Rev Col Cienc Pec Val. 18:1, 2005

. ., evista

et Aspectos generales de lacrioconservacion Colombiana de
o s Ciencias

e espermatica en peces teledsteos Pecuarias

[N )

Victor M Medina Roblest, MVZ, Asp MSc; YohanaM Velasco Santamariat, MV; Pablo E Cruz Casallast, MVZ, MSc, PhD.

1Semillero de Investigaci6n sobre Conservacién de Gametos, Instituto de Acuiculturade los Llanos, Facultad de Ciencias Agropecuarias
y Recursos Naturales, Universidad de los Llanos, AA 2430, Villavicencio, Colombia
mauriciomedina77@hotmail.com

(Recibido: 2 marzo, 2004; aceptado: 26 enero, 2005)

Resumen

Los protocolos actuales para la crioconservacién de semen de peces aln muestran muchas
deficiencias para lograr éptimas tasas de fertilidad, observandose gran variacién dentro y
entre especies. Pocos eventos celulares y moleculares han sido descubiertos a partir de los

resultados encontrados por los investigadores.

Los procesos de formacion de cristales de

hielo a nivel intracelular, el efecto toxico de los crioprotectoresy la recristalizacién se muestran
como los aspectos de mayor relevancia en el criodafio. Hipotesis como la transicion de fases
de los lipidos en la membrana plasmatica y la ruptura de la misma por el influjo rapido del

agua, han sido propuestas para explicar el dafio celular durante el

crioconservacion.

proceso de
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I ntroduccion

El desarrollo delainseminacion artificial basadaen
gametos crioconservados ha permitido cambios
trascendentales en la industria pecuaria.  El semen
congelado es usado mundialmente como una
herramienta esencial en los programas de
mejoramientoanimal. En principio, beneficiossimilares
pueden ser esperados de su aplicacion en laindustria
piscicola. El uso de semen congelado es un medio
préctico para aumentar el tamafio genéticamente
efectivo de las poblaciones y mantener su diversidad
genética, especialmente de aquellas mantenidas en
cautiverio (45). Ademas, aumenta la posibilidad de
reproduccion por fuera de la estacion reproductiva,
facilita el movimiento e intercambio de material
genético entre productores, mejoralaeficienciaen la
utilizacion delos parentalesy contribuye adisminuir la
presion sobre las poblaciones silvestres ejercida por
los piscicultores en procura de nuevos sementales.

Los procesos de crioconservaciéon de semen de
peces han sido estudiados ampliamente, teniendo como
sujetos experimental es especialmente al os salménidos
y ciprinidos (28, 35, 59); sin embargo, lamayoriade
resultados difieren con respecto a los diferentes
protocol osde congelacion utilizados. Losinteresesde
investigacion han sido dirigidos principalmente atres
topicos: |la estandarizacion de los protocolos de
congel acion que permitan al canzar tasas defertilizacion
cercanas a las obtenidas con semen fresco; la
evaluacién de sustancias crioprotectoras que
disminuyan los efectos téxicosy de criodafio sobrela
célula espermatica y la extrapolacion de resultados
entre las diferentes especies icticas para encontrar
puntosde similitud.

El efecto de variables tales como volumen de la
pajillay latemperatura de descongelacién, sobre los
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porcentajes de fertilidad alcanzados, no ha sido
evaluado metodol 6gicamente, no existiendo suficiente
informacion sobre 1o que sucede a nivel celular. En
consecuencia, e propdsito de estarevision esrecopilar
informacion sobre aspectos generales de la
crioconservaci 6n de semen en a gunos pecestel edsteos
y discutir las causas del dafio espermético causado
por el proceso de crioconservacion.

Principios biofisicos de la crioconservacion e
hipétesis del criodafio en la célula espermatica

Efecto de la temperatura y la osmolaridad en €l
ambiente celular

El proceso de crioconservacion de semeninvolucra
diferentes cambiosintracel ulares que pueden originar
una disminucion en la sobrevivencia espermatica. El
control de lavelocidad de cambio de la temperatura,
laosmolaridad y laformacién de cristalesde hielo en
el medio intra 'y extracelular son los aspectos méas
relevantes paraoptimizar laviabilidad celular.

Durante el proceso de enfriamientoy congelacion,
€l espermatozoide esta sujeto a cambios drésticos en
sumediofisicoy quimico. Uno de estos cambiostoma
lugar intracelularmente cuando el aguaen faseliquida
pasa a solida en forma de cristales. La aparicion
espontanea del primer nicleo de hielo o nucleacién,
ocurre cuando la solucién llega a temperaturas entre
—-5y-15°C (58, 63). Estentcleo, deformahexagonal,
adhiere mol écul as de agua por medio deinteracciones
el ectrostéticas promoviendo la formacién de niicleos
de mayor tamafio, y amedidaque avanzalaformacién
de cristales de hielo seliberaenergia calorifica (calor
latente) (58), lo que produce un pico transitorio de
ascenso en latemperatura que puede ser letal parala
célula.

El medio externo también cambiaaformasolida, lo
gue conlleva a que la concentracion de solutos en los
canales residuales no congelados aumente
progresivamente, mostrandolo hiperosmaético con
respecto alacélula. Esto induce lasalidadel aguade
la célulay su congelamiento externo, concentrando
solutosintracelulares (36). Si ladeshidratacién celular
es excesiva, la osmolaridad puede ser muy alta,
intoxicando la célula, o la deshidratacién puede no
permitir alamembrana plasméticarecuperar suforma
en el proceso de descongelacién (36).
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La velocidad de enfriamiento juega un papel
importante en este sentido. Si la congelacion es
suficientemente lentael equilibrio esal canzado através
del eflujo deagua, pero si lacongelacién esmuy répida,
la célula no puede perder agua lo suficientemente
répido para alcanzar el potencial de equilibrio,
congel&ndoseintracelularmente (36, 58, 61).

La congelacion intracelular es letal parala célula
dependiendo particularmente del tamafio y de la
cantidad de cristales de hielo formados en el
citoplasma. Normalmente, altas velocidades de
enfriamiento producen cristales intracelulares
pequefios que pueden llegar a ser inocuos, pero estos
pueden unirsey crecer durante la descongelacion por
medio de un proceso denominado recristalizacion (23,
36). Este proceso es promovido por una inapropiada
velocidad de descongel acidn, lacual debe corresponder
con lavelocidad de congelamiento empleada(38); sin
embargo, los procesos de recristalizacién pueden
suceder auin durante la congelacién, favorecidos por
las regiones no congel adas que permiten interactuar a
los cristales de hielo yaformados.

El tamafio delos cristal esde hielo formados durante
la congelacion esta directamente relacionado con la
velocidad de enfriamiento y €l grado de hidratacion
intracelular. En €l caso delosembriones, cuando éstos
son enfriados répidamente de —30 a—40 °C, seguido
por inmersién en nitrogeno liquido (NL), esnecesario
un protocol o rgpido de descongel amiento de 200-500
°C/min paraprevenir lafusion delos pegquefioscristales
de hielo que formarian grandes cristales. Cuando la
vel ocidad lentade enfriami ento se contintapor debajo
de -60°C, son necesarias velocidades de
descongelamiento lentas menores de 25 °C/min, con
el fin de prevenir el chogque osmético debido alaalta
deshidratacion celular (38). El dafio celular por choque
osmatico resulta como consecuencia del flujo rapido
deliquidos extracelulares haciael interior (38).

Efecto solucidn

Cuando las células son enfriadas |entamente, la
deshidratacion puede avanzar hastalograr el punto de
equilibrio osmético. La deshidratacion conduce al
aumento enlaosmolaridad delas células, exponiéndolas
aun largo y continuo incremento de la concentracion
de solutos en la fraccion no congel ada externamente,
lo cual puede causar € asi [lamado “ efecto solucion”
(17, 58), que hace referencia especificamente a las
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maodificacionesdelas propiedadesdelasolucionenla
cual las células estan suspendidas (36).

El hielo se separa de la solucion acuosa durante la
congelacién y su proporcion incrementa
progresivamente amedida que decrece latemperatura.
En medios que no contienen criopreservantes, la
fraccién de agua no congelada en la célula decrece a
medidaque disminuye latemperatura, como resultado
de la deshidratacién y concentracion de solutos
intracelulares. Si e medio contiene un criopreservante,
la respuesta de la célula depende entonces de la
permeabilidad de éste. Si no es permeable, aumenta
la osmolaridad fuera de la célula, pero si penetrd
totalmente, reemplaza el agua intracelular y decrece
la fraccion congelada, evitando la concentracion de
solutos (36). A velocidades de congelacion lentas la
posibilidad de formacion de cristales de hielo
intracelular es poca; sin embargo, las células podrian
morir por el efecto solucion (36).

Efecto del diluyente y del crioprotector sobre €l
ambiente celular

Tanto los diluyentes como los crioprotectores
cumplen funciones especificas dentro del proceso de
crioconservacion, teniendo como fin general mantener
laviabilidad celular durante un periodo determinado.
Estas sustancias cumplen funciones como incrementar
el volumen del eyaculado, proteger a espermatozoide
de laaccion toxica de los productos del metabolismo
celular y de los cambios bruscos de temperatura. Los
diluyentes utilizados en peces han sido formulados
simulando la composicion y osmolaridad del plasma
seminal de cadaespecie, con el propdsito deno activar
la movilidad, ya que soluciones no isosmoticas
conducen acambiosidnicos membranales produciendo
la activacion espermética.

Deotrolado, laaccion delos crioprotectores puede
ser clasificada en dos grupos seguin la permeabilidad
delamembrana ala sustancia. En el primer grupo se
encuentran las sustancias que poseen bajos pesos
moleculares (38) y que, por lo tanto, penetran al
citoplasma celular (23), tales como glicerol, metanol,
etilenglicol, 1,2-propanodial, butanediol, acetamiday
dimetil sulféxido (DMSO). El segundo grupo redine
aguellas sustancias que no penetran la membrana
celular debido asu alto peso molecular como € palivinil
acohol (PVA), hiduronato desodioy laabumina(38).
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L oscrioprotectores no permeabl es son usados para
remover osméticamente el agua intracelular,
remplazandola por los crioprotectores permeables
duranteel enfriamientoy adicional mente paraprevenir
el choque osmaético por medio del control de la
rehidratacion intracelular durante la descongelacion
(38).

Unavez los crioprotectoresingresan al citoplasma
en favor del gradiente de concentracién, el fluido
intracelular puede ser superenfriado a temperaturas
entre -5 y —15 °C, sin que ocurra la formacion de
cristales de hielo, debido a que estas sustancias
disminuyen el punto de congelacién por medio de la
reduccion en lainteraccién entre lasmol éculasde agua
(56); a estos rangos de temperaturas los cristales de
hielo comienzan a formarse en el medio externo.
Cuando las temperaturas descienden por debajo de
estosrangos, seinicialaformacién decristalesdehielo
intracelular (38).

La temperatura a la cual deben ser incorporados
los crioprotectores alasolucion de semeny €l tiempo
deexposicién celular, dependen del grado detoxicidad
del crioprotector y de su velocidad dedifusion através
delamembranaplasmética. Estadifusion puedeverse
afectada por el descenso de la temperatura, ya que
durante este proceso la membrana celular aumentala
proporcién de colesterol con €l propésito de lograr
mayor estabilidad mecénica; sin embargo, este
aumento del colesterol también disminuye la
permeabilidad de lamembranaapequefias mol écul as,
pudiendo af ectar lapenetracion del crioprotector enla
célula de una manera efectiva (51).

Mecanismo de accién de los crioprotectores
sobre la célula

Los mecanismos de accidn especificos de los
agentes crioprotectores a nivel celular no estan ain
muy bien dilucidados. Las referencias sobre este
particular han sido realizadas principal mente en aquellos
demayor utilizacién, tal como el DM SO. Por gjemplo,
se hasugerido que existe unainteracci én el ectrostética
entre el grupo sulféxido polar del DMSO 'y la bicapa
de fosfolipidos de la membrana plasmética. Esta
interaccion podria darse entre la molécula de colina
de los grupos cabeza de la fosfatidilcolina o por una
interaccion entre el oxigeno sulféxidodel DMSOy un
grupo fosfato de la cabeza de fosfolipidos por medio
de un enlace de hidrégeno con una molécula de agua
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(1). Sin embargo, durante el proceso de
crioconservacion no sélo es importante establ ecer
comointeractlael crioprotector conlacélula, sino que
también se hace necesario determinar €l efecto toxico
de éstos, que es finalmente el evento de mayor
importancia a controlar durante la exposicién de los
espermatozoides a estas sustancias.

Aparentemente, la toxicidad del DMSO esta
dirigida al estado bioenergético del espermatozoide,
interfiriendo con el balance entre sintesisy utilizacion
de ATP. Frenteaunadeficienciade ATP, por ejemplo
durantelacongeacion, el control metabdlico sobrelos
procesos celulares dependientes deiones podriaverse
afectado, ocasionando una inapropiada activacion de
fosfolipasasy proteasasy un dafio celular irreversible
(23). También ha sido postulado que los
criopreservantes, como € glicerol, tienen lacapacidad
de modificar la bicapa lipidica por su habilidad de
insertarse entrelosfosfolipidos, Ilegando aafectar las
vias de metabolismo intermedio; de igual manera se
ha asociado su accién sobre el citoesqueleto y las
proteinas microtubulares (22).

Hipétesis del criodafio

Los protocolos de crioconservacion tienen un
nuamero de dafios potenciales sobre las células
ocasionados por el choque térmico, el estréstoxico y
osmoatico originado por laexposicidn acrioprotectores
(hiperosmolaridad) y la formacion y disolucion de
cristales en el ambienteintray extracelular (61).

A través de los anos, varias teorias han sido
propuestas para explicar el dafio causado por €l
proceso de crioconservacion. Lovelock (34) atribuye
€l dafio como resultado de una alta concentracion de
solutos en el fluido extracelular, causado por la
formacion de cristales de hielo fuera de la solucion.
De otro lado, Meryman (37) ha atribuido €l dafio ala
contraccion delacéulapor debajo del volumen minimo
tolerable.

Quinn (46), propuso la teoria de la ruptura de la
membranabasadaen latransicion defasetermo tropica
de los lipidos. De acuerdo con esta teoria, la
sobrevivencia depende del tiempo permitido paraque
ocurra €l evento de separacion de fases durante la
congelacion. Si esteno ocurre sepueden crear orificios
en lamembrana por fallas en el agrupamiento de los
lipidos duranteladescongelacion. Muldrew y McGann
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(40), proponen la teoria en la cua la ruptura de la
membrana seria causada por la friccion del agua al
pasar rapidamente a través de €ella, excediendo la
capacidad de la membrana de conducirla.

Finalmente Watson (61), basado en la alta
sensibilidad de la membrana plasmatica, propone al
estrésosmético como e factor claveen laoptimizacién
delavelocidad de enfriamiento, no por lapermeabilidad
al agua, sino por latasa de desplazamiento requerida
por la membrana plasmatica para acomodarse al
cambio de volumen, pudiendo estar relacionado con la
tension delaadhesion del citoesguel eto.

Proceso de crioconservacion en peces
teledsteos

El valor del almacenamiento de gametos por
periodosindefinidos, como medio paralaconservacion
de varias especies de peces en peligro de extincién,
ha sido ampliamente reconocido, ya que el semen
congelado de tales pobl aciones puede colectarse para
el establecimiento de bancos de germoplasma (6, 53,
62).

En general, losefectos benéficosdelaconservacion
de gametos en tel edsteosincluyen (35):

1. Gran potencial en la seleccion de reproductores a
travésdel almacenamiento de gametosdeindividuos
genéticamente mejorados.

2. Incremento delaproteccion sanitaria, permitiendo
la introduccion de nuevas lineas genéticas con
reduccion del peligro de transmision de patdgenos
desconocidos en | os cultivos de peces.

3. Suministro permanente de gametos parala 6ptima
utilizacién en criaderos o en investigacion.

4. Economia para el mantenimiento de criaderos
proporcionando un resguardo por pérdidadelineas
genéticas.

5. Facilidad de transporte de material genético entre
criaderos realizando proteccién genética con
gametos'y embriones crioconservados.

El desarrollo sucesivo de técnicas para la
crioconservacion de gametos en teledsteos, maneja
consideraciones especificas como la produccion
continua de peces y el aprovechamiento de gran
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cantidad de huevos desovados por hembra, permitiendo
d cultivo de cientosdeindividuos. Se hareportado el
amacenamiento de estos gametos abajastemperaturas
por horas o dias; sin embargo, la conservacién por
periodos de tiempo prolongados, involucra
necesariamentelacrioconservaciénen NL (9, 35, 57).

Los procesos de crioconservacion aplicados
comunmente en peces comprenden la extraccion del
semen, dilucion, envasado en pajillas o pellets,
congel acién adiferentes vel ocidades de enfriamiento
y descongelacion. El ciclo de crioconservacion esun
proceso completo de la preparacion y dilucion
espermatica encaminadas al mantenimiento post
descongelacién de la capacidad funcional por un
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Varios procedimientos para crioconservacion de
espermatozoides han sido desarrollados durante los
Gltimos 20 afios (32, 43, 50). Los resultados son
atamentevariables, indicando quelasensibilidad alos
procesos depende de factores misceldneos (45). Los
resultados experimental es sugieren que, enlamayoria
de los casos, son necesarios ajustes especie -
especificosalos protocolosexistentes (12, 14, 21). La
eleccién del criopreservante ha sido un asunto de
ensayo y error en la mayoria de las investigaciones,
quizas porgue ain no existe una explicacién
satisfactoriaparalaaccién delosmismossobrelacdula
espermética (23). Latabla 1 muestra los resultados
de experiencias de crioconservacion en a gunos peces

periodo amplio (60).

tel edsteos.

Tabla 1. Resultados de algunas experiencias de crioconservacion en peces teledsteos.

ge equilibrio
Velocidad de
enfriamiento

Condicién de
descongela-
cion

Resultados

Referencia

Especie lDiIuyente+ iOsmoIaridad lTiempo
2crioprotector 3pH
Tasadedilucion “Sistema de
envasado
Brycon 15.5% glucosa + ND 1< 5min.
siebenthalae 12% yema de 2ND

huevo + 10 %
DMSO

3 Pajillas de 0.5
m

2Vapores de NL
por 15 min hasta
-76 oCy luego a

21:4 NL
Pseudoplatystoma !5.5% glucosa + ND <5 min
fasciatum 12% yema de 2ND 29.6 °C/min hasta
huevo + 7.5% 3Pajillasde0.5ml -120°C
DMSO yluego a NL
21:4
Clarias 1Ginzburg Fish 1244mOsm/kg 15 mina-40°C
gariepinus Ringer + Metanol 27.6 25°C/min de
(2.47 M) SPajillas de -2°Ca-38°Cy
210% viv Iml luego a NL
Tunakia limbata  190% Suero fetal ND 13-60 min
bovino (FBS) + 2ND 29.2°C/min
2Glucosa 300mM  3Tubos de hasta -40°C y
+ 10 % Metanol 80l luego a NL
1:40
Diplodus 10.17 M Clorhidra- 1282 mOsm/L 115 min
puntazzo tode Sodio +15% 1234 mOsm/L 28°C/minde 4°C
DMSO (A) °ND a-80°Cyluegoa
10.1 M Citrato de 3Pajillas de 360 °C/min hasta
Sodio + 10% 0.5ml NL
DMSO (B)
21:10; 1:5
Macrozoarces Diluyente de se- *302mOsm/kg NR
americanus men de Ocean 275 2Directamente en
pout+20%DMSO ‘Pajillasde 0.25 vapores de NL a
21:3 y1.7ml 9°C/minhasta-95

°C, luegoaNL

Bafio de agua a
34°Cpor 30seg

Bafio de agua a
35°C por 30 seg

Bafio de agua a
27°C por 3 min

Bafio de agua a
20°C por 10 seg

Bafios de aguaa
28°C por 20 seg
(580 °C/minhas-
ta

-2°Cy 133°C/
min hasta 20°C)

30°C por 7 seg

63.1% motilidad
58.2% fertilidad

35% motilidad

>60% eclosion

30-40% motilidad
(hasta 30 seg
activacion)

>50% de motili-
dad con menos
dafios morfolo-
gicos para (B)

50-70% motilidad

Cruz-Casallas et
al (12).

Mojicay Pinzén
(36).

Viveiros et al
(57).

Ohtaetal
(42).

Taddei et al
(53).

Yao et al
(62).
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(Continuacién) Tabla 1. Resultados de algunas experiencias de crioconservacion en peces teledsteos.
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Especie "Dil uyente+ zOsmoIaridad 1Tiempo Condicién de Resultados Referencia
crioprotector 3pH gie equilibrio descongela-
Tasadedilucién Sistema de Velocidad de cidn
envasado enfriamiento
Macrozoarces 1Diluyente de 1302mOsm/kg INR 30°Cpor7seg 50-70% moatilidad Yao et al
americanus semende Ocean 27.5 2En vapores de (62).
pout +20% 3Pajillasde 0.25 NLa9°C/min
DMSO y1.7ml hasta -95°C,
21:3 luego aNL
Cyprinus carpio - Medio Kurokura  *ND '4°Cpor2a Bafiosdeaguaa 56% fertilidad Linhartetal
+10% DMSO 2ND 4h 35 °C por 110 52% eclosion (30).
215 SPajillasde2ml  24°C/minded4a  seg
-9°C, 11°C/min
de-11a-80°C,
6mina-80°Cy
luegoa NL
Esox 1Diluyente Erdahl *ND INR En Tris-HCL 46.2% eclosion  Ciereszko
masquinongy y Graham+10% 2ND 2Directamente 30 mM atempe- 9).
DMSO +10% SPelletsde 0.1 en hielo seco (- ratura ambiente
Yema de huevo m 79°C) por 3-5 por
21:4 minyluegoaNL 5a7seg
Sparus aurata 119% NaCl+5%  ND 110 min. Bafiosdeaguaa (A) >65% motili- Fabbrocini et al
DMSO (A) 2ND 210°C/minde 30 °C (15 °C/ dad (16).
11% NaCl+10% °®Pajillasde0.25 0a-150°Cy min) (B'y C) 50%
Etilen glicol (B) m luego a NL motilidad
11% NaCl + 10%
Propilen glicol (C)
21:6
Pleuronectes 10.137 M NaCl, 1240mOsM/kg  *ND _ Bafiosdeaguaa 59.2% fertiliqi:ld Richardson et al
ferrugineus 0.011 MKCL, 2 77 211.5°C/minde- 30°Cpor7seg 52.5%eclosion  (47).
0.004MNa,HPO4 3Pajilasde0.25 5a-15°C,
+10% Propilen y1.7ml 16.7°C/minde
glicol -15a
2ND -45°C, luego
hasta-95°Cy
entonces a NL
Esox lucius 10.6 M Sucrosa+ *ND *Mantenido Répidamenteen 69.8% eclosion  Babiak etal (2).
15% DMSO + 2ND entre0a2°C solucion de des-
10% Lipoprotei-  2Pelletsde 0.08  por 40 seg congelacion
nas de bajaden- m 2En hielo seco (120 mM NaCl +
sidad (LDL) (-79°C) por Diluyente de
21:3 5minyluego a fertilizacion FD)
NL a30°C
Xyrauchen 1C-FHBSS + 1ND 130mina19°C. Bafios de agua 18% motilidad Tierschetal
texanus 10% Metanol (A) 2ND 2-91°C/min entre 20-40 °C (A) (54).
1C-FHBSS + 3Pajilasde 0.5y yluegoaNL por 7-9 seg 9% motilidad (B)
10% DMSO (B) 25ml
211
Ictalurus furcatus *HBSS +15% IND 13 min A temperatura 0% fertilidad (A). Bartetal
lecheenpolvo+ 27.2 2Vaporesde NL  ambiente de 25 32% fertilidad (B) (5).
15% Metanol (A)  SPajillade a6 cmsobre la °C (aunatasade
1HBSS +15% 05y1ml fase liquida por 390 °C/min)
leche en polvo + 6 min hasta
10% DMSO (B) -66°Cyluego a
21:3;1:24 NL
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(Continuacion) Tabla 1. Resultados de algunas experiencias de crioconservacion en peces teledsteos.

Especie Dil uyente+ iOsmoIaridad lTiempo Condicion de Resultados Referencia
g:rioprotector 3pH ge equilibrio descongela-
Tasadedilucién “Sistema de Velocidad de ci6n
envasado enfriamiento
Thymallus 1103 mM NaCl, IND IND Bafiosdeaguaa 95.3%fertilidad  Lahnsteiner et
thymallus 40mMKCl,1mM  27.8 2Vaporesde NL  25°C por 30 seg al (27).
CaCl,,0.8mM *Pajilasde0.5 alb5cmdela
MgSO,,20mM m fase liquida
Hepes + 1.5% (-110°C) por
Albumina serica 5minyluegoa
bovina + 7% NL
Yema de huevo +
0.5% Sucrosa +
10% Metanol
21:3
Oncorhynchus 1Solucién de IND IND Bafiosdeaguaa 81% fertilidad Steinbergetal
mykiss sucrosa0.6 M+  2ND 2\aporesde NL  25°Cpor35seg (A) (52).
10% DMSO (A) 3Pajillas de a-180°Cyluego 83.8% fertilidad
1Solucién de 5ml aNL (B)
sucrosa 0.6 M +
20% DMSO (B)
21.5:25
Acipenser 1Sucrosa 0.6 M+ Hiperténicacon *1min ND 19.2% motilidad Ciereszkoly
fulvescens 10% DMSO respecto al plas- 2Directamente a Dabrowski
21:3 maseminal NL dentro de (10).
2ND viales plasticos
SPellets de
0.1mil
Piaractus Diluyente Stein ~ *ND IND Aguaa70-80 21% fertilidad Fogli da Silveira
mesopotamicus y Bayrle + 10% 2ND 22-5°C por °C por 3-4 seg etal (17).
DMSO 3Pajillas de medio de agua
21:3 0.5ml con cubos de

hielo; 30°C/min
de5a-80°Cy
luego a NL

ND= No determinado; NR= No realizado; NL= Nitrégeno liquido.

* Medio Kurokura= 1284 mM NacCl, 2.7 mM KCl, 1.4 mM CacCl, , 2.4 mM NaHCO,.

+ Diluyente Ocean Pout semen =183 mM NaCl, 10.25 mM KHCO,, 1.45 CaCl,, 0.84 mM MgSO, 0.15 mM Glucosa.
* Solucion salina de inhibicion de motilidad espermatica buferada (BSMIS)= 75 mmol/L NaCl, 70 mmol/L KCI, 2 mmol/L CaCl,, 1 mmol/L
MgSO,, 20 mmol/L Tris.
+ Diluyente Erdah y Graham= 0.29 g CaCl,, 0.4 g MgCl, , 0.5g Na,HPO,, 5.1 g KCl, 11.7 g NaCl, 0.2 g Acido citrico, 20 g Glucosa, 20 ml
de 1.27 g 100 mlI* KOH, 20 ml de 5.3 g 100 ml* bicina, suplementada a 2 L de agua destilada.
» Diluyente Ginzburg fish Ringer= 123.2 mM NaCl, 3.75 mM KCl, 3.0 mM CacCl,, 2.65 mMNaHCO,
* Diluyente de fertilizaciéon FD= 0.9% NaCl, 1 mM Ca, buferado a pH 9.0 con 20 mM Tris + 30 mM glicina.
* Solucion salina balanceada Hanks HBSS= 8 g/l NaCl, 0.40 g/l KCI, 0.14 g/l CacCl,, 0.20 g/l MgSO,, 0.06 g/l Na,HPO,, 0.03 g/l KH,PO,,
0.17 g/l NaHCO,, 1.0 g/l Glucosa.
* Solucion salina balanceada Hanks libre de calcio CF-HBSS= 8 g/l NaCl, 0.40 g/l KCI, 0.20 g/l MgSO,, 0.06 g/l Na,HPO,, 0.03 g/l
KH,PO,, 0.17 g/INaHCO,, 1.0 g/l Glucosa.
+ Diluyente Stein y Bayrle= 750 mg NaCl, 200 mg NaHCO,, 38 mg KCI, 100 mg Glucosa, 20 ml Yema de huevo, 100 ml agua destilada.

Coleccion espermatica

L a obtencidn de muestras de semen en peces para
congelacién serealizapor medio de presion abdominal
en sentido craneo caudal o por cateterizacion del

conducto espermatico con sondas plésticas a través
de lapapilagenital. En salménidos como Thymallus
thymallus y Hucho hucho la coleccién espermética
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hasido redlizadapor medio depresién abdomina previo
vaciamiento de la vejiga urinaria (30); igual
procedimiento se haimplementado en especies como
Cyprinus carpio (32), Xyrauchen texanus (54) y
Clarias gariepinus (58). En muchas especies de
peces, la contaminacion del semen por orina durante
el estrujamiento es casi inevitable debido a la
proximidad entre el ducto esperméticoy €l uréter, esta
contaminacion frecuentemente causa ateracion de la
calidad del semen y puede ser responsable de las
variaciones en la calidad espermética (15) y
posiblemente puede incidir sobrelos resultados dela
crioconservacion. Tal esd caso del pez marino Psetta
maxi ma, donde |a. contaminacién del semen con orina
artificia, produjo disminucionend inicio delamovilidad
espermaticay en lasreservas enddgenas de ATP (15).

Diluyentes

Diferentes diluyentes se han usado para la
crioconservacion de semen en tel edsteos, entre éstos
sedestacan e medio kurokura, € diluyente Ocean Pout,
lasolucion salinadeinhibicidn demovilidad espermética
tamponada, solucién salinabalanceadaHankslibrede
calcio (CF-HBSS) y € diluyente de Stein y Bayrle.
Estas sol uciones general mente son suplementadas con
albumina sérica, leche en polvo, suero fetal bovino o
yemadehuevo degallina(véase Tablal). Estalltima
posee accion termoprotectora, la cual es gjercida por
lafraccion lipidicacompuestapor lecitinay cefalinay
una accion conservadora, dada por la fraccion
lipoproteica. Losazucarescomo laglucosay fructosa
suministran energia a los espermatozoides para los
procesosvitalesy aportan sustitutos de e ectrolitos para
el mantenimiento delapresion osmaética(47).

En Piaractus brachypomuslautilizacién de DM SO
al 10% con diluyente basado en yema de huevo y
metanol a 10% con leche en polvo, fueron las
soluciones que mejor conservaron las caracteristicas
seminales, mostrando porcentajes de fertilidad
aceptables. El etilenglicol aconcentracion del 5% con
leche en polvo, presentd el mejor indice de fertilidad
(41). Lo anterior indica que los efectos ejercidos por
los diluyentes pueden ser muy variables aun cuando
son utilizados con |os mismos crioprotectores.

Crioprotectores
El DM SO, comparado con otros crioprotectores,

parece ser el mas utilizado en tel edsteos; sin embargo,
los resultados aun muestran gran variabilidad. Esta

41

sustancia ha mostrado gran eficiencia en el proceso
de crioconservacion de semen en especies como
Thymallus thymallus (30), Chalcalburnus
chalcoides (31), Brycon siebenthalae (14), entre
otras; sin embargo, se han reportado resultados no
satisfactorios en algunas especies como Acipenser
fulvescens (11).

Al parecer en algunas especies como
Oncorrhynchus mykiss, la utilizacion de DMSO o
dimetil acetamida(DMA), permiten obtener resultados
satisfactorios (5, 6, 52). La combinacién de DMSO
con otros crioprotectores también ha sido evaluada.
Cortés (13) realizé la caracterizacion vy
crioconservaci on de semen de P. brachypomus, donde
los crioprotectores que mostraron los mejores
resultados fueron e DM SO y la mezcla de glicerol
con DMSO. A diferencia de los buenos resultados
obtenidos con DMSO en P. brachypomus, otros
autores realizaron la caracterizacion del semen de
Prochilodus reticulatus y evaluaron la movilidad
después de la conservacion en frio, se observo que el
metanol como crioprotector mantuvo porcentgjes de
movilidad superiores a 80% en comparacién a los
obtenidos con DM SO (8).

En segundo lugar de utilizacion para la
crioconservacion espermética en teledsteos lo ocupa
el metanol. Este alcohol ha sido utilizado en especies
como Hucho hucho (30), Ictalurus furcatus (7),
Clarias gariepinus (58) y Tunakia limbata (43), pero
los resultados obtenidos han sido menos homogéneos
gue los observados con DM SO en otras especies, con
rangos entre 0y 91% de fertilidad.

Al parecer el metanol suele ser menos téxico en
unas especies que en otras y su efecto puede ser
atribuido a su capacidad de salir y entrar mas
rapidamente de la célula que otros criopreservantes
(54), o suaccion puede verse potenciadaa combinarse
con otras sustancias como suero fetal bovino, puesto
que éste produce cierto nivel de proteccién, tal vez
como amortiguador del chogue osmético a cua es
sometidalacéluladurantelacongelacion, y puede de
igual forma facilitar la més répida penetracion del
metanol enlacéula, lo cua podriaconducir aun menor
dafio de la membrana espermética por formacién de
cristalesde hielo (54).

Osmolaridad

En O. mykiss se observd un aumento significativo
en el dafio espermatico de muestras de semen
utilizando DM SO (1625 a 1778 mOsm/kg) y expuestas
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asoluciones hipoosméticas de activacion, alin cuando
después de la crioconservacion, la viabilidad celular
no parecio haber sido afectada. Lastasasdefertilidad
al canzadas en este mismo estudio son consistentes con
€ incremento observado en lasusceptibilidad a choque
hipoosmdtico, pero no con laproporcién decélulasvivas
medidas antes delaexpaosi cion hipotdnica, demostrando
esto que € criodafio subletal no es detectado por los
procedimientos estandares de viabilidad espermatica
(10). Lo anterior podria explicar las bgjas tasas de
fertilidad obtenidas con muestras de semen congelado
en las cuales se han determinado previamente
porcentajesde viabilidad altos.

Dzubay Kopeika (17), proponen la hipétesis que
los espermatozoides de peces marinos son mas
resistentesalacrioconservacion debido asu capacidad
deresistenciaacambiosen el volumen celular durante
la activaciéon, en condiciones no isotonicas.
Espermatozoides de Mugil soluy B., fueron
sucesivamente activados a través de un amplio rango
de presiones osmodticas (0-2000 mOsmol/l), teniendo
un porcentaje de movilidad despuésdelacongelacion
de 90%, mientras que espermatozoides de Cyprinus
carpio solo respondieron alaactivacion dentro de un
rango mas estricto (0-300 mOsmol/l), con
espermatozoides moviles solo en un 30% después de
lacongelacion (17).

La resistencia a los cambios osméticos en los
espermatozoides de peces marinos puede radicar en
lacomposi cidn bioquimicadelamembranaplasmética,
yague en estas especies existe unamayor relacion de
colesterol/fosfolipidos en comparacion con peces de
aguadulce(17). Ademas, ladisponibilidad de col esterol
enlamembrana puede permitirle unamayor estabilidad
en los procesos de extensiéon y contraccion a la cual
seve sometidadurantelacrioconservaciony posterior
descongelacion. Lo anterior contradice lo reportado
por Labbé y Maisse (25), donde la baja relacion de
colesterol/fosfolipidos y proteinas de membrana es
utilizada para explicar la crioresistencia en
espermatozoides de trucha arco iris.

Velocidad de congelacion

La congelacién espermética en vapores de NL es
tal vez latécnica més utilizada en peces (33, 53, 62).
No obstante, la congelacion directa en hielo seco a
—79°Cy luegolainmersion en NL a—196 °C, también
es utilizada, aunque con menos frecuencia y casi

Rev Col Cienc Pec Val. 18:1, 2005

siempre acompafiada del método de envasado en
pellets (4, 6).

Aungue lavelocidad de congelacion es unade los
factoresmascriticosen el proceso de crioconservacion
de semen, esta es la variable menos estandarizada en
los estudios de crioconservacion seminal en peces(48).
El semen de Ctenopharyngodo idella sometido a una
vel ocidad de congelamiento lentade 8 °C/min produjo
mayor movilidad postdescongel acién a ser comparada
con el semen de Hypophtalmichthys molitrix bajo
las mismas condiciones (31). Mejores porcentagjesde
fertilidad se obtuvieron en semen de los salmonidos
Thymallus thymallus y H. hucho a ser sometido a
congelacién con unavel ocidad de enfriamiento rapida
(30). En la congelacién de semen de Brycon
siebenthalae, se observé 69% de movilidad
espermatica postdescongelacion, al ser utilizada una
curva de congelacion lenta o de descenso gradual de
temperatura (44).

Velocidad de descongelacién

La descongelacion de pajillas se realiza por
inmersién en bafios de agua; |acombinacion detiempos
y temperaturas, puede ayudar adisminuir el efecto de
recristalizacion presentado por las cél ulas esperméticas
y €l efecto térmico sobre la membrana plasmética.

El rango de temperaturas de descongelacién en
semen crioconservado en peces es muy amplio,
variando desde temperaturas cercanas a las de
refrigeracion de 4 °C hasta temperaturas por encima
de los 80 °C (23). Tiersch (54), evalud la
descongelaciéon de semen de Xyrauchen texanus
utilizando 20 °C por 9 seg, 30 °C por 8 seg'y 40 °C por
7 seg; los resultados no revelaron diferencias
significativas entre los tratamientos a evaluar la
movilidad postdescongel acidn, pero si cuando se utilizé
18 °C por 390 seg, donde la movilidad se vié
significativamente disminuida. Lo anterior podria
sugerir que temperaturas mas altas de descongel acion
son viables, dentro de un rango detiempo corto, 1o que
coincide con unavel ocidad de descongel acion rapida,
gue puede evitar que procesos dindmicos dentro de la
membrana espermatica aumenten su fragilidad.

La descongelacion muestra ser uno de los
parametros méas sensi bles durante la crioconservacion
desemen. Ensalménidos, como el Esoxlucius, ligeras
desviaciones de las condiciones éptimas, reducen
significativamente lastasas defertilizacion (29).
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L osrangos de temperaturas de descongel acion son
diferentes dentro y entre especies. Es probable que
las temperaturas Optimas puedan estar relacionadas
directamente con las temperaturas del agua en lacual
los peces desovan; es decir, temperaturas de
descongelacion més bajas para peces de agua friay
mas altas para peces de agua célida, o que podria
estar ademés influenciado por las caracteristicas de
distribucion de los fosfolipidos en la membrana
espermatica. Vladicy Jarvi (59), observaron en Salmo
salar y en S trutta que la duracion de la movilidad
espermética en el momento de la fertilizacion fue
maxima cuando se descongel6 a2 °C.

Estudios del criodafio sobre espermatozoides
en peces

Debido a su heterogeneidad, 10s espermatozoides
de los peces ocupan un sitio especia en lahistoriade
lacriobiologia. Ladiversidad evolutivay las grandes
diferenciasen alimentacion, naturalezafisicay quimica
de su habitat, han conducido adiferencias considerables
entre la fisiologia, la bioguimica y las propiedades
morfolbgicas de los espermatozoides de diferentes
especies (16). Actuamente varias investigaciones
dirigidas a evaluar el criodafio sobre las células
espermaticas, esclarecen algunos efectos.

Efectos sobre la bicapa lipidica

L os fosfolipidos hacen parte del 65-70% del total
delamembrana, los cual esle pueden conferir fluidez,
pero también mayor inestabilidad, que escontrarrestada
por las cantidades variables de colesterol. Los
fosfolipidos adoptan configuracionesinusuales, con una
alta proporcion de plasmal6genos, que contienen
enlaces éter en los acidos grasos en vez de enlaces
éster. (23).

Se ha sugerido que el estrés térmico sobre la
membrana plasmética durante €l enfriamiento resulta
en latransicion de lafase liquidaaunafase de gel en
losfosfolipidosde membrana. Como resultado deesta
transicién, lasproteinasintegrales de membranapueden
ser excluidas de dominios de lipidos de fase de gdl y
son agrupadas, algunas veces de forma irreversible.
La actividad de muchas enzimas asociadas a
membrana se reduce, asi como la tasa de difusion de
proteinaspor laterdizacion dentro del plano delabicapa,
reduciendo de este modo la eficienciade los procesos
relacionados con difusion (26).

43

Durante la exposicion al frio se ha observado
reduccién en laproporcion de &cidos grasos saturados
e incremento en la proporcién de &cidos grasos
insaturados. Cuando aumenta la temperatura, la
relacién defosfatidilcolina/fosfatidil etanolaminay los
contenidos de colesterol se correlacionan
positivamente; estos cambios originan una
reorganizacion delamembrana, lo queayudaalacélula
a sobrevivir a las nuevas temperaturas (25). Se ha
reportado que las membranas de | os espermatozoi des
de peces marinos son méasresistentesalacongelacion
gue los de agua dulce, debido a ato contenido de
fosfolipidos y al bajo contenido de &cidos grasos
poliinsaturados (53).

En O. mykiss se demostré que un largo periodo de
aclimatacién térmica induce algunas modificaciones
delospatrones de &cidos grasos delosfosfolipidos de
lamembrana plasmatica de |os espermatozoi des (24),
pero no se explicod como estas modificaciones podrian
alterar la calidad espermatica. Sin embargo, esto
podriaser € resultado del cambio fisiol 6gico que sufren
los animal es poiquil otermos para mantener lafluidez
de lamembrana, donde la composicién de los acidos
grasosy laproporcién de moléculas de colesterol con
respecto alosfosfolipidosy esfingolipidos semodifica
en funcion de latemperatura del ambiente (51).

En estudios con truchaarco iris mantenidasen agua
a 18 °C y transferidas a 13 °C, luego de 42 dias, se
observd una mejor resistencia a la crioconservacion,
| 0s espermatozoi des mantuvieron bajos contenidos de
colesterol en la membrana plasmatica, esta baja
cantidad de colesterol se correlaciond con una mejor
capacidad de fertilizacién de los espermatozoides
después de la crioconservacion, de igual forma se
establecid unacorrelacion negativasignificativaentre
el porcentaje de fertilizacion después de la
crioconservacion y la correspondiente relacion molar
colesterol/fosfolipidos (25).

Experimentos empl eando microscopiaelectrénica
de criofractura en espermatozoides de O. mykiss y
Salmo trutta, mostraron en espermatozoides no
sometidos acongel acion, unadistribucion homogénea
de particulas sobre la superficie protoplasmica, en
algunos casos agregaciones de particulas en laregion
del cuello y una banda longitudinal consistente de
particulas en lacola. A diferencia de lo anterior, en
espermatozoides sometidos a congelacion, se
observaron particul as que fueron agrupadas dentro de
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clusters o grupos en la superficie protoplasmicade la
cabezay lacola. Lacrioconservacioninduce unafase
de transicion en los lipidos de la membrana
citoplasmética de lacélulay se daunaredistribucion
espacial de sus componentes, por €l proceso de
separacion lateral delipidosy laagregacion de proteinas
de membrana (16, 53).

Los cambios que ocurren en la membrana
plasmética de espermatozoides de O. mykiss pueden
afectar probablemente su integridad fisiol 6gicadespués
deladescongeacion, aunque esto puede ser reversible.
Laextension del dafio enlamembranay laprobabilidad
de su recuperacion después del descongelamiento,
pueden depender de la distancia recorrida por las
particulasdesde su sitio fisioldgico normal hastael lugar
de formacién de los grupos (16).

El dafio en &reas de la superficie celular, donde no
se forman grupos, aparentemente es debido a una
pobre diferenciacion de la membrana, en la cua no
ocurre €l proceso de difusion lateral de moléculas,
conllevando a su deformacion y dafio celular,
comparado con los espermatozoides con alta
diferenciacion de membrana que si permiten la
formacién de grupos (16). Con lo anterior se podria
pensar que el proceso de difusion lateral de moléculas
(lipidos y proteinas), permite una estabilizacién
transitoria de la membrana plasmética durante el
proceso de crioconservacion, donde la distribucion
homogénea de particulasy larelacion de fosfolipidos
y proteinas hacen posible la reversiéon exitosa de la
célula espermética para conservar su capacidad
fertilizadora.

Efectos sobre la integridad mitocondrial

Ogier de Baulny et al (42) propusieron, que aparte
delosproblemas sobrelaintegridad celular durante el
ciclo congelacion - descongel acion, lasalteracionesde
la membrana plasmética pueden también afectar su
viabilidad parafusionarse con lamembranadel oocito,
de igual manera, se ve afectada la organizacién
mitocondrial pudiendo conllevar aladisminuciondela
movilidad espermética.

Laintegridad mitocondrial juegaun papel importante
en laactivacion espermética, yaque estasuministrala
energiaenformade ATP necesariaparaun prolongado
tiempo de activacion. Procedimientos de congelacion
— descongel acion de espermatozoides de trucha arco
irisinducen disminucion en la produccion de ATP, la
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cual varia con el crioprotector utilizado. Esta
disminucion puederesultar del estrés osmatico durante
laadicion del crioprotector 0 €l congelamiento del agua
externa. Lasdiferenciasentoncesen lacapacidad entre
d glicerol y d metanol paraprevenir ladisminuciénen
lasintesisde ATP, pueden ser parcialmente explicadas
por e hecho de que el medio de congelacion conglicerol
permite los més altos valores de osmolaridad y con €l
metanol los mas bajos (42).

En O. mykiss se evaluo la integridad de la
membranaplasméticadel espermatozoidey lafuncién
mitocondrial por medio de citometria de flujo a ser
expuestas acongel acion con diferentes crioprotectores.
El mejor crioprotector para mantener laintegridad de
membranay la funcion mitocondrial fue el DMSO a
una concentracion de 5 y 10% con un 45% de
espermatozoides con membrana intacta y 18% de
espermatozoides con membranay funcion mitocondrial
intacta, la variabilidad en las respuestas a los
criopreservantes puede estar dada por el nivel de
toxicidad de cada uno sobre lacéula (42).

Cambios morfoldgicos determinados por
microscopiaelectrénicadebarrido, revelan dafioenla
piezamediadel espermatozoide post descongelacion,
conllevando la formacién de protuberancias o
ensanchamientos de la membrana en esta zona como
resultado de la pérdida de la envoltura densa de las
mitocondrias (62). La formacion de protuberancias
también hasido determinadaen el flageloy lacabeza
del espermatozoide, con pérdidade cromatinanuclear
(53), dandose una pérdida de la funcionalidad
mitocondrial y una disminucion de las reservas de
energia necesarias para €l movimiento flagelar del
espermatozoide, comprometiendo la osmoregulacion
celular.

Efecto sobre el material genémico

Ademas del estudio de los efectos sobre las
membranas plasmaética, nuclear y sobre las
mitocondrias, € dafio producido por lacrioconservacion
en el material gendmico debe empezar a ser
considerado para encontrar posibles correlaciones
entreel desarrollo delos primeros estadosembrionarios,
lastasasdefertilidad, lasobrevivenciay el desempefio
larval.

La técnica de electroforesis alcalina en gel de
células individuales, ha sido utilizada en
espermatozoides de O. mykiss sometidosacongelacion
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para determinar la fragmentacion del ADN. En estos
estudios, el porcentaje de nucleos espermaticos
crioconservadoscon ADN alterado, estuvo relacionado
inversamente con latasade fertilizacién; sin embargo,
a esta alteracion no puede atribuirsel e absol utamente
ladisminucion en la capacidad de fertilizacion de los
espermatozoides (27).

El incremento enlaproporcién de célulascon ADN
alterado después de la crioconservacién, puede llegar
aser mas bajo que e incremento en la proporcion de
espermatozoides reportados con dafio en membranay
dafio en mitocondria(42). El dafio entoncesend ADN
podria ser solamente un componente menor del dafio
causado a las células por crioconservacion (27).
Aungue son variados los efectos del proceso de
crioconservacién sobrela célulaespermética, éstosno
pueden ser considerados como Unicos eindependientes
Yy, en una mayor proporcion, la combinacién de ellos
implica un aumento o disminucién de la capacidad
fertilizante del espermatozoide.

Expectativas de investigacion

La emergencia alimenticia a la cual se ha visto
sometidalapoblacion mundial por e incremento dela
tasa de natalidad, especialmente en los paises en via
de desarrollo, ubican a la piscicultura como una
herramienta para suplir la demanda de proteina
requerida para las necesidades nutricionales de la
poblacién (19).

Una ventagja adicional, es nuestra riqueza ictica,
especialmente en aquellas especies promisorias para
cultivo comercial y que han mostrado tener excelentes
conversiones alimenticias en pequefios periodos, como
por ejemplo la cachama blanca (P. brachypomus) y
el yamu (B. siebenthalae), en los Llanos Orientales
colombianos (2, 3).

Actualmente nos vemos sometidos a ciclos

estacionarios de reproduccion, lo que limita la
disponibilidad de semilla(a evinos) durantetodo € afio,
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de aqui surge la necesidad de implementar
investigaciones ya sea ampliando los ciclos
reproductivos por medio de su manipulacién en
cautiverio (domesticacion) y el uso de inductores
hormonales y la crioconservacion de gametos, que
puede perfilarse como lamejor herramientaamés corto
plazo.

Sin embargo, laimplementacion de herramientas
biotecnol 6gicas como lacrioconservacion, involucran
la necesidad de investigacion sobre la biologia
reproductivay especialmente sobre las caracteristicas
seminales de las especies. Por tal razén se hace
prioritario esfuerzos sobre el conocimiento de las
caracteristicas seminal es de huestras especies nativas,
con el objetivo de adecuar las condiciones Optimas para
los procesos de crioconservacion. Recientemente se
estaempezando atrabajar en especiesdelaOrinoguia
gue pueden representar un alto valor genético y
comercial. Dentro de estas cabe destacar alabarbilla
(Rhamdia sebae c.f.), en la cua la determinacion
realizada sobre sus caracteristicas seminales (55)
permitird empezar a evaluar el potencial para su
crioconservacion.

En cuanto acrioconservaci 6n, actualmente se hace
necesario identificar y precisar varios aspectos como
son los mecanismos de interaccion entre los
crioprotectores y la membrana espermética y su
relacion con la osmolaridad seminal, las curvas de
congelacién, las concentraciones de crioprotectores,
la optimizacion del uso de macropajillas y sus
temperaturas de descongelacion para su utilizacion a
corto tiempo anivel comercial y larelacion eficiente
de espermatozoide — huevo.

Lasinvestigacionesanivel celular, pueden aportar
informacion que mejore significativamente la
estandarizacién de los protocolos de congelacion en
semen de peces, sin embargo, la implementacion de
investigaciones de campo puede permitir un desarrollo
mayor de estas herramientas en un tiempo mas corto.

Estetrabajo conté con & apoyo financiero de COLCIENCIAS proyectos Codigos: 12209-
12396y 1122-02-13360Yy del Ingtituto de I nvestigaciones delaOrinoguia Colombiana (11 OC)
- Universidad delos Llanos. Los autores agradecen | as correccionesy contribucionesdelas
Profesoras Dra. Martha Olivera Angel y Monica Botero, durante la preparacion del

manuscrito.
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General aspects of the spermatic cryopreservation in teleosts

The current protocols for cryopreservation of fish semen show many deficiencies in the
optimization of fertility rate, and the inter and intra species variations are very high. Few cellular
and molecular events have been discovered from the results found by the investigators. The processes
of ice crystals formation on an intracellular level, the toxic effect of the cryopreservation and the
recrystallization are shown as the aspects of most relevance in the cryoinjury. Hypothesis like the
transition of phases of the lipids in the plasmatic membrane and the rupture of the latter for the
rapid influx of the water are proposed to explain the cellular injury during the cryopreservation

process.

Key words: cryopreservation, fish, semen, spermatozoa, straw, unfreezing.
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