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APRESENTAÇÃO

As Ciências Agrárias são um campo de estudo multidisciplinar por excelência, e 

um dos mais profícuos em termos de pesquisas e aprimoramento técnico.  A demanda 

mundial por alimentos e a crescente degradação ambiental impulsionam a busca 

constante por soluções sustentáveis de produção e por medidas visando à preservação 

e recuperação dos recursos naturais. 

A obra Agrárias: Pesquisa e Inovação nas Ciências que Alimentam o Mundo 

compila pesquisas atuais e extremamente relevantes, apresentadas em linguagem 

científica de fácil entendimento. Na coletânea, o leitor encontrará textos que tratam dos 

sistemas produtivos em seus diversos aspectos, além de estudos que exploram diferentes 

perspectivas ou abordagens sobre a planta, o meio ambiente, o animal, o homem e a 

sociedade no ambiente rural.

É uma obra que fornece dados, informações e resultados de pesquisas tanto para 

pesquisadores e atuantes nas diversas áreas das Ciências Agrárias, como para o leitor 

que tenha a curiosidade de entender e expandir seus conhecimentos.

Este Volume IX traz 16 trabalhos de estudiosos de diversos países, divididos em 

dois eixos temáticos: Eficiência e tecnologia na produção agrícola e Meio ambiente e 

produtividade agrícola.

Desejo a todos uma proveitosa leitura!

Eduardo Eugênio Spers
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RESUMEN: El almacenamiento en frío del 
semen implica potenciales alteraciones en su 
calidad debido a que el almacenaje genera 
como proceso principal, radicales libres que 
producen daño a los lípidos de la membrana 
de los espermatozoides con la consecuente 
alteración de la motilidad y capacidad 
fecundante. Para disminuir el daño generado 
por los radicales libres los espermatozoides 
cuentan con defensas antioxidantes 
(proteínas, enzimas y sustancias de bajo peso 
molecular). El presente estudio evaluó el efecto 
del tiempo de almacenamiento y de diferentes 
antioxidantes en diluyente espermático 
sobre la viabilidad espermática en semen de 
Oncorhynchus mykiss almacenado a 4°C. El 
ANOVA bidireccional denotó que el tiempo de 
almacenamiento y la influencia antioxidante 
tienen efectos significativos separados o 
combinados sobre los parámetros de viabilidad 
(motilidad y viabilidad de los espermatozoides, 
concentraciones de proteínas y actividad 
enzimática de superóxido dismutasa en el 
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plasma seminal). Por el contrario, solo el tiempo de almacenamiento afectó la capacidad 
fecundante la actividad enzimática de la catalasa en el plasma seminal. El análisis 
resultante se puede concluir que la presencia de antioxidantes mejora la viabilidad de 
espermatozoides almacenados en frío y los antioxidantes permiten la fecundación a 
pesar de la disminución de la motilidad.
PALABRAS CLAVES: Anión superóxido. Antioxidantes. Catalasa. Superóxido dismutasa. 
Trucha arcoíris.

ANTIOXIDANTES IN VITRO: EFEITOS NA VIABILIDADE DO ESPERMA EM TRUTA 

ARCO-ÍRIS (Oncorhynchus mykiss, Walbaum, 1792)

RESUMO: O armazenamento a frio de sêmen implica potenciais alterações em sua 
qualidade, pois gera como processo principal radicais livres que geram danos aos lipídios 
da membrana dos espermatozóides, com as consequentes alterações na motilidade e na 
capacidade de fertilização. Para diminuir os danos causados pelos radicais livres, as células 
têm defesas antioxidantes (proteínas, enzimas e substâncias de baixo peso molecular). O 
objetivo do presente estudo avaliou o efeito do tempo e diferentes antioxidantes preparados 
em diluentes espermáticos no armazenamento de viabilidade de Oncorhynchus mykiss 
milt a 4°C. A ANOVA de duas vias denotou que o armazenamento no tempo e a influência 
antioxidante têm efeitos significativos separados ou combinados nos parâmetros de 
viabilidade (motilidade espermática, viabilidade espermática, concentrações de proteínas 
e atividade enzimática da superóxido dismutase no plasma seminal), enquanto apenas 
o tempo de armazenamento afetou a capacidade de fertilização e atividade enzimática 
da catalase no plasma seminal. A análise resultante pode concluir que a presença 
de antioxidantes melhora a viabilidade de espermatozóides armazenados a frio e os 
antioxidantes permitem a fecundidade apesar da diminuição da motilidade.
PALAVRAS-CHAVE: Ânion superóxido. Antioxidantes. Catalase. Superóxido dismutase.
Truta arco-iris.

1 INTRODUCCIÓN

El almacenamiento en frío de semen implica potenciales alteraciones en su 

calidad (Merino et al., 2020), pues el proceso de almacenamiento y el metabolismo 

celular, sumado al paso del tiempo, genera radicales libres que dañan los lípidos de 

la membrana celular y fragmentan el ADN del espermatozoide (Figueroa et al., 2013), 

alterando la motilidad y capacidad fecundante (Contreras et al., 2020). Los radicales 

libres son moléculas que tienen uno o más electrones desapareados en su órbita externa 

(Sandoval-Vargas et al., 2020). Son muy reactivos e inestables y entre las especies 

reactivas de oxígeno (EROS), destacan el anión superóxido (O2
-), el hidroxilo (OH-) y el 

peróxido de hidrógeno (H2O2). Las EROS cumplen una importante función en la fisiología 

espermática normal. La presencia de leucocitos en el semen o de espermatozoides 

anormales, producen altos niveles de EROS en peces. Los espermatozoides, son 



Agrárias: Pesquisa e Inovação nas Ciências que Alimentam o Mundo IX Capítulo 15 187

especialmente susceptibles al daño peroxidativo, pues casi todo su citoplasma es 

removido durante las etapas finales de la espermiohistogénesis, careciendo de enzimas 

que provean protección contra el daño inducido por las EROS (Lahnsteiner et al., 2010).

Los organismos aeróbicos han desarrollado un sistema antioxidante defensivo, 

que comprende defensas moleculares y enzimáticas (Niki, 2010). Entre las enzimas 

antioxidantes se encuentran superóxido dismutasa, catalasa, glutatión peroxidasa y 

glutatión reductasa. El otro grupo está representado por compuestos antioxidantes 

removedores de radicales libres, los que son de bajo peso molecular y pueden ser 

liposolubles (antioxidantes unidos a la membrana celular como tocoferol o ubiquinol/

ubiquinona) o hidrosolubles (ascorbato extracelular y glutatión intracelular). El ácido 

ascórbico es importante como antioxidante del plasma seminal de la trucha arcoíris, pues 

su concentración es más alta en éste que en el plasma sanguíneo. Las proteínas presentes 

en el plasma seminal también tendrían un rol antioxidante y estarían involucradas en la 

protección de la integridad de la membrana espermática (lipoproteínas) y en el control de 

proteinasas del tracto reproductivo o del espermatozoide.

Se han realizado pruebas in vitro con sustancias que tienen propiedades 

antioxidantes, como son los fenoles, el Trolox C o el ácido ascórbico. Los fenoles tienen 

una fuerte acción antioxidante in vitro e inhiben la lipoperoxidación capturando el radical 

peroxilo (ROO-). Los más conocidos son los fenoles del vino tinto. Dentro de los cuales, el 

resveratrol, es un efectivo captador de radicales hidroxilos (OH-) y del anión superóxido. 

Además de su capacidad para quelar cobre y hierro que inducen la lipoperoxidación.

Trolox C (ácido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxílico) es un análogo 

hidrosoluble del α-tocoferol y se utiliza como patrón en estudios cinéticos de muchos 

antioxidantes comerciales. El suplemento in vitro de ácido ascórbico al semen de 

trucha no protege a los espermatozoides del daño inducido por radiación UV, lo que 

genera embriones anormales. Los peces teleósteos, no pueden sintetizar vitamina C 

porque perdieron la enzima hepática L-glucono-γ-lactona oxidasa, durante el curso 

de la evolución. Este hecho podría explicar por qué la incorporación dietaria de la 

vitamina C tiene una mayor efectividad, versus su uso in vitro. Canyurt & Akhan (2008), 

confirmaron que la vitamina E dietaria mejoró la calidad de los espermatozoides en 

términos de concentración, motilidad y espermatocrito. La suplementación dietaria 

con vitaminas C y E incrementa la concentración de estos antioxidantes en el semen, 

reduciendo su susceptibilidad a la peroxidación e incrementa la poliinsaturación de 

los fosfolípidos de los espermatozoides. Efectos similares se observaron en Perca 

flavescens y Chanos chanos.
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En el presente trabajo se evaluó el efecto de antioxidantes (polifenoles de vino, 

Trolox C y L-ácido ascórbico), incorporados en diluyente espermático (StopMiltMR) y del 

almacenaje en frío hasta por 14 días, sobre indicadores de viabilidad y niveles de actividad 

enzimática de catalasa y superóxido dismutasa evaluados en semen de trucha arcoíris 

(Oncorhynchus mykiss).

2 MATERIALES Y MÉTODOS

2.1 DISEÑO EXPERIMENTAL

Se trabajó con especímenes de trucha arcoíris criados en la Empresa Hendrix 

Genetics Aquaculture S.A. (33°23´32”S, 71°40´47”W) en el Sur de Chile, los cuales 

maduraron bajo fotoperíodo artificial en el mes de enero. Los gametos fueron colectados 

por masaje abdominal desde hembras de cuarto desove y machos de segunda madurez.

Se colectó el semen de cuatro machos con nivel 5 de motilidad según la escala 

de Sanchez-Rodriguez & Billard (1977), se mezcló para formar un pool que fue dividido 

en cinco tratamientos: semen sin diluir (T1), semen diluido en diluyente espermático, 

StopMiltMR (1:2) (T2) y semen diluido en StopMiltMR (1:2) más antioxidantes [Polifenoles 

de uva (50%) (1mg/mL) (T3); Trolox C (4µM) (T4); L- ácido ascórbico (1µM) (T5)]. Cada día 

de muestreo se evaluó, además, un pool de semen fresco sin diluir como control (C). Las 

evaluaciones se repitieron cada 3 días después del muestreo inicial, durante el período de 

almacenaje que se realizó a 4°C en envases de plástico desechable con tapa, mantenidos 

en ausencia de luz, con agitación permanente y oxigenación diaria.

El almacenaje y las evaluaciones de los parámetros de viabilidad (duración 

y el nivel de motilidad, determinación del anión superóxido (O2
-) intracelular, tasa de 

fecundación, cuantificación de proteínas en el plasma seminal, determinación de la 

actividad enzimática de catalasa (H2O2 óxido reductasa) y superóxido dismutasa (SOD), 

se realizaron en el Laboratorio de Reproducción (Universidad Católica de Temuco). La 

fecundación e incubación se efectuaron en la Empresa Hendrix Genetics Aquaculture 

S.A., trasladando el semen entre estas instalaciones en cajas de poliestireno expandido a 

4°C, en ausencia de luz y con suplementación de oxígeno.

Respecto al tratamiento estadístico de los datos, para establecer el nivel de 

motilidad del semen se utilizó la moda y para el análisis de los parámetros restantes se aplicó 

un ANOVA bidireccional (previa verificación de distribución normal y homocedasticidad) 

para datos no paramétricos y el post-test de comparaciones múltiples de Bonferroni 

para identificar diferencias significativas en los tratamientos (P < 0,05). Los datos fueron 

presentados como promedio ± error estándar.
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Para mayores detalles sobre la metodología, consultar el trabajo de Ibáñez-

Arancibia et al. (2023).

3 RESULTADOS

3.1 MOVILIDAD ESPERMÁTICA Y ESPERMATOCRITO

El día 1, T3, T4 y T5 registraron los tiempos de motilidad más altos y no mostraron 

diferencias significativas entre ellos (p ˂ 0,05). T4 obtuvo el mayor tiempo de forma 

significativa el día 4 (p ˂ 0,05). Ningún tratamiento presentó actividad flagelar los días 8 

y 11 (Figura 1). En cuanto al nivel de motilidad, el día 1 todos los tratamientos presentaron 

nivel 5, mientras que el día 4 el T1 presentó nivel 3 y para el resto de los tratamientos el 

nivel fue 4. Ningún tratamiento presentó actividad flagelar los días 8 y 11. El espermatocrito 

promedio obtenido al inicio del experimento fue de 26,3 ± 1,3%. El resultado del ANOVA 

bidireccional indica que tanto el tiempo de almacenamiento como los tratamientos 

tienen un efecto significativo, ya sea combinado o por separado sobre la motilidad de los 

espermatozoides (p ˂ 0,05).

Figura 1: Variación temporal de la motilidad espermática (s) en semen de trucha arcoíris (O. mykiss) almacenado 
a 4°C en diferentes tratamientos y activado con PowerMiltMR. T1 semen sin diluir; T2: semen diluido en diluyente 
espermático, StopMiltMR (1:2) y semen diluido en StopMiltMR (1:2) más antioxidantes [T3: Polifenoles de uva (50%) 
(1mg/mL); T4: Trolox C (4µM); T5: L- ácido ascórbico (1µM)].

3.2 TASA DE FECUNDACIÓN

El día 1 y el día 4, los tratamientos no mostraron diferencias significativas (p ˂  0,05). 

El día 8, el valor más alto fue para T5, estadísticamente significativo con respecto a todos 

los demás tratamientos (p ˂ 0,05). El día 11, los tratamientos no mostraron capacidad 

fecundante (Figura 2).
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Figura 2: Variación temporal de la tasa de fecundación (%) los días 1, 4, 8 y 11 en semen de trucha arcoíris (O. mykiss) 
almacenado a 4°C en diferentes tratamientos y activado con PowerMiltMR. T1 semen sin diluir; T2: semen diluido en 
diluyente espermático, StopMiltMR (1:2) y semen diluido en StopMiltMR (1:2) más antioxidantes [T3: Polifenoles de 
uva (50%) (1mg/mL); T4: Trolox C (4µM); T5: L- ácido ascórbico (1µM)].

El resultado del ANOVA bidireccional indica que solo el tiempo de almacenamiento 

tiene un efecto significativo sobre la capacidad fecundante (p ˂ 0,05).

3.3 DETERMINACIÓN DEL ANIÓN SUPERÓXIDO (O2
-) INTRACELULAR

El día 1, los tratamientos no mostraron diferencias significativas (p ˂ 0,05). T4 tuvo 

los porcentajes significativamente más altos en los días restantes (p ˂ 0,05) (Figura 3).

Figura 3: Variación temporal de espermatozoides productores de anión superóxido (%) evaluados los días 1, 4, 8 
y 11 en semen de trucha arcoíris (O. mykiss) almacenado a 4°C en diferentes tratamientos. T1 semen sin diluir; T2: 
semen diluido en diluyente espermático, StopMiltMR (1:2) y semen diluido en StopMiltMR (1:2) más antioxidantes 
[T3: Polifenoles de uva (50%) (1mg/mL); T4: Trolox C (4µM); T5: L- ácido ascórbico (1µM)].
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En la figura 4 se muestra el cambio experimentado por los tratamientos en el 

transcurso del tiempo. La técnica utilizada fue la propuesta por De Iuliis et al. (2006) 

modificada, la cual detecta la producción de anión superóxido (O2
-) intracelular a través 

del colorante fluorescente dihidrioetidio (DHE) (fluorescencia nuclear color rojo) y 

para identificar los espermatozoides que no producían (O2
-) se incorporó una tinción 

fluorescente (SYTOX Green, color verde).

Para mayores detalles sobre la metodología, consultar el trabajo de Ibáñez-

Arancibia et al. (2023).

Figura 4: Variación temporal de espermatozoides productores de anión superóxido (%) evaluados los días 1, 4, 8 y 
11 en semen de trucha arcoíris (O. mykiss) almacenado a 4°C en diferentes tratamientos, teñidos con DHE y SYTOX 
Green (Aumento total: 400X). T1 semen sin diluir; T2: semen diluido en diluyente espermático, StopMiltMR (1:2) y 
semen diluido en StopMiltMR (1:2) más antioxidantes [T3: Polifenoles de uva (50%) (1mg/mL); T4: Trolox C (4µM); T5: 
L- ácido ascórbico (1µM)]. Días de muestreo (D1: día 1; D4: día 4; D8: día 8; D11: día 11).

El resultado del ANOVA bidireccional indica que tanto el tiempo de 

almacenamiento como los tratamientos tienen un efecto significativo, ya sea combinado 

o por separado, sobre la viabilidad de los espermatozoides (p ˂ 0,05).

3.4 LA CONCENTRACIÓN DE PROTEÍNAS EN PLASMA SEMINAL

T1, T3, T4 y T5 no presentó diferencias significativas entre ellas los días 1 y 4 

(p ˂ 0,05). El día 8, T3 y T5 presentaron los valores más altos, sin mostrar diferencias 
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significativas entre ellos (p ˂ 0,05). El día 11, T3 y T2 mostraron los valores más altos, 

sin mostrar diferencias significativas entre ambos (p ˂ 0,05) (figura 5). El resultado del 

ANOVA bidireccional indica que tanto el tiempo de almacenamiento como los tratamientos 

tienen un efecto significativo, ya sea combinado o por separado, sobre la concentración 

de proteínas en el plasma seminal (p ˂ 0,05).

Figura 5: Variación temporal de la concentración de proteína (mg/mL) evaluada en plasma seminal de trucha 
arcoíris (O. mykiss) almacenado a 4°C en diferentes tratamientos. T1 semen sin diluir; T2: semen diluido en diluyente 
espermático, StopMiltMR (1:2) y semen diluido en StopMiltMR (1:2) más antioxidantes [T3: Polifenoles de uva (50%) 
(1mg/mL); T4: Trolox C (4µM); T5: L- ácido ascórbico (1µM)].

3.5 ACTIVIDAD ENZIMÁTICA DE SUPERÓXIDO DISMUTASA (SOD) EN PLASMA 

SEMINAL

La actividad enzimática media de la SOD evaluada en el plasma seminal del 

semen almacenado en los diferentes tratamientos se muestra en la figura 6. Los días 1 y 

4, los valores de actividad más altos fueron presentados por T2, T3, T4 y T5, sin diferencias 

significativas entre ellas (p ˂ 0,05). En el día 8 y 11, los valores significativamente más 

altos fueron registrados por T3 (p ˂ 0,05). El resultado del ANOVA bidireccional indica que 

tanto el tiempo de almacenamiento como los tratamientos tienen un efecto significativo, 

ya sea combinado o por separado, sobre la actividad enzimática de la SOD en el plasma 

seminal (p ˂ 0,05).
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Figura 6: Variación temporal de la actividad enzimática de superóxido dismutasa (SOD) (U*mL-1*min-1) evaluada en 
plasma seminal de trucha arcoíris (O. mykiss) almacenado a 4°C en diferentes tratamientos. T1 semen sin diluir; T2: 
semen diluido en diluyente espermático, StopMiltMR (1:2) y semen diluido en StopMiltMR (1:2) más antioxidantes 
[T3: Polifenoles de uva (50%) (1mg/mL); T4: Trolox C (4µM); T5: L- ácido ascórbico (1µM)].

3.6 ACTIVIDAD ENZIMÁTICA DE LA CATALASA EN EL PLASMA SEMINAL

El día 4, solo T1 registró una actividad significativamente menor que el resto de 

los tratamientos (p ˂ 0,05). En el caso de los días 1, 8 y 11, los tratamientos no mostraron 

diferencias significativas entre ellos (p ˂ 0,05) (figura 7).

Figura 7: Variación temporal de la actividad enzimática de la catalasa (U*mL-1*min-1) evaluada en plasma seminal de 
trucha arco iris (O. mykiss) almacenado a 4°C en diferentes tratamientos. T1 semen sin diluir; T2: semen diluido en 
diluyente espermático, StopMiltMR (1:2) y semen diluido en StopMiltMR (1:2) más antioxidantes [T3: Polifenoles de 
uva (50%) (1mg/mL); T4: Trolox C (4µM); T5: L- ácido ascórbico (1µM)].
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El resultado del ANOVA bidireccional indica que solo el tiempo de almacenamiento 

tiene un efecto significativo sobre la actividad enzimática de la catalasa en el plasma 

seminal (p ˂ 0,05).

Para ver los detalles de la discusión, consultar el trabajo de Ibáñez-Arancibia et 

al. (2023).

4 CONCLUSIÓN

El análisis de varianzas a dos vías mostró que tanto el tiempo de almacenamiento 

como la influencia de los antioxidantes tienen efectos significativos sobre los parámetros 

de viabilidad (motilidad y viabilidad de los espermatozoides, concentración de proteínas 

y actividad enzimática de superóxido dismutasa en el plasma seminal) y combinado o 

por separado. Excepto por la capacidad fertilizante y la actividad enzimática de la 

catalasa en el plasma seminal donde solo el tiempo de almacenamiento tiene un efecto 

significativo sobre ellas. Trolox-C (T4) fue el antioxidante que más influyó positivamente 

en los parámetros de viabilidad. En cuanto a la actividad enzimática de superóxido 

dismutasa, los resultados mostraron una interacción directa entre ésta y los polifenoles 

del vino (T3). Finalmente, la concentración de proteínas en el plasma seminal resultó ser 

un buen indicador de la calidad del semen, pues valores altos revelarían emanación de 

compuestos celulares internos, provocados por daño severo, lisis o necrosis celular. En 

resumen, al analizar los resultados se puede concluir que la presencia de antioxidantes 

mejora la viabilidad del semen almacenado en frío, permitiendo la fecundación, a pesar de 

la pérdida de motilidad.
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