Ameérica, fue introducida al Ecuador en el afio 1928 con la importacion de 60.000 ovas
embrionadas para la repoblacion de rios y lagos andinos. En el &mbito de la acuicultura la trucha
arco iris presenta gran importancia debido a su capacidad de adaptacion y al crecimiento de su
produccion, asi al afio 2000 se tiene una produccién nacional de 33 toneladas, mientras que en el
2015 la produccion fue de 4.500 toneladas (FAO, 2016a) ocupando un 62% de la distribucién

dulce acuicola de la region andina.

Existen dos estaciones dedicadas a la produccion de alevines de trucha arco iris, el Centro
de Investigaciones Acuicolas (CENIAC) ubicado en Papallacta y la Estacion Piscicola Arco Iris
(EPAI) en el Cajas. Sin embargo existe un déficit de abasto de ovas debido a la condicion
reproductiva de especies sincrdnicas, por lo cual se recurre a la importacion de ovas exponiendo a
centros de produccion a la introduccion de agentes infecciosos y por lo tanto de enfermedades
como el virus de la necrosis pancreética infecciosa (IPN) y la enfermedad del torneo causada por

Myxobolus cerebralis (Ingle et al., 2012).

2.2. Descripcion taxondémica

La trucha arco iris presenta la siguiente clasificacion taxonémica:



Taxonomia
Reino: Animal
Phylum: Chordata

Subphylum:  Vertebrata

Superclase: Pisces

Clase: Psteichthyes

Orden: Salmoniformes
Familia: Salmonidae

Género: Oncorhynchus
Especie: Oncorhynchus mykiss

Nombre comun: Trucha arco iris

2.2.1. Habitat

En su ambiente natural la trucha arco iris habita en zonas acuaticas de aguas no
contaminadas, frias con una temperatura 6ptima entre 7°C y 17°C; cristalinas y bien oxigenadas,
con cauces de marcados desniveles topograficos cominmente en rios de alta montafia a los que se

adaptan bien debido a su complexion aerodinamica (Paz Donoso, 2013).

2.2.2. Morfologia

Esta especie se caracteriza por presentar un cuerpo alargado y fusiforme, su piel esta
cubierta por finas y pequefias escamas. Posee dos aletas pares y tres impares, una dorsal, formada
por radios y una segunda dorsal sin radios, tiene dos aletas impares ubicadas en la abertura anal y
en la parte caudal que funciona como 6rgano de propulsion, estabilizador, timén y freno; ademas

de una aleta adiposa la cual no presenta una funcion definida (Arregui, 2013).
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Su coloracién varia de acuerdo al habitad, tamafio y condicidn sexual, pero generalmente
presentan el borde de la aleta adiposa de color negro, los flancos tienen una banda irisada rosécea
longitudinal, por encima de ella es de color azul verde, por debajo del vientre es color gris
plateado o blanquecino; ademas posee un gran nimero de méaculas negras en la piel, a manera de

lunares como se puede observar en la figura 1.

Aleta caudal

Linea lateral Aleta 10'531 Aleta adiposa /

Opércula 3 I Pedinculo caudal
Aleta pectaral Aleta anal

Aleta ventral o pélvica Ana Papila urogenital

Figura 1. Anatomia externa de la trucha arco iris
Fuente: (Arregui, 2013)

2.3. Fisiologia de la reproduccion

La trucha arco iris se reproduce sexualmente mediante fecundacion externa, sus 6rganos
sexuales durante los primeros meses de desarrollo son indiferenciados es decir presentan
gonocorismo indiferenciado (Davila & Garces, 2007). El tiempo en alcanzar la madurez sexual

puede variar de acuerdo a la zona geogréfica, altitud, latitud, entre otras (Lagos, 2015).

De manera general la reproduccion esta regulada por el eje hipotalamo-hipofisis- gonada,
iniciando con la recepcion de un estimulo ambiental principalmente de temperatura y
luminosidad, los cuales son dirigidos hacia el hipotalamo para estimular la sintesis y secrecién de
hormonas liberadores de gonadotropina (GnRH). La estimulacion neural de la GnRH dirige las
sefiales a la glandula pituitaria o hipofisis donde inducen y regulan la sintesis y secrecion de

hormonas peptidicas como la foliculo estimulante (FSH) y luteinizante (LH). Ambas hormonas
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son secretadas al torrente sanguineo llegando a las gdnadas, estimulando a través de receptores

especificos la produccion de esteroides (Valdebenito, 2008) (Figura 2).

En salmdnidos los niveles de FSH y LH a nivel de plasma y pituitaria varian durante la
gametogénesis, la FSH se presenta con niveles elevados durante la espermatogénesis controlando
sus primeras etapas, mientras que la LH se aumenta durante la maduracién final (Van et al.,

2009)

Factores ambientales

Y Qvario ! i Testiculo !

Caracteristicas sexuales y maduracion gonadal

Figura 2. Niveles de control en la regulacion endocrina

Fuente: (Tresguerres, 2015)
2.4. Madurez sexual
La trucha arco iris es una especie que presenta dimorfismo sexual, estas caracteristicas se
desarrollan durante el proceso de maduracion en donde se presentan cambios morfolégicos que
posibilitan la diferenciacion entre machos y hembras. Los machos maduran sexualmente a los 9 a
12 meses de edad, con una concentracion espermatica de 4,5 a 9,5 millones de espermatozoides/

mm?; mientras que las hembras maduran a los 21 meses de edad, con una fecundidad relativa de
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2500 o6vulos por kilogramo de peso vivo dependiendo del medio en el que se encuentren (Lagos,

2013).

En la Tabla 1 se detallan las principales caracteristicas de dimorfismo sexual de la trucha arco

iris.

Tabla 1

Dimorfismo sexual en trucha arco iris

Estructura Hembra Macho

Maxilares Dos maxilares iguales Boca grande, puntiaguda
Musculatura Suave Rigida

Abdomen Blando Duro

Poro genital Prominente No prominente

Color nupcial Normal Negruzco

Forma del cuerpo Redondeada Delgada

Fuente: (Ortiz, 2015)

2.4.1. Factores reguladores de la reproduccién

La reproduccion de los peces esta regulada por factores internos y externos, los factores
internos también denominados factores Gltimos son criticos ya que se encargan de desencadenar
varios procesos para finalizar el desarrollo de los gametos y desove; mientras que los factores
externos denominados como factores proximos son los encargados de la preparacion para el
proceso de gametogénesis tales como la temperatura, luminosidad, oxigeno y la satisfaccion de

los requerimientos nutricionales (Ortiz & Mufioz, 2013).

2.4.1.1. Factores fisico- quimicos 6ptimos para la reproduccion
La temperatura y el fotoperiodo son las principales caracteristicas externas que regulan la
reproduccion debido a su accion sobre el eje hipotdlamo - hipdfisis - génada, asi el fotoperiodo

tiene relacion con la liberacion de gonadotropinas antes del desove siendo el Optimo de
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luminosidad de 0 a 20 lux. La temperatura es un factor modulador y regulador de la liberacion de
gametos y embriogénesis, siendo la temperatura ideal para reproduccion de 6 a 11°C (Véasquez

Gallegos, 2014).

Otros parametros fisicoquimicos a tener en cuenta son el oxigeno y pH, el oxigeno debera de

estar en una tasa de saturacion mayor al 70% y el pH en un rango de 6,5 a 8,5.

2.4.1.2. Factores nutricionales en la reproduccion

El potencial reproductivo estd relacionado con el estado nutricional de los animales,
afectando el tiempo de espermiacion, calidad de gametos y fecundidad. Las caracteristicas
morfologicas, fisioldgicas y bioquimicas de los alevines son consecuencia directa o indirecta de
la nutricion de los adultos, debido a esta razon el alimento a suministrar debe cubrir los

requerimientos alimenticios (Washburn et al., 1990).

Al momento de sustituir la fuente natural y elaborar un alimento alternativo, se debe cumplir con
las demandas nutricionales y energéticas de la etapa reproductiva (FAO, 2009a) detalladas en la
Tabla 2.
Tabla 2

Requerimientos nutricionales de trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) durante la etapa
reproductiva

Elementos Porcentaje
Proteina 47,0
Proteina digestible 43,2
Lipidos 20,0
Carbohidratos 13,5

Fibra 0,6
Humedad 9,0

Fuente: (Guzman Viveros, 2013)
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Los lipidos y &cidos grasos, especialmente los &cidos grasos altamente insaturados de
cadena larga (HUFA) en las dietas de reproductores de peces estan relacionados con el
incremento de la fecundidad, fertilizacion y calidad de 6vulos (Carrillo et al., 2009). También la
composicion proteica de las dietas influye sobre la calidad de la puesta y composicion del saco
vitelino (Washburn et al., 1990). Asi mismo, la elevacion de a-tocoferol y acido ascorbico reduce

el porcentaje de anormalidades en ovas e incrementan la tasa de fecundidad.

2.4.1.3. Requerimientos de vitaminas en la reproduccion

Las vitaminas tienen un profundo efecto en la fecundidad y desarrollo gonadal, siendo
elementos importantes en el proceso reproductivo. Se reconocen 15 vitaminas establecidas como
esenciales para los peces, siendo las mas importantes las vitaminas: A (retinol), D
(colecalciferol), E (tocoferol), K (menadiona) y C (&cido ascorbico) (Carrillo et al., 2009). Los
requerimientos de vitaminas por kilogramo de alimento para trucha arco iris se detallan en la
siguiente Tabla 3:

Tabla 3
Requerimientos de vitaminas en la fase de reproduccion de trucha arco iris

Vitamina Valor Unidad
Vitamina A 10000 ul
Vitamina C 4000 ul
Vitamina D 2500 ul
Vitamina E 140 ul
Vitamina K 6 mg
Vitamina B1 10 mg
Vitamina B2 25 mg
Vitamina B3 150 mg

CONTINUA mmmmms)
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Vitamina B4 1000 mg
Vitamina B5 50 mg
Vitamina B6 10 mg
Vitamina B8 1000 Mcg
Vitamina B9 5 mg

Fuente: (Orna, 2010)
Ul: unidades internacionales; mg: miligramo; mcg: microgramo

2.4.1.4. Vitamina C

El acido ascorbico es el nombre comin dado al 2,3-enediol-L-gulénico de caracter
hidrosoluble, el cual en diferentes mamiferos, aves y peces como los teledsteos no es sintetizado,
por lo cual debe de ser suministrado por una fuente exdgena. En los teledsteos la absorcién de
vitamina C se da a nivel de la membrana apical de los enterocitos mediante transporte activo
pasando en su forma reducida desde el interior del enterocito hacia los capilares sanguineos que

se encuentran en los pliegues intestinales (Richard & Bode, 2017).

El &cido ascorbico a nivel de plasma seminal se mantiene en una relacion de proporcion
directa con el nivel de &cido ascorbico de la dieta nutricional, su requerimiento en reproductores
es 8 veces mayor que en juveniles, estableciéndose la maxima concentracion de acido ascérbico
en el plasma seminal con una inclusion de 870 ppm, mientras que la saturacion se alcanza con

440 ppm de inclusion de acido ascorbico (Ciereszko & Dabrowski, 1995)

El 4cido ascorbico juega un papel relevante en la reproduccion de los peces, en
salmédnidos se sefiala su importancia en la esteroidogénesis y vitelogénesis, ademas de proteger
las células del esperma durante la espermatogénesis, maduracion y fecundacion, reduciendo el

riesgo de peroxidacion de los lipidos que iria en detrimento de la motilidad de los
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espermatozoides; asi como para la proteccion del genoma. A nivel embrionario la vitamina C
actia en la sintesis de coldgeno durante el desarrollo reproductivo reduciendo la mortalidad

embrionaria (Carrillo et al., 2009).

2.4.1.5. Vitamina E
La vitamina E es un conjunto de 8 especies de tocoferoles y tocotrienoles, de caracter

liposoluble y esencial, debido a la incapacidad del organismo para sintetizarla por lo que
generalmente es administrada mediante la forma de dl-alfa-tocoferol acetato del cual solo el 20 al
50% es absorbido en el lumen del intestino y la mucosa. El tocoferol circulante es acumulado
lentamente por los diferentes tejidos, integrandose a la membrana celular en conjunto con el
colesterol y fosfolipidos; el tejido adiposo, higado y madsculo son las areas mas importantes del

depdsito de esta vitamina (Sayago et al ., 2007).

La vitamina E es movilizada al ovario desde tejidos periféricos mediante lipoproteinas,
favoreciendo al aumento de lipidos totales en el ovulo, ademas presenta una funcién antioxidante
a nivel inter e intracelular que previene la degeneracidn peroxidativa de las grasas en las células,
ademas de la formacion de radicales libres. Su inclusion en la dieta de los reproductores
incrementa la calidad de los gametos, aumentando los porcentajes de embriones con desarrollo

normal, embriones eclosionados y larvas con desarrollo normal (Carrillo et al., 2009).

2.4.2. Control neuroendocrino de la reproduccion en machos adultos
La accion de las gonadotrofinas es indirecta, ya que se realiza a traves de la estimulacion
de las células de Leydig para la produccion de androgenos, que a su vez dependen del estimulo

trofico de la hormona gonadotropa circulante (Orvay Castello, 1993).
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El andrégeno endogeno primario producido por los testiculos de los peces, es el 17 B -
hidroxi - 4- androstene - 3, 11 - diona (11 - KT) que se deriva de la testosterona hormona
encargada de la espermatogénesis. Los niveles 11 - KT varian en el plasma durante el ciclo
reproductivo presentdndose en aumento durante la espermatogénesis y disminuyendo antes o
durante la espermiacion. Posteriormente se desencadena la accion hacia las células de Sertoli

para la activacion de la espermatogénesis (\VValdebenito, 2008).

Los niveles de LH en el plasma causan un aumento de la espermiogénesis a nivel
testicular junto con la produccidn del esteroide inductor de la maduracion (MIS). La LH y el MIS
inducen un incremento en los niveles de semen producidos a través de la estimulacion de la
produccién del plasma seminal, y el MIS estimula la capacidad de movimiento del

espermatozoide a través de un ascenso del pH en el plasma seminal (\VValdebenito, 2008).

2.5. Testiculos

Los testiculos en los salménidos son internos y se encuentran cubiertos por una tanica
albuginea. Se originan como estructuras pares que se encuentran suspendidos por mesenterios
alargados en la seccion superior de la cavidad del cuerpo ubicandose hacia los lados, debajo de la

vejiga natatoria (Chanatasig Chicaiza, 2015).

El tamafio y color varia de acuerdo al grado de madurez a nivel testicular, pero de manera
general presentan una estructura longitudinal, compuestos por una porcion intersticial y lobular

(Mufioz, 2013)

La porcion intersticial se encuentra entre los I6bulos testiculares, estd conformada por

células intersticiales o ceélulas de Leydig, fibroblastos, vasos sanguineos y vasos linfaticos,
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mientras que en la porcion lobular se encuentran las células de Sertoli y las células de la linea
germinal diseminadas por la periferia de una estructura lobular, provista de lumen central en el
que una vez concluida la espermatogénesis, se liberan los espermatozoides de los cistes y las

células de Sertoli (Orvay Castelld, 1993).

Durante el ciclo reproductor el indice gonadosomatico varia, aumentando durante el
periodo de espermatogénesis siendo maximo después de la meiosis en el estadio de
espermatocitos y disminuyendo progresivamente durante la espermiogénesis debido a la
eliminacién del citoplasma de las espermatidas. Al final de la espermiogénesis, los testiculos

entran en proceso de regresion gonadal (Orvay Castello, 1993).

Los procesos espermatogénicos dependen de la asociacion entre las células germinales y
las células de Sertoli. Las células de Sertoli condicionan el medio quimico del tubulo seminifero
para el desarrollo de las espermatogonias; también cumplen otras funciones como la
compartimentalizacion, secrecion, de barrera entre las células germinales y el sistema vascular y

fagocitacion de los residuos de espermatozoides (Tabares & Tarazona, 2005).

Las células de Leydig también denominadas como células intersticiales, producen
esteroides (11 KT y DHP) necesarios para la espermatogénesis y la expresion de las
caracteristicas sexuales secundarias, estas células varian en nimero durante el ciclo reproductivo,
siendo mas abundantes al inicio de la maduracion y menores al final de la maduracion y

espermiacion (Andrade et al., 2001).
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2.5.1. Fases de desarrollo testicular

2.5.1.1. Espermatogénesis

La espermatogénesis se inicia después de la liberacion de los espermatozoos o con la
reabsorcion intratesticular. La espermatogénesis tiene lugar en las células de Sertoli, que son
estructuras cisticas del testiculo, cada ciste contiene células que parecen originarse por divisiones
mitoticas a partir de una espermatogonia, debido a que se encuentran en el mismo estadio de
espermatogénesis y avanza en su desarrollo de forma sincronica. Posteriormente de una serie de
divisiones mitoticas, las espermatogonias empiezan la division meidtica transformandose a
espermatocitos y después de la segunda division meiotica a espermatidas (Tabares & Tarazona,

2005).

2.5.1.2. Espermiogeéenesis

La espermiogénesis es el proceso por el cual las espermatidas se transforman a
espermatozoides, pasando por una serie de transformaciones morfologicas, aparecen en la luz del
I6bulo testicular y viajan hacia el conducto espermatico donde adquieren su motilidad y

capacidad de fertilizacion (Carrillo et al., 2009).

2.5.1.3. Esteroides en la espermatogénesis

Las principales estructuras que intervienen en la maduracion de las gonadas en los
teledsteos son las células de Leydig y de Sertoli. Las celulas de Leydig producen y secretan los
esteroides testosterona y 11- KTestosterona en los testiculos para desencadenar las fases de
maduracion testicular (DHP) y desarrollar las caracteristicas sexuales secundarias. Las células de
Leydig activan a las células de Sertoli estimulando la division mitética de las espermatogonias

para completar el proceso de espermatogénesis. Estas son también las encargadas de sintetizar las
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proteinas fijadoras de andrdgenos para asi mantener las concentraciones de testosterona elevadas

durante todo el proceso de maduracion (Figura 3).
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Figura 3. Interacciones de las células de Leydig (linea-linea) y las células de Sertoli (Punto-
Linea) en los diferentes niveles de la cascada endocrina de machos. Hormona liberadora de
gonadotropina (GnRH), hormona luteinizante (LH), hormona estimuladora del foliculo

(FSH) y proteina fijadora de androgenos (ABP)
(Tresguerres, 2015b)

2.6. Generalidades el semen de trucha arco iris

En la Tabla 4 se detalla las principales caracteristicas del semen de trucha arco iris.

Tabla 4
Caracteristicas del semen de trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) n=12

Carécter Valor Unidad
Concentracion (x10°) 13,28 £4,81 células/mL
Espermatocrito 27,85+ 10,04 %
Proteina 1,28 +£0,60 mg/mL
Acido ascorbico 54,32 + 15,79 pg/mL

Ph 7,8 £0.02

Fuente: (Ciereszko & Dabrowski, 1994).%: porcentaje; mg/mL: miligramos por mililitro; pg/mL: microgramos por
mililitro
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2.6.1. Volumen seminal
Esta caracteristica se expresa en mililitros y su valor puede utilizarse posteriormente para
el célculo del numero de espermatozoides por muestra, asi como espermatozoides por kilogramo

de reproductor (fecundidad relativa).

La cantidad de semen producida depende de diversos factores como la época del afio,
tamano del ejemplar, edad, entre otras, por ejemplo el volumen seminal de un ejemplar de 3 afios
de edad estda en una media de 18 mL, siendo este valor tres veces mayor que el obtenido de

ejemplares de dos afios (Vasconez, 2007).

2.6.2. Movilidad

La actividad mdvil del espermatozoide respecto a tiempo es corta en comparacion con
otras especies, esto se debe a la baja capacidad de fosforilizacion oxidativa mitocondrial y
namero de mitocondrias presentes en la estructura espermatica. Dentro de la estructura testicular
en estado de no diluido a un pH de 8 a 8,2 y 220 a 360 mosmol/kg de osmolaridad son inmoviles
(Lahnsteiner et al., 1998). Su activacion se inicia por el contacto con agua, solucion salina o
fluido ovérico debido a un choque hipo osmotico, presentando una alta movilidad y velocidad de
desplazamiento progresivo durante los 15 segundos post activacién disminuyendo hasta quedar
inmoviles tras 1 minuto postactivacion (Bastardo et al., 2004).
Dentro de este pardmetro se determina algunos variables como el inicio, duracion y parada de la

movilidad.
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2.6.3. Concentracion espermatica
La concentracién varia de 9 a 16 x 10° mL espermatozoos por mL, son diversos los
factores que afectan la contraccion espermaética, entre los cuales estan los factores ambientales,

nutricionales y la época de la estacion reproductiva (Bastardo et al., 2004).

2.6.4. Morfologia

El analisis morfologico de los espermatozoides es uno de los principales componentes de
la evaluacion de las caracteristicas de una muestra seminal. La valoracién de la morfologia del
espermatozoide se basa en la relacién directa que haya entre la proporcion de espermatozoides

anormales en el eyaculado, el tipo de defecto morfoldgico y su relacion con la fertilidad in vivo.

Morfol6gicamente el espermatozoide estd dividido en cabeza, pieza intermedia y cola; el
espermatozoide de la trucha arco iris carece de acrosoma, el cual en vertebrados superiores
cumple con la funcion de disolver la matriz intercelular de las células que rodean al ovocito. La
pieza intermedia o cuello es la conexion basal de la cola con la cabeza y esta conformado por una
vaina mitocondrial dispuesta en hélice que es responsable de la generacion de energia para el
movimiento del espermatozoide (Hafez, 2002). En los salmonidos el flagelo estd compuesto por
dos secciones: un segmento principal, mas largo y visible, y una pieza final, que es mas estrecha,

mas corta y menos visible (Tuset et al., 2008) (Figura 4 ).
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Figura 4. Morfologia del espermatozoide
Fuente: (Rodrigo, 2016)

De acuerdo a Tuset et al., 2008, la longitud de la cabeza del espermatozoide de trucha
arco iris siendo est4 tomada desde su apice hacia la insercion del flagelo es de 2,9 a 3,1 um,
mientras que en el flagelo es de 31,3 a 35,7 um siendo esta tomada desde su insercion hasta el

final del segmento principal.

Las anormalidades en la morfologia del espermatozoide pueden presentarse a nivel de
cabeza, cuello o cola, presentandose espermatozoides con dos cabezas o dos colas, con cabezas

alargadas, piriformes o flagelos cortos, angulados o enrollados (Tuset et al., 2008).

2.6.5. Viabilidad espermética

Se refiere al porcentaje de células espermaticas muertas o0 con dafios graves en la
integridad de su membrana celular y se determina mediante la técnica de coloracién diferencial,
utilizando una solucion de eosina y como colorante de contraste nigrosina siendo los

espermatozoides muertos los que presentan color (Figura 5).
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Figura 5. Prueba de mortalidad espermatica con tincion de eosina
Fuente: (Rodrigo, 2016)

2.6.6. Fertilizacion

Los procesos que conducen la fertilizacion en peces muestra una considerable variacion
en comparacién a mamiferos, ya que en salmoénidos la fertilizacion es externa, ademas que el
6vulo se encuentra rodeado por un corién particularmente fuerte, presentando una Unica abertura
denominada micrépilo el cual permite solo la penetracion de un espermatozoide (Hoysak &

Liley, 2001).

La efectividad de la fertilizacién depende de factores como la calidad de gametos. Tuset al
2008, en su estudio realizado en trucha arco iris menciona que existe una relacion positiva entre
la duracién del movimiento, densidad de los espermatozoides y velocidad curvilinea media con la
tasa de fertilizacion. El tiempo de contacto también es un factor considerable para la fertilizacion,
en el estudio realizado por Hoysak & Liley, 2001, se determind que 5 a 10 segundos de contacto

entre los gametos activos es suficiente para tener un alto éxito de fertilizacion.
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Figura 6. llustracion de la fecundacion mediante microscopia electronica
Fuente: (Rodrigo, 2016)

Al tener exito la fertilizacion el huevo pasa por diferentes etapas de desarrollo

embrionario  considerandose tres etapas principales: segmentacion, gastrulacion |y
embrionamiento. La segmentacion consiste una serie de divisiones mitoticas holoblasticas sin
crecimiento celular dando lugar a 8 blastomeros desiguales y después 16 denominandose morula,
la segmentacion morular produce una masa de células denominadas blastula. El proceso de
gastrulacion implica crecimiento embrionario, presentandose una reorganizacion celular dando
lugar a capas germinales, una vez formadas las capas germinales se inicia la formacion de tejidos,

Organos y aparatos que en conjunto constituiran un embrién ( Mufioz, 2003).

2.7. Microorganismos algales y cianobacterias en la acuicultura

2.7.1. Espirulina
De acuerdo a la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura (FAO, 2008) la espirulina es un cianofito fotosintetizador (cianobacteria) de

formacion multicelular microscopica filamentosa colonial de forma helicoidal, que ha adquirido
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la capacidad de utilizar el dioxido de carbono para su crecimiento, a gran altura y en condiciones

muy alcalinas.

2.7.1.1. Clasificacién taxon6mica

La espirulina de acuerdo al manual de bacteriologia de Bergey es una cianobacteria planctonica
perteneciente al phylum Cyanobacteria, orden Oscillatoriales, familia Oscillatoriaceae, género

espirulina y especie Arthrospira platensis (Rodriguez & Triana, 2006).

2.7.1.2. Reproduccion

El alargamiento del tricoma se da por sucesiva biparticion transversal de las células del
mismo llegando a tener una longitud de 200 a 250 micras (Hug & von der Weid, 2012), mientras
que su reproduccidn es por fragmentacion intracelular del tricoma, involucrando a destruccién de

la célula (FAO, 2008). El periodo de reproduccidn se puede resumir en tres etapas:

e Fragmentos de tricomas
e La ampliacién de células del hormigonio y procesos de maduracion

¢ Alargamiento de tricoma

El tricoma maduro se divide en varios filamentos a partir de la formacién de las células de
necridio que son células especializadas, de tabiques transversales. La ruptura celular ocurre en los
disyuntores, para lo cual el tricoma aumenta su longitud y presenta su forma tipica helicoidal

(Rodriguez & Triana, 2006).

2.7.1.3. Ciclos de produccion de espirulina
La espirulina bajo condiciones preestablecidas en un cultivo por lotes pasa por diferentes
fases siendo estas: fase de adaptacion, crecimiento exponencial, crecimiento lineal, estacionaria y

muerte.
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En la fase de adaptacion el crecimiento es nulo, posterior a la adaptacion las microalgas
empiezan su proceso de reproduccion dividiéndose de forma exponencial para la generacion de
nuevas células llegando a la fase lineal en el que el proceso de reproduccion se empieza a
descender, regulandose en la fase estacionaria debido a la limitacién de nutrientes como
consecuencia del crecimiento celular, si la limitacién de nutrientes es alta comienza la muerte

celular (Vazquez-Barquero, 2007).

2.7.1.4. Caracteristicas nutricionales

De acuerdo a la compafiia Sosa Texcoco, la espirulina es una fuente de alimento
maravillosa para el futuro”, debido su digestibilidad (83%) y alto contenido de nutrientes. Por
cada 100 gramos de espirulina seca se tiene alrededor del 65% de proteina, 15% de carbohidratos,
11% de lipidos, ademas de contener ficocianina, ficocianobilina, todas las vitaminas del complejo
B mayormente vitamina B12, 4cido folico, vitamina K, carotenoides y beta carotenos; también
posee minerales esenciales como el sodio, potasio, magnesio, calcio, selenio, fosforo, manganeso,

cobre, hierro, entre otros (Ramakrishnan et al., 2008).

En acuacultura la espirulina se utiliza como alimento para moluscos, micro crustaceos
(Artemia sp.) y sobre todo para peces, ya que ayuda a mantener sana su piel e intensifica la
coloracion de la misma, ademas de incrementar las tasas de crecimiento, supervivencia y
fecundidad. En algunos paises se utiliza como alimento para aves de ornato, para gatos y perros,
especialmente para las hembras con crias, y como tdnico para caballos, vacas y sementales
(Henrikson, 2009). En la Tabla 5,6, 7 y 8 se detalla la composicién quimica, mineral, vitaminico

y de otras sustancias respectivamente.
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Tabla 5
Composicién quimica de espirulina

Valor nutricional Unidad Valor minimo Valor maximo
Proteina % 60 71
Carbohidratos % 13 16,5

Lipidos % 6 13

Fibra cruda % 0,1 0,9

Fuente:(Henrikson, 2009);%: porcentaje

El contenido de lipidos varia del 6 al 13%, del cual la mitad se presentan en forma de
acidos grasos, teniendo en mayor proporcién los acidos: palmitico, g-linoleico (GLA), linoleico
(LA) y oleico (Pati & Habibi, 2002).

El GLA y LA son precursores del acido araquidonico, el cual es uno de los principales
componentes para la formacion de prostaglandina, que interviene en la secrecion de

gonadotropinas que regulan la esteroidogénesis (Echeverria, 2006).

Tabla 6
Contenido de minerales de espirulina (Arthrospira platensis)

Mineral Unidad Valor minimo Valor méaximo
Calcio mg/kg 1045 1215

Fdsforo mg/Kkg 7617 8942

Hierro mg/kg 475 580

Sodio mg/kg 275 412

Magnesio mg/kg 1410 1915
Manganeso mg/kg 18 25

Zinc mg/kg 27 39

Potasio mg/kg 13305 15400

Cloruro mg/Kkg 4000 4400

Fuente: (Henrikson, 2009); mg/kg: miligramo por kilogramo



Tabla 7

Contenido de vitaminas de espirulina (Arthrospira platensis)

Vitaminas Unidad Promedio
Biotina mg/kg 0,4
Cianocobalamina mg/kg 2
D- ca- pantotenato mg/kg 11
Acido félico mg/kg 0,5
Acido félico mg/kg 0,5
Inositol mg/kg 350
Piridoxina mg/kg 3
Riboflavina mg/kg 40
Tiamina mg/kg 55
Tocoferol mg/kg 190

Fuente: (Henrikson, 2009); g/kg: miligramo por kilogramo

Tabla 8

Contenido de otras sustancias de Arthrospira platensis

Otras sustancias Unidad Valor minimo Valor méximo
Esteroles mg/kg 100 325
Carotenoides mg/kg 2900 4000
Clorofilaa mg/kg 6100 7600
Colesterol mg/kg 60 196

B- sitosterol mg/kg 30 97
Dihidro-colesterol 7, colesterol-7- ol -3- mg/kg 10 32

stigmasterol

Fuente: (Henrikson, 2009); mg/kg: miligramo por kilogramo

2.7.1.5. Produccion de espirulina

28

Su cultivo puede realizarse en sistemas acuosos iluminados abiertos ya sean estos

naturales o artificiales, o en birreactores con medio nutricional en conjunto con pH, temperatura,
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luminosidad y salinidad adecuada; bajo estas condiciones ideales tedricamente se puede generar

15.000 kg/ha anuales de material seco (Ponce Lopez, 2013).

2.7.1.6. Medio nutricional

El medio nutricional est4 conformado principalmente por carbono, nitrégeno y foésforo. La
principal fuente de carbono es el dioxido de carbono, que puede ser obtenido indirectamente
mediante la fertilizacion con bicarbonato de sodio. El dioxido de carbono es esencial durante el

ciclo de Calvin para la formacion de azlcares (An6nimo, 2010).

El nitrégeno es necesario para la formacion de acidos nucleicos y proteinas, y su
incorporacion al medio es esencial debido a que la espirulina no tiene la capacidad de fijar
nitrégeno atmosférico por lo que puede ser suministrado en forma de nitratos, nitritos, urea y

amoniaco (Guarienti, 2010).

El fosforo puede ser suministrado mediante una fuente de fertilizante inorganico, este

participara en la trasferencia de energia intracelular, sintesis de acidos nucleicos.

2.7.1.7. Parametros de produccion

o Luz: 12 horas de luz y 12 h de oscuridad

e  Temperatura: Optima de 15°C, minima de 12°C y maxima de 24°C
o Potencial hidrogeno: Minimo 8, optimo 9.3 y maximo 10.3

e  Agitacion: constante con 2.25 |1 O,
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2.7.1.8. Medio Zarrouk
Es uno de los principales medios artificiales de produccién de Arthrospira, debido a que
en €l se puede alcanzar un crecimiento celular de 220 mil filamentos en fase estacionaria

(Rodriguez et al., 2016).

En la Tabla 9 se detalla su composicion:

Tabla 9

Composicion del medio Zarrouk para un litro de solucién
Sustancia Concentracién Unidad
NAHCO, 13,6 gL?
NA,CO; 1,03 gL*
K2HPO4 0,50 gL*
NANO, 2,50 gL*
KSO, 1,00 gL?
NACL 0,20 gL*
MGSO0,.7H,0 0,04 gL*
CACL,. 2H,0 0,01 gL*
FESO,.7H,0 0,05 gL*
H;BO; 2,86 gL*
MNCL,.4H,0 1,18 gL*
ZNSO,.7H,0 0,22 gL*
NAMOO,.2H,0 0,39 gL*
CUSO,.5H,0 0,07 gL*
MNCL,.4H,0 1,18 gL*
ZNSO,.7H,0 0,22 gL*
CO (NO3),.6H,0 0,04 gL?
V0S0,.5H,0 0,04 gL*
K,CR,(S0,).2H,0 0,09 gL?
NISO,.7H,0 0,04 gL*
NA,WO0,.2H,0 0,01 gL?
TI0SO, 0,33 gL*
CO (NO3),.6H,0 0,04 gL?

Fuente : (Q. Rodriguez et al., 2016); g L™: gramos por litro
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CAPITULO 11
METODOLOGIA
3.1. Ubicacion del lugar de investigacion

3.1.1. Ubicacion politica
La investigacion se realizo en la provincia del Napo, cantén Quijos, parroquia Papallacta,

sector Llanura de Bafios a 1 %2 km, en el Centro de Investigaciones Acuicolas — CENIAC.

3.1.2. Ubicacion geografica
Segun el Instituto Geografico Militar el Centro de Investigaciones Acuicolas- CENIAC se

encuentra en la posicion geografica 78°0826"°0 y 0°22°37"" S y a una altitud de 3380m.n.s.m.

Figura 7. Centro de Investigaciones Acuicolas
Fuente: Google Maps, (2015)
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3.1.3. Ubicacion ecolégica
El CENIAC, se encuentra ubicado en un piso altitudinal herbazal y arbustal montano alto
y montano alto superior de paramo, zona de vida bosque muy himedo y bosque muy himedo

alpino, y corresponde a las siguientes caracteristicas meteorologicas:

o Temperatura media ambiental: 9,4 £ 4,6 °C
o Precipitacion: 1615 mm/afio
o Humedad relativa: 86%

3.2. Materiales

3.2.1. Insumos bioldgicos

o 40 reproductores machos de trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss)

o 500 gramos en materia seca de espirulina (Arthrospira platensis)

o 160 kg de alimento balanceado con un nivel de proteina del 44% para reproductores de
marca PISCIS

3.2.2. Insumos de campo
o 1 balde de 20 litros

o 1 caja de jeringuillas de 3ml (21 G, ¥4 ")

o Cajas Petri

J Cooler

o 1 funda de algodén
J Guantes

. Ictibmetro



Jaulas de malla y madera
Metro

2 redes de pesca medianas
1 rollo de piola

Pipetas Pasteur de plastico
Tinas plésticas de 60 litros
Tijeras

Toallas

3.2.3. Equipos

Autoclave (ALL AMERICAN)

Balanza electronica de 5 kg (M-220D)

Camara digital

Comprensor (GLOBER de 0,5 hp)

Computador (Acer)

Estereoscopio Binocular (Nikon Smz- Ib Zoom 0.7 — 3x. Led)
Incubador- agitator (A WARENWESS- Mod Stat Fax 2200)
Incubadora (MEMMERT)

Lavador de placas (AWARENWESS — Mod Stat Fax- 2600)
Lector de ELIZA (pQuant)

Medidor de pH (Waterproof Ph & EC)

Microcentrifuga (Thermo micromay)

Micropipetas (Bueco) 0.5 -10ul; 20 — 200 ul; 100 — 1000 ul.

33
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o Refrigeradora (ELECTROLUX)
o Sonda multiparametrica portatil ( Gama ODEON YSI 550A)

o Vortex (HEIDOLPH Reax Top)

3.2.4. Reactivos

o Eosina

o Nigrosina

) NaCl

o Eugenol

o Vitamina C

o Vitamina E

o Kits de ELISA para el seguimiento de testosterona (Monobind).
3.3. Métodos

3.3.1. Instalacion de ensayo
Se selecciond las piscinas nimero 7 y 8 correspondientes al bloque A del area de
reproduccion, las cuales fueron divididas por la mitad, con el fin de tener cuatro areas iguales de

6.5m? para la disposicion de los grupos experimentales.

3.3.2. Identificacion
Para la identificacion de los reproductores se procedio hacer una incision en la parte
media de la aleta dorsal, colocando una etiqueta de color con su respectiva numeracion a cada

animal de cada grupo experimental.
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3.3.3. Inclusidn de espirulina, vitamina C y E en el alimento
Se prepararon cuatro dietas para cada dia del experimento para evitar pérdidas de los
aditivos por oxidacién o contaminacion. Las dietas presentaban como base alimento comercial
Piscis pigmentado namero siete de reproduccion (44% de proteina), el cual fue triturado mediante

un molino manual.

Para la dieta experimental con espirulina se adiciono el 2% de la misma al alimento base,
se homogenizd la mezcla mediante la incorporacion de una solucion de gelatina sin sabor con
agua, en proporcion 1:100, y se procedio a formar el pellet mediante un molino mecanico de

carne (Molina, 2015).

El mismo procedimiento se realiz6 para la inclusion de vitaminas, la mezcla de espirulina y

vitaminas, y el testigo que corresponde a la dieta base.

La cantidad de alimento a suministrar se determind en base al peso corporal con una tasa de

alimenticia de 1.1% de acuerdo a la temperatura media del agua, siendo esta de 10°C.

3.3.4. Métodos para determinar la calidad de semen

3.3.4.1. Extraccion del semen

Para la extraccion de semen los peces permanecieron 24 horas sin alimentacion para evitar
la contaminacidn del semen con heces. Los peces fueron colocados en una solucion de 100 ppm
de eugenol durante 3 a 5 minutos con el fin de facilitar su manipulacion. EI semen se extrajo
manualmente ejerciendo una suave presion de la zona abdominal y recolectandose en envases

plasticos estériles (Chanatasig Chicaiza, 2015).



36

3.3.4.2. Volumen
El volumen fue determinado mediante el uso de una probeta graduada de 10 mL, en la cual se

colocé el total de semen del individuo (Vasconez, 2007).

3.3.4.3. Apariencia., texturay color

El aspecto del semen se determiné de forma macroscopica, teniendo en cuenta si la
apariencia del semen era homogéneo o heterogéneo; el color de acuerdo a las categorias de
blanguecino o transparente y su textura mediante el método de succién, en el cual se succiona la
muestra con una pipeta de 5 ml, para luego dejar caer el contenido, observando el filamento.

Normalmente el semen debe caer gota a gota (Chanatasig Chicaiza, 2015).

3.3.4.4. Tiempo activo
Se determinG el tiempo de actividad espermatica con un crondémetro, durante el
movimiento del espermatozoide desde su activacion con solucion salina (cloruro de sodio al

0.8%) hasta la pérdida de movimiento (Chanatasig Chicaiza, 2015).

3.3.4.5. Mortalidad espermatica
Se empled la técnica de tincion de Eosina-Nigrosina (E-N) o de coloracion diferencial,
para lo cual se agreg6 10g de nigrosina a eosina 0,5% en PBS o NaCl 0,9% llevando a punto de

ebullicidn, se filtré y guardo en un frasco oscuro (Sarabia, 2010).

Para determinar la mortalidad de los espermatozoides se tomé 10 uL de semen y se
mezclé con igual cantidad de la solucién E-N, después de 30 minutos. Se realizé un frotis

dejando secar a temperatura ambiente y cubriéndolo permanente con medio de montaje para
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examinar a 1000x. Se contd 200 espermatozoides diferenciando los espermatozoides vivos (color

rosado claro o sin color) y los muertos (color rojo o rosado oscuro) (Chanatasig Chicaiza, 2015).

3.3.4.6. Movilidad

Para la evaluacion de la movilidad se prepard una dilucion 1:10 (semen: agua) con el fin
de activar los espermatozoides. La muestra diluida se coloc6 en un portaobjetos para ser llevada a
observacién con el lente de 40x y determinar la motilidad en masa. La movilidad en masa se
califica subjetivamente con base a la amplitud de las ondas o remolinos que desplieguen los
espermatozoides. Su valor se expresa directamente en porcentaje o escala alta, media o baja

(Chanatasig Chicaiza, 2015) (Fig. 8).

Tipo A Tipo B Tipo C Tipo D

?% :

Figura 8. Tipos de movimiento espermatico. Tipo A: espermatozoides con movimiento
progresivo rapido y rectilineo; Tipo B: espermatozoides con movimiento progresivo pero lento;

Tipo C: movilidad lenta sin desplazamiento; Tipo D: inmovil
Fuente:(Rodrigo, 2016)

La motilidad de acuerdo a (Lahnsteiner et al., 1996), puede también ser expresada en base
al tipo de movimiento de los espermatozoides, como porcentaje de espermatozoides con

movimiento circular, lineal y no lineal.
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3.3.4.7. Concentracion espermaética

Se realiz6 una dilucion 1:50 (20 pL de semen y 980 pL de diluyente (sacarosa 0.6 M y
10% DMSO)), posteriormente se colocd 10 uL de solucién de semen en la camara de Neubauer
llevando después de 10 minutos a observacién bajo un lente de 40x para permitirla ubicacion de
los espermatozoides por decantacion en un mismo plano focal. Se procedié a contar los
espermatozoides colocados en los cinco cuadrantes de la cdmara de Neubauer (Bustamante,

Rodriguez, & Cortés, 2018). En la figura 9 se ilustra la técnica de conteo celular.

Figura 9 Conteo espermatico en camara de Neubauer
Fuente:(Rodrigo, 2016)

3.3.5. Métodos para la determinacion de testosterona

El andlisis de testosterona se realizé al tener las muestras de sangre, las cuales fueron
tomadas en los dias 0, 15, 30, 45 y 60 correspondientes al antes, durante y después del
experimento iniciando el dia 0 con la primera extraccion seminal. Se selecciond dos
reproductores de forma aleatoria para la primera extracciéon y luego los mismos individuos para
las extracciones posteriores. Para la determinacion de testosterona se utilizd técnicas

convencionales de Elisa (Kit Testosterona Monobind).
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3.3.5.1. Extraccién de sangre
Para la toma de sangre se procedio adormecer el animal, para luego proceder a realizar
una puncién sobre la vena caudal con un angulo de 45° con jeringas heparinizadas, extrayendo

0.5 mL de sangre por individuo.

Las muestras se almacenaron en tubos de reaccién etiquetados, en un cooler con hielo a

temperatura de 4°C, hasta su andlisis en laboratorio.

3.3.5.2. Extraccién de plasma sanguineo
En laboratorio, se centrifugd las muestras sanguineas a 3200 rpm por 10 minutos, se
extrajo el plasma sanguineo de cada muestra, separandolo en tubos de reaccion de 2mL; las

muestras de plasma fueron almacenadas a -20 °C, hasta su analisis.

3.3.5.3. Evaluacién de la concentracion de testosterona circulante
La cantidad total de testosterona circulante fue obtenida mediante analisis inmuno-
enzimatico de ELISA, para lo cual se empled el protocolo establecido por el proveedor del Kit de

testosterona.

Protocolo de ELISA para testosterona

o Preparacién reactivo enzimatico: Se agregé 0,7 mL del reactivo enzimatico de
testosterona al vial que contenia el tampon conjugado esteroideo, almacenandolo a 2 —
8°C.

o Preparacion tampon de lavado: El contenido de la solucién de lavado fue diluido en 1000

mL de agua destilada o desionizada.
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Preparacion solucion sustrato de trabajo: EI contenido de la solucion A etiquetada en el
vial &mbar fue vertido en la solucion B etiquetado con el vial transparente, colocando la
tapa amarilla en este vial para una facil identificacion. Se mezclo, etiquet6 y almaceno a
2-8°C

Se identifico los pocillos de la microplaca para cada control y muestra analizar por
duplicado.

Se coloco 10 uL del control de referencia de suero apropiado y las muestras de suero en
los pocillos respectivos.

Se agregd 50 pL de la enzima de testosterona en funcionamiento reactivo para todos los
pozos, agitando suavemente la microplaca durante 20 a 30 segundos.

50uL de reactivo de biotina de testosterona fueron agregados a todos los pocillos,
agitando posteriormente por 30 segundos para posteriormente cubrir e incubar por 60
minutos a temperatura ambiente.

El contenido de la microplaca fue descartado por decantacion.

Se agreg6 350 pL de tampdn de lavado para decantar. Este procedimiento fue repetido
dos veces més para obtener un total de tres lavados.

Se agregd 100ul de solucion de sustrato de trabajo a todos los pozos, llevando a
incubacion por 15 minutos a temperatura ambiente.

Se agrego6 50 uL de solucién de parada a cada pocillo y suavemente mezclar por 15 a 20
segundos.

Se leyd la absorbancia en cada pocillo a 450 nm en el lector de microplacas. Los

resultados fueron registrados a los 30 minutos después de agregar la solucion de parada.
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Para determinar la concentracion de testosterona se empleé el software Curve Xpert, en
cual se introdujo los datos de absorbancia de los calibradores y la concentracién de los
mismos en ng/mL para obtener una curva de respuesta a la dosis.
La concentracion de las muestras evaluadas fueron determinadas mediante la formula de
la curva modelo. En el estudio la férmula empleada corresponde al modelo matematico de

Harris y se detalla a continuacion:

1
~ (a+ bx®)

y
Donde:

y: absorbancia en ng/mL
a: 3.19977993295E-001
b:3.27689887073E-001

c: 8.91838272824E-001

Para que los resultados del andlisis sean considerados vélidos, se deben cumplir los
siguientes criterios:

o Laabsorbancia (DO0) del calibrados 0 ng/mL debe ser > 1,3.

o Cuatro de cada seis grupos de control de calidad deberan de estar dentro de lo

establecido.
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3.3.6. Determinacion de parametros zootécnicos
Conjuntamente con la extraccion de semen, se procedio a medir la longitud total mediante
el ictiometro y peso del individuo mediante una balanza (0,1g de precision), con el fin de

establecer una relacion de la condicion corporal del reproductor.

. Peso(g)
Condicion corporal = - * 100
Longitud total (cm)3

Ademas, los datos obtenidos del peso fueron utilizados para la determinacién del consumo
de alimento, asi como la respectiva inclusion de aditivos correspondiente a los tratamientos

experimentales.

3.3.7. Toma de parametros fisicoquimicos del agua
Durante la ejecucion de experimento se registraron diariamente los datos de temperatura

del agua mediante un termdémetro a las 07:00 am, 14:00 pm y 18:00 pm.

3.4. Disefio experimental

3.4. 1. Factores
Los factores a considerar en el estudio son la inclusion de espirulina al 2% y vitaminas C
y E con valores de 900 Ul y 24000 Ul respectivamente como suplementos alimenticios para la

dieta de reproductores.

La inclusién de espirulina como suplemento alimenticio en etapas de reproduccion ha sido
evaluada previamente en diferentes especies acuicolas como milkfish, gambas, salmén y red

swordtail (Geffroy & Simon, 2013).
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El alfa tocoferol como suplemento alimenticio en trucha arco iris en etapas de
reproduccion ha mostrado su efecto positivo en variables reproductivas como la movilidad y
concentracion espermatica de acuerdo a los estudios realizados por (Ciereszko & Dabrowski,
1995); ademas la inclusion de 24000 Ul de vitamina E y 900 Ul de vitamina C permite tener

mayor cantidad de ovas y mayor fecundidad.

3.4.2. Tratamientos

Para esta investigacion se emplearon 4 tratamientos, que se describen en la Tabla 10:

Tabla 10
Descripcidn de los tratamientos experimentales

Tratamiento  Descripcion Espirulina (%) Vitamina C (Ul)  Vitamina E (Ul)

T1 Alimento Balanceado - - -

comercial (Testigo)

T2 Alimento balanceado 2 - -
comercial

T3 Alimento balanceado - 900 24000
comercial

T4 Alimento balanceado 2 900 24000
comercial

Ul: unidades internacionales

3.4.3. Tipo de disefio

Los reproductores de trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) seleccionados para el
desarrollo de la investigacion fueron distribuidos aleatoriamente en grupos de 10 peces
conformados por 8 machos y dos hembras, de tal manera que la investigacion se realiz6 en base a
un disefio de blogues al azar con un universo de 32 machos reproductores de trucha arco iris de

dos afos de edad.
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3.4.4. Repeticiones
Para el ensayo se empled 3 repeticiones, las cuales correspondieron a la toma de variables
en el tiempo, siendo estas al inicio del experimento, al dia 30 y 60 para el mismo individuo

etiquetado.

3.4.5. Unidades experimentales

Las unidades experimentales fueron representadas por cada division realizada en las
piscinas 7 y 8 de reproduccion, en total 4 unidades experimentales. Cada grupo estuvo
conformado por 10 reproductores, 8 machos y 2 hembras, maduros y activos sexualmente, de 2
afios de edad, teniendo una densidad de carga animal de 1 reproductor por metro cubico. Las

hembras empleadas en el experimento tuvieron fines de estimulacion sexual hacia los machos.

La unidad observacional corresponde a cada uno de los reproductores distribuidos en los
respectivos tratamientos, estos fueron identificados mediante etiquetas de color y numeracion

para su control y seguimiento.

3.4.6. Croquis del disefio

Figura 10. Disposicion de los tratamientos en el experimento
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3.4.7. Variables del estudio
Las variables del estudio se midieron de acuerdo a los objetivos planteados en la
investigacion, realizando una clasificacion de tres grupos de acuerdo a su método de

determinacion, a continuacion, se describen los grupos con sus respectivas variables:
o Variables morfométricas

El peso se midié mediante una balanza electrdnica, la longitud corporal de los peces se
obtuvo con un ictibmetro, ambas variables fueron tomadas al inicio del estudio y con cada

extraccion seminal.
El indice de condicién corporal fue calculado mediante la aplicacion de la ecuacion:

Peso(g)
%
Longitud total (¢cm)3

Condicion corporal = 100

o Variables reproductivas

Los dias de puesta se contabilizaron a partir de la primera extracciéon de semen hasta la

proxima extraccion.

Con la extraccion de semen se procedid a obtener los datos de volumen, espermatocrito,

pH, movilidad y mortalidad.

El nimero de puestas se obtuvo contabilizando Unicamente los machos de los que se

obtenga semen en el transcurso de la investigacion.

° Variable hormonal
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La concentracién de testosterona circulante en la espermiacion y durante el proceso de
espermatogénesis fue analizado mediante pruebas de inmunodeteccion de ELISA. Esta

variable se analiz6 5 ocasiones durante la etapa experimental.

Los resultados de absorbancia obtenidos fueron interpretados mediante el software Curve
Xpert mediante en modelo matematico Harris, con un valor R de 0.99 y s de 0.05, a

continuacion se ilustra la formula del modelo matematico:

_ 1
~ (a+ bx©)

y
Donde:
y: absorbancia en ng/mL
a: 3.19977993295E-001
b:3.27689887073E-001

c: 8.91838272824E-001

3.4.8. Analisis estadistico

Para el andlisis de los datos obtenidos en la investigacion se emple6 el software
informéatico INFOSTAT, en el que se transformo los datos, debido a que estos no cumplian con
los supuestos de normalidad y homocedasticidad mediante modelos mixtos; asi también se

empled Kruskal Wallis como prueba no parametrica.
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3.5. Analisis funcional
La prueba de significancia empleada para el analisis de medias de las variables por
tratamientos en el presente estudio fue la prueba de Duncan con un nivel de significancia del

0,05%.
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En el estudio las variables morfométricas evaluadas fueron el peso e indice corporal, de

las cuales de acuerdo al analisis de modelos mixtos no muestran un efecto significativo para la

interaccion tratamientoxtiempo (p>0.9994), (p>0.9672) respectivamente, sin embargo se observa

una tendencia de incremento en el peso e indice corporal. Asi el tratamiento 1 (alimento

balanceado) correspondiente al de menor indice corporal al iniciar el experimento con un valor

de 0,97, tiende a incrementarse a 1,12 al finalizar el experimento. Esta tendencia también se hace

notoria en los demas tratamientos asi como en la variable de peso. Los valores de peso e indice

corporal se detallan en la tabla 11.

Tabla 11

Promedio * desviacidn estandar del peso e indice corporal de Oncorhynchus mykiss

Tiempo (Fecha) Tratamiento Peso (g) Indice corporal
Primer ciclo T1 1731,90 + 421, 16a 0,97 £ 0, 12a
02/7/2018 T2 1617,00 + 342, 82a 1,06 £ 0, 10a
T3 1594,70 + 195, 54a 1,10£0, 16a
T4 1477,40 + 309, 99a 1,03£0,09a
Segundo ciclo Tl 1889,80 + 548, 53a 1,09+ 0, 14a
31/7/2018 T2 1658,70 + 380, 36a 1,06 +0, 11a
T3 1648,00 + 203, 39a 111£0,17a
T4 1596,00 + 491, 41a 1,03 +0,09a
Tercer ciclo Tl 1934,60 + 572, 83a 1,12+ 0, 14a
29/8/2018 T2 172370 + 391,07a 1,11 +0, 11a
T3 1735,90 + 293, 97a 1,160, 16a
T4 1670,20 + 478, 39a 1,08+ 0, 10a

T1: Testigo; T2: 2% de espirulina; T3: AB + 9500 Ul vitamina E y 450 vitamina C; T4: 2% de espirulina + 9500 Ul
vitamina E y 450 vitamina C. Medias en columnas con letra comun no son significativamente diferentes.
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En lafigura 11 y 12 se puede observar los datos de peso e indice corporal durante la ejecucion del
proyecto respectivamente.
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Figura 11. Variacion de peso de cada tratamiento
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Figura 12. Variacion del indice corporal de cada tratamiento
4.1.2. Variables reproductivas

4.1.2.1. Volumen, concentracion espermatica y mortalidad espermatica.
De acuerdo al analisis estadistico de Kruskal Wallis las medianas de las muestras son
significativamente diferentes puesto que el valor P para la prueba de chi-cuadrado es menor que

0,05 (p=0,0019), con un nivel de confianza del 95,0%. Se observa que el tratamiento 2
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(espirulina 2%) presenta mayor volumen con un valor medio de 5,21 mL. Los datos obtenidos se
detallan e ilustran en la tabla 12 y figura 13.

Tabla 12
Promedio + desviacion estdndar y mediana de volumen seminal de reproductores de

Oncorhynchus mykiss durante la ejecucion del proyecto.

Volumen seminal (mL) Volumen seminal (mL)
Tratamiento Medias Medianas
1 3,27+272 2,6
2 521+25 4.8
3 39327 3.7
4 3,18+ 29 2

T1: Testigo; T2: 2% de espirulina; T3: AB + 9500 Ul vitamina E y 450 vitamina C; T4: 2% de espirulina + 9500 Ul
vitamina E y 450 vitamina C. Medias en columnas con letra comin no son significativamente diferentes. ml:

mililitros; %: porcentaje.
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Figura 13. Gréafico de caja y bigotes del volumen seminal por tratamientos

Los resultados obtenidos en la variable de concentracidn espermatica (p=0,9143), en base
al analisis de modelos mixtos y lineales no muestran diferencias significativas como respuesta al
ciclo espermatico, tratamiento o su interaccion. Los valores de forma general a los tratamientos o

ciclos se mantienen en una media de 13 millones de células por mL. Los valores obtenidos se

detallan el tabla 13.
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Tabla 13
Promedio * desviacion estandar de concentracion espermatica de reproductores de
Oncorhynchus mykiss durante la ejecucion del proyecto

Fecha Tratamiento Concentracion espermatica (cel /mL)
1 (10,7 x 10%)+ 3,5 x 10%
2 (13,0 x 10°%) +4,6 x 10%
Primer ciclo 3 (13,4 x 10°) +5,4 x 10%
2/7/2018 4 (14,3 x 10°) 48,0 x 10%
1 (12,7 x 10% £ 6,1 x 10%
2 (13,0 x 10°%) #4,5 x 10%
Segundo ciclo 3 (12,6 x 10°%) +3,6 x 10%
31/7/2018 4 (12,5 x 10%) + 5,2 x 10%
1 (12,1 x 10°) 45,4 x 10%
Tercer ciclo 2 (13,5 x 10°) 2,4 x 10%
29/7/2018 3 (13,3x 10%) +2,7 x 10%
4 (12,2 x 10°%) +5,3 x 10%

T1: Testigo; T2: 2% de espirulina; T3: AB + 9500 Ul vitamina E y 450 vitamina C; T4: 2% de espirulina + 9500 Ul
vitamina E y 450 vitamina C. Medias en columnas con letra comin no son significativamente diferentes. ml:
mililitros; %: porcentaje.

En relacién a la mortalidad espermética, de acuerdo al analisis de modelos mixtos se
observa diferencia significativa (p<0.05) entre tratamientos, ciclos y en su interaccion,

presentando menor mortalidad el tratamiento 2 (inclusion de espirulina al 2%).

La mortalidad espermatica disminuye progresivamente desde el segundo ciclo
espermatogénico con el 7.7% de mortalidad al 6% en el tercer ciclo (p<0,0001). EI tratamiento 4
(Inclusion de espirulina + vitaminas) también presenta disminucion en la mortalidad espermatica,
pero en menor valor que el tratamiento 2, presentando valores al segundo ciclo de 14.8% y

descendiendo al tercer ciclo espermatico con un valor de mortalidad del 11.1%.

Los valores medios de las variables mencionadas con anterioridad se detallan en la tabla 14.
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Promedio + desviacion estandar de mortalidad espermética de reproductores de Oncorhynchus

mykiss durante la ejecucion del proyecto

Fecha Tratamiento Mortalidad espermatica (%)

1 16,8+7,5b

2 20,3+4,1b

Primer ciclo 3 18,6+4,5b
2/7/2018 4 23,315, la
1 20,2+3,9b

2 7,7+1,5d

Segundo ciclo 3 13,4+3,1c
31/7/2018 4 14,8+8,3c
1 17,3£3,1b

Tercer ciclo 2 6,0+1,5d
29/7/2018 3 11,8+1,0c
4 11,1+8,6¢

T1: Testigo; T2: 2% de espirulina; T3: AB + 9500 Ul vitamina E y 450 vitamina C; T4: 2% de espirulina + 9500 Ul
vitamina E y 450 vitamina C. Medias en columnas con letra comin no son significativamente diferentes. ml:

mililitros; %: porcentaje.

La variacion de la mortalidad espermatica de acuerdo a tratamientos y ciclos espermaticos se

observa con mayor detalle en la figura 14.
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Figura 14. Variacién de la mortalidad espermatica cada tratamiento

4.1.2.2. Movilidad espermética

Para el andlisis de movilidad espermatica se tomo en cuenta las variables de tiempo de

actividad y tiempo de movimiento progresivo. La interaccion del tratamiento con el ciclo

espermatogénico de acuerdo al analisis de modelos mixtos es significativa para el tiempo de
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actividad (p=0.0011) teniendo al tratamiento 4 (inclusion de 2% espirulina + vitamina C y E) con
los mayores valores de tiempo de actividad espermética y motilidad progresiva seguido del
tratamiento 3 (inclusion de vitamina C y E) (tabla 15).

Tabla 15

Promedio + desviacion estandar del tiempo de actividad y movimiento progresivo de
reproductores de Oncorhynchus mykiss en interaccion fecha tratamiento

Fecha Tratamiento Tiempo de actividad (s) Motilidad progresiva (s)
1 78,25bx10a 30£0,04b
Primer ciclo 2 75,88+12a 29+0,03b
2/7/2018 3 62,2511b 28+0,03b
4 81,75x11a 37%0,06a
1 59,13+5b 28+0,04b
Segundo ciclo 2 67,25+6b 29+0,06b
31/7/2018 3 68,88+11b 30+0,05b
4 71,50+11b 33+0,07b
1 61,75+4b 29+0,03b
Tercer ciclo 2 69,63+7b 30£0,03b
29/17/2018 3 81,00+17a 34+0,07a
4 78,38+16a 36+0,06a

Medias en columna con letra comin no son significativamente diferentes. min: minutos; s: segundos.

Como respuesta al tratamiento, el tratamiento 4 (inclusion de 2% espirulina + vitamina C y E)
presenta mayor movilidad con un tiempo de actividad de 77.21 minutos y 0.36 segundos de
moviendo progresivo (p=0,0140) (p= 0,0036) (tabla 16) (Figura 15).

Tabla 16

Promedio + desviacion estandar del tiempo de actividad y movimiento progresivo de
reproductores de Oncorhynchus mykiss bajo el efecto de 4 tratamientos

Tratamiento Tiempo de actividad (s) Motilidad progresiva (s)
1 66,38t11a 29+0,04b
2 70,71+9,0b 30+0,04b
3 70,92+15b 31+0,04b
4 77,21£13b 36+0,06a

Medias en columna con letra comin no son significativamente diferentes. min: minutos; s: segundos.
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Figura 15. Variacion del tiempo de actividad por tratamiento y barras de error
De acuerdo al grado de movimiento de los espermatozoides la motilidad fue categorizada
como alta, media o baja, encontrando dependencia de la motilidad con el tratamiento (p=0,0113).
Los reproductores del tratamiento 4 (inclusion de espirulina + vitaminas C y E) presentaron con
mayor frecuencia una alta motilidad seguido de los reproductores del tratamiento 3 (inclusion de

vitaminas C y E) (Tabla 17).

Tabla 17
Categorizacion de motilidad de acuerdo al tratamiento del total de datos analizados

Motilidad T1 T2 T3 T4
Alta 14 21 22 23
Media 7 3 1 1
Baja 3 0 1 0

Los datos representados en la tabla corresponden al nimero de observaciones. Alta: presencia de ondas y remolinos,
media: ondas y remolinos en menor grado de movimiento o baja: movimiento sin ondas o remolinos (Chanatasig
Chicaiza, 2015).

4.1.2.3. Coloracion, apariencia y textura seminal

Las variables de coloracion, apariencia y textura seminal no mostraron variacion de

acuerdo al tratamiento o ciclo espermatico. Los valores registrados se detallan en la tabla 18.
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Tabla 18
Descripcion del semen de acuerdo a: color, textura y apariencia

Variables T1 T2 T3 T4
Coloracion

Blanquecina 20 21 22 24
Transparente 4 3 2 0

Total 24 24 24 24
Textura

Liquido 7 3 2 4

Viscoso 17 21 22 20
Total 24 24 24 24
Apariencia

Homogénea 24 24 24 24
Heterogénea 0 0 0 0

Total 24 24 24 24

Las unidades presentadas en esta tabla representan el nimero de observaciones registradas para cada variable.

4.1.3. Variables hormonales

4.1.3.1. Comportamiento de testosterona en el tiempo (ng/mL)

Para la determinacion de la concentracion de testosterona se hizo uso del software Curve
Xpert, los datos de calibracién y absorbancia se ajustaron al Modelo Harris teniendo un R de
0,99. En la figura 16 se observa la curva de calibracion y a continuacién la férmula empleada
para la determinacion de testosterona.

1

Y= a+bxo

Donde:

y: absorbancia en ng/mL
a: 3.19977993295E-001
b:3.27689887073E-001

c: 8.91838272824E-001
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Figura 16. Curva de calibracion de testosterona; eje Y (absorbancia en nm); eje X
(Concentracion de testosterona en ng/mL.)
En la figura 17 se observa como la testosterona presenta un comportamiento ondulante en
el tiempo, los valores iniciales tienen una media 0,72 ng/mL y corresponden al final del primer
ciclo espermaético, siendo este de menor valor comparado con el segundo y tercer ciclo

espermatico con valores medios de 1,23 ng/mL y 1,07 ng/mL a los dias 30 y 60 respectivamente.

Los dias 15 y 45 corresponden a la primera y segunda fase de espermatogénesis. Los
valores de concentracion de testosterona son menores al segundo y tercer ciclo espermatico con

medias de 0,93 y 0,24 ng/mL respectivamente.
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Figura 17. Variacion concentracion de testosterona circulante en el tiempo por tratamiento

El modelo estadistico presentado en la tabla 19 demuestra que existen diferencias
significativas en la concentracion de testosterona durante las etapas de espermiogénesis Yy
espermatogénesis en relacion al tratamiento (0,0092), siendo el tratamiento 2 ( inclusion del 2%
de espirulina) en la fase de espermiacion el de mayor concentracion con valores de 1,37 ng/mL a
1,26 ng/mL, menores valores son observados durante el segundo ciclo espermatico en la etapa de
espermatogénesis en los tratamientos 1 ( alimento balanceado ) y 3 ( inclusién de vitaminas C y

E) con valores respectivos de 0,29 ng/mL y 0,27ng/mL.

Tabla 19

Valores medios *+ desviacion estandar de la concentracién de testosterona e interaccion del
tratamiento con la fase del ciclo espermatico.

Concentracion testosterona (ng/mL)

Dias
Tratamiento 1 15 30 45 60
1 0,80+ 0,20abcd 1,09 +0,18bcd 1,23 +0,01cd 0,29 £0,01a 0,91 +0,01abcd
2 0,72 £0,18abc 0,89 +0,07 abcd 1,37 £0,07d 0,37+0,11a 1,26 +0,07d
3 0,54 +0,02ab 0,71 £0,02abc 1,12 +0,02bcd 0,27 £0,05a 0,99 +0,03abcd

4 0,82 +0,12abcd 1,03 +0,24abcd 1,20 +0,09cd 0,51+0,11ab 1,12 +0,02bcd

Medias en columna con letra comin no son significativamente diferentes. ng/mL: nano gramos por mililitro
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4.2. Discusion

4.2.1. Variables morfométricas
Los animales empleados en el experimento se encontraban en un periodo de recuperacion,
debido a su exposicion a estrés alimenticio. Los reproductores comprendian las edades de 2 a 3

afnos, siendo esta la edad adulta.

El peso e indice corporal son variables morfométricas que se utilizan para evaluar el
crecimiento de los animales, el cual se expresa como la ganancia de energia neta obtenida a partir
de la energia total ingerida y depende de varios factores conductuales y fisiolégicos como la

temperatura, disponibilidad de oxigeno, edad, entre otros (Strand, 2005).

La variacion del peso no fue significativa (p>0,05), de acuerdo a Martinez, Martinez, &
Ramos, 2009, a medida que un animal crece y llega a su madurez sexual cambia su metabolismo,
disminuyendo su tasa de actividad metabdlica, causando que la tasa de crecimiento relativo sea
menor. La energia es canalizada hacia los procesos reproductivos para la formacion de tejidos
especificos y gametos. Resultados similares fueron encontrados por Teimouri, Amirkolaie,
&Yeganeh, 2013 con una inclusion del 2.5, 5, 7.5 y 10% de espirulina, estableciendo que en su
experimento la adicion de espirulina no afectd a los pardametros de crecimiento. Como respuesta
al efecto de la inclusion dietética de la vitamina E, Demerdash, Yousef, Kedwany, & Baghdadi,

2004, menciona que no se presentaron cambios significativos en el peso corporal.

Los valores de indice corporal obtenidos en comparacion a lo propuesto por Barnham &
Baxter, 2003, son bajos, estableciéndose como respuesta hacia la etapa de recuperacion por el

estrés alimenticio (Rivera, 2016). Los valores medios son de 0,97 a 1,16, cuando los valores
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medios Optimos en la etapa de reproduccion son de 1,25 a 1,52. A pesar de no encontrar
diferencias significativas como respuesta a los tratamientos o ciclos espermaticos se evidencia
que el indice corporal aumenta al final del experimento con medias comprendidas entre 1,08 a

1,12.

4.2.2. Variables reproductivas

4.2.2.1. Volumen, concentracion espermatica y mortalidad espermatica

El volumen seminal bajo el efecto de la inclusion del 2% de espirulina es mayor con
respecto a los otros tratamientos con una media de 5,21 mL y una mediana de 4,8 (p=0,0019). EI
tratamiento 1, 2 y 3 presentan valores similares de volumen entre rangos de 3,18 a 3.27 mL. Estos
valores son relativamente bajos en comparacion con los resultados obtenidos por Chanatasig
Chicaiza, al 2015, quien encontrd valores entre 6,6 a 7 ml; sin embargo Bastardo et al., 2004,
reportd valores medios de 10 a 13 ml en reproductores de 3 afios, de igual manera hace mencion
que los reproductores de 2 afios presentan un volumen de semen significativamente menor que en

peces de tres, cuatro y cinco afos.

La cantidad de semen producida depende de diversos factores como la época del afio,
tamanio del ejemplar, edad, entre otras, por ejemplo el volumen seminal de un ejemplar de 3 afios
de edad esta en una media de 13 mL, siendo este valor tres veces mayor que el obtenido de

ejemplares de dos afios (VVasconez, 2007)

Los resultados del presente estudio sugieren que el suplemento dietético de espirulina o
vitaminas C y E, asi como el de los ciclos espermaticos no tiene efecto sobre la concentracién

espermatica. De acuerdo a los resultados presentados en la tabla 13, la concentracidn espermatica
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oscila entre los valores de 10 a 14 millones de espermatozoides /mL. Los valores medios de
concentracion espermaética de acuerdo a la literatura es bastante variable, asi Vasconez, 2007,
reporta una concentracion de 17 millones de espermatozoides/mL , mientras que Chanatasig
Chicaiza, 2015; reporta 2,8 millones de espermatozoides/mL. Bastardo, 1992, sefiala una
concentracion oscilante entre 7 a 22 millones de espermatozoides por mL, de acuerdo al rango
propuesto por Bastardo, 1992, la media obtenida en el experimento estaria dentro de los

parametros establecidos.

Cerolini et al., 2005; Hatamoto et al., 2006, hacen mencién que la vitamina E tiene un
efecto positivo sobre la concentracion espermatica, sin embargo los estudios realizados en peces
como la perca amarilla (Perca flavescens) (Lee & Dabrowski, 2004), tilapia (Gammanpila,
Yakupitiyage, & Bart, 2007) y pez dorado (Kashani, Imanpoor, Shabani, & Gorgin, 2011)
mostraron que la concentracion espermatica era independiente de los niveles de inclusion

dietética de vitamina E.

Debido al alto contenido lipidico de la membrana plasmatica de los espermatozoides, la
susceptibilidad a la peroxidacion y estrés oxidativo es alta, provocando la pérdida de las
funciones espermaticas, disminucion del potencial mitocondrial y la muerte del espermatozoide
(Ortega et al., 2003). En el estudio la inclusion del 2% de espirulina presentd menores valores de
mortalidad espermatica con medias de 7.7 a 6.0% en el segundo y tercer ciclo espermatico
respectivamente, estos valores son similares a los reportados por VVasconez, 2007, quién establece
un valor medio de 8.61 %. En la investigacion realizada por (Mojica, 2008) la suplementacion de
200 mg/kg de espirulina incrementa la vitalidad espermatica en un 32,67%; de acuerdo a Ortega

y col., 2003, Zayas et al., 2000; la administracién de espirulina presenta un efecto protector
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contra la peroxidacion lipidica, disminuyendo la produccion de hidroperdxidos y aumentando la

actividad catalasa, reduciendo los niveles de mortalidad espermatica.

4.2.2.2. Movilidad espermética

Segln lo reportado en la tabla 15, la motilidad espermatica como resultado de la
interaccion del tratamiento con el ciclo espermatico, los tratamientos 3 (inclusién de vitaminas C
y E + 2% de espirulina) y 4 (inclusién de vitaminas C y E) al tercer ciclo espermatico son los de
mayor motilidad con tiempos de actividad de 81,00 y 78,38 segundos y un tiempo de movimiento
progresivo de 34 y 36 segundos respectivamente. De acuerdo a Houguo et al., 2015, la duracion
de motilidad del esperma en rodaballo es significativa a una inclusién de 721,60 mg/kg de

vitamina E.

Como respuesta especifica al tratamiento hubo diferencias significativas (p<0,05) en la
motilidad media entre los grupos suplementados y control, pero no hay diferencias significativas
entre los grupos suplementados con espirulina, vitaminas o su respectiva mezcla (tabla 18).
Resultados similares en trucha arco iris son reportados por Canyurt & Akhan, 2008, quien
encontré una respuesta significativa sobre la motilidad espermética como efecto la inclusién
dietética del 0.05% de vitamina E., de igual manera Demerdash et al., 2004, informaron que la
suplementacion con vitamina E reduce la generacion de ROS (Especies de oxigeno reactivas)

protegiendo a los espermatozoides de la pérdida de la motilidad.

Los valores medios de tiempo de motilidad presentaron diferencias significativas, el
tratamiento 4 ( inclusion de vitamina C y E + espirulina) presenté mayor tiempo de motilidad
progresiva con una media de 36 s, este valor es mayor comparado con en obtenido por Vasconez,

2007, quien establece que el tiempo de motilidad progresiva tiene una media de 30,96 s.
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4.2.2.3. Coloracion, apariencia y textura seminal
El color y consistencia de la muestra seminal se atribuyen a la concentracion espermatica
y liquido seminal como medio de suspension. Vésconez, 2007; Bustamante et al.,
2018,Chanatasig Chicaiza, 2015, reportan que el semen en salménidos es de color blanco,
consistencia lechosa y de apariencia homogénea , caracteristicas similares a las obtenidos en la

presente investigacion.

Shulz, R., & Miura, T. (2003) reporta que la coloracion seminal es un indicador de que los
espermatozoides se encuentran capacitados y maduros, es decir que han completado su
transformacion de espermatidas a espermatozoides. Atencio et al., 2013, también hace mencion
que el registrar la coloracion de la muestra, nos permite evidenciar la posible presencia de

sustancias ajenas o contaminantes a la muestra.

4.2.3. Variables hormonales

4.2.3.1. Comportamiento de testosterona en el tiempo (ng/mL)

De acuerdo a la figura 17, la testosterona presenta un comportamiento ondulante durante
la espermatogeénesis integrada por las fases de: proliferacion mitética de la espermatogonia,
meiosis de los espermatocitos y espermiogénesis. De acuerdo a Shulz & Miura (2003), la
hormona FSH (foliculo estimulante) inicia el proceso de espermatogénesis mediante la activacion
de las células de Sertoli y produccion de 11KT testosterona, mientras que la testosterona actlia a
través de mecanismos de retroalimentacion que pueden comprometer la sefializacion para la
esteroidogénesis, por ende se asume que los valores de testosterona durante la proliferacion de la
espermatogonia es menor que en la fase de espermiogénesis , en donde las espermatidas se

transforman en espermatozoides flagelados. Pelcastre y Dumas, al 2006 en su estudio realizado
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en huachinango del pacifico (Lutjanus campechanus) reportaron que la proliferacion mei6tica de
espermatocitos esta regulada principalmente por la FSH, aunque los niveles de LH también son
mayores después de la segunda meiosis, estableciendo que la FSH estimula la activacion de las

células de Leydig y de Sertoli.

Durante la espermiogénesis Nagahama, al 2000 establece que la espermiogénesis esta
regulada en gran medida por la LH provocando un cambio en la ruta metabdlica de sintesis
esteroidal de 11-KT a la sintesis de 170-DHP y su posterior conversion a 17a-203-DHP (20 B-S)
llevada a cabo en los espermatozoides. La 20 B-S se ha relacionado con el proceso de regulacion

de espermiogénesis y maduracion aunque se desconocen aun sus efectos a nivel celular.

Los valores iniciales tienen una media 0,72 ng/mL y corresponden a la fase de
espermiogénesis, siendo este de menor valor comparado con el segundo y tercer ciclo

espermatico con valores medios de 1,23 ng/mL y 1,07 ng/mL a los dias 30 y 60 respectivamente.

Los dias 15 y 45 corresponden fase de proliferacién de la espermatogonia y mitosis de
los espermatocitos. Los valores de concentracion de testosterona son menores al segundo y tercer
ciclo espermético con medias de 0,93 y 0,24 ng/mL respectivamente.

Se debe tener en cuenta que en el cerebro y a nivel pituitario el aumento de FSH es la
sefializacion asociada con la iniciacion de la espermatogénesis; sin embargo Shulz & Miura al
2003, establecen que las sefiales hormonales y su fisiologia reproductiva en peces todavia en gran
medida no ha sido estudiada, parece posible que el medio ambiente y/o parametros nutricionales

modulan la actividad hormonal reproductiva.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

La concentracion espermatica es independiente de la suplementacion de espirulina,
vitamina C y E, sus valores mantienen una tendencia similar entre tratamientos con medias
de 10,7 a 14,3 millones de espermatozoides/mL, estando éstos bajo los pardmetros
establecidos para machos adultos de 2 a 3 afios de edad.

El volumen seminal como respuesta a la inclusion de espirulina, tiende a ser mayor en el
tratamiento 2 con una media de 5,21 mL y una mediana de 4,8 mL.

Se evidencié menor mortalidad espermatica en el tratamiento 2 (6%), como respuesta a la
inclusion de espirulina, dado por el efecto protector de la espirulina contra la peroxidacion
lipidica.

La movilidad espermatica expresada en tiempo de actividad y movilidad progresiva
presentan un efecto positivo como respuesta a la inclusiéon de espirulina, vitamina C y E
con valores de 81,00 y 78,38 segundos y un tiempo de movimiento progresivo de 34 y 36
segundos al segundo y tercer ciclo espermatico respectivamente.

El aspecto seminal considerado bajo las variables de color, textura y apariencia no son
determinantes para denominar la calidad seminal, las mismas no presentan respuesta frente
a tratamientos.

La concentracion de testosterona como respuesta a ciclo espermatico se presenta de
manera oscilante durante la espermatogénesis y espermiogénesis. Los valores de 0.24 a

0.93 ng/mL durante las fases de mitosis y meiosis y valores mayores de 1.07 a 1.23 ng/mL
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hacia la espermiogénesis. Existe una clara tendencia de aumento de concentracion del T2
vs el testigo.
o La inclusién de espirulina, vitaminas C y E en dietas de reproductores machos de trucha

arco iris no presento efectos sobre los parametros morfométricos de peso e indice corporal

5.2. Recomendaciones

° Para mejorar la calidad de semen expresado como tiempo de actividad y mortalidad
espermatica se recomienda la inclusion del 2% de espirulina a la dieta de parenterales.

o El anélisis de calidad seminal se debe realizar de manera inmediata tras la obtencion de la
muestra para evitar cambios en el tiempo de actividad o mortalidad espermaética.

° Antes de realizar la extraccion seminal por presién abdominal o canulacién en importante
que la papila y su area se encuentre limpia y seca con el fin de evitar contaminacion de la
muestra.

° Es importante llevar registros en campo durante la obtencion del semen, en este se
detallara el color, apariencia seminal y si la muestra presenta contaminacion de sangre,
orina, heces 0 agua ya gque puede causar alteracion en los resultados.

° Los analisis hormonales especificamente de testosterona se deben de realizar en un lapso
de 30 dias, para evitar degradacion quimica de las muestras. Al necesitar mayor tiempo
para el anlisis se puede afiadir PMSF.

o Se recomienda analizar la interaccion hormonal de GTH, FSH, LH, testosterona y 11 K

testosterona durante la etapa reproductiva.
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