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Resumen

La crioconservación es una herramienta biotecnológica que en peces está orientada principalmente a la conservación 
criogénica de semen como estrategia de preservación del recurso genético y a su uso para la producción de alevinos con 
fines diferentes. Actualmente, los protocolos de crioconservación seminal en peces de agua dulce establecen una amplia 
variedad de procedimientos cuya efectividad se basa en aspectos ligados a la calidad seminal post-descongelación y la 
fertilidad, así como su relación con el desarrollo de la progenie. El efecto de la conservación del semen en nitrógeno líquido 
por periodos amplios de tiempo también toma importancia en ésta biotecnología. Por lo anterior, el objetivo de la presente 
revisión es describir aspectos biotecnológicos, celulares y bioquímicos asociados al proceso de crioconservación seminal 
en peces dulceacuícolas, resaltando los avances, las limitaciones y sus perspectivas.
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Abstract

Cryopreservation is a biotechnological tool that in fish is mainly aimed at cryogenic conservation of semen as a strategy 
for preserving the genetic resource and its use for the production of fingerlings with different purposes. Currently, seminal 
cryopreservation protocols in freshwater fish establish a wide variety of procedures whose effectiveness is based on aspects 
linked to seminal post-thaw quality and fertility, as well as its relationship with the development of the progeny. The effect 

Como Citar (Norma Vancouver): 
Medina-Robles VM; Duarte-Trujillo AS, Cruz-Casallas PE. Crioconservación seminal en peces de agua dulce: aspectos biotecnológicos, celulares y bioquímicos. Orinoquia, 2020;24(2): 
51-78. DOI: https//doi.org/10.22579/20112629.623



52 ORINOQUIA - Universidad de los Llanos -Villavicencio, Meta. Colombia. 2020 Julio/Diciembre; 24(2): 51-78 

Introducción 

Los peces dulceacuícolas son definidos como aquellas 
especies que pasan toda su vida o una parte crucial de 
ésta en agua dulce. Suelen clasificarse de acuerdo a su 
tolerancia al agua salada, en dos grupos: familias de 
división primaria y familias de división secundaria. Las 
familias de división primaria son aquellas cuyos miem-
bros son estrictamente intolerantes al agua salada, ta-
les como Cyprinidae, Cobitidae y la mayoría de los 
siluriformes. Las de división secundaria son aquellas 
que, pese a vivir en agua dulce pueden o alguna vez 
pudieron tolerar el agua de mar durante un periodo 
corto, tales como Cottidae, Lotidae y Valenciidae. No 
obstante, existen especies que no se incluyen dentro 
de estas categorías de familias, entre ellas: a) especies 
diádromas, que son aquellas que migran entre el agua 
dulce y marina en diferentes períodos de su vida, p. ej. 
Anguilla anguilla, Salmo salar; b) especies subsidiarias, 
que son especies no diádromas, estrictamente de agua 
dulce de familias principalmente marinas, p. ej. Alosa 
agone, Salaria fluviatilis y muchos Gobiidae; c) especies 
esporádicas, que son aquellas al parecer indiferentes 
a la salinidad y que por lo general se encuentran en 
estuarios, p. ej. Syngnathus abaster y muchos Mugili-
dae; d) especies accidentales, que son aquellas espe-
cies regularmente marinas que muy esporádicamente 
se capturan en aguas continentales, p. ej. Citharinus 
linguatula (Freyhof y Brooks, 2011; Smith et al., 2014). 

Pese a ocupar menos del 1% de la superficie terrestre, 
los peces de agua dulce proveen cerca del 10% de 
la biodiversidad de especies descritas y representan 
alrededor de una cuarta parte de los vertebrados del 
mundo (Freyhof y Brooks, 2011; Smith et al., 2014). 

Tan solo en América, la biodiversidad de peces dulcea-
cuícolas es bastante alta y representa alrededor de un 
tercio del estimado a nivel mundial, lo que correspon-
de a más de cinco mil especies (Reis et al., 2016). Sin 
embargo, la pérdida y degradación del hábitat causa-
da por la urbanización, la contaminación, la sobreex-
plotación pesquera, la sedimentación, la divergencia 
del agua para el riego, las represas hidroeléctricas, los 
cambios ambientales y el lento avance en las políticas 
de uso sostenible del recurso íctico, han ido disminu-
yendo las poblaciones de agua dulce del planeta en 
aproximadamente un 83% desde el año 1970 (Reis 
et al., 2016; Volpedo et al., 2017; WWF, 2018. El ries-
go de extinción de los peces de agua dulce es mayor 
que el de los organismos terrestres, ya que son más 
sensibles a los cambios en el hábitat (Volpedo et al., 
2017). Se estima que las tasas de extinción de peces 
dulceacuícolas son de 112 a 855 veces más altas que 
las tasas de extinción natural (Tedesco et al., 2017). En 
América del sur, entre el 4 al 10% de las especies de 
peces enfrentan algún grado de riesgo de extinción 
(Reis et al., 2016). Tan solo en Colombia, la segun-
da nación sudamericana más biodiversa en peces de 
agua dulce (1500 especies registradas), se reporta 81 
especies con algún grado de riesgo de extinción (Mo-
jica et al., 2012; Reis et al., 2016).

La acuicultura en Colombia, es una actividad econó-
mica que ha ido en ascenso en los últimos años, dada 
su mayor rentabilidad en contraste con las actividades 
agropecuarias tradicionales, y la disminución significa-
tiva de la pesca de captura a causa de la sobreexplota-
ción. El sector de la acuicultura está dominado en gran 
medida por la piscicultura de agua dulce interior. Para 

of preserving semen in liquid nitrogen for extended periods of time also plays an important role in this biotechnology. 
Therefore, the objective of this review is to describe biotechnological, cellular and biochemical aspects associated with the 
seminal cryopreservation process in freshwater fish, highlighting the advances, limitations and perspectives.
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Resumo

A criopreservação é uma ferramenta biotecnológica que em peixes visa principalmente a conservação criogênica do sê-
men como estratégia para a preservação do recurso genético e sua utilização para a produção de alevinos para diferentes 
fins. Atualmente, os protocolos de criopreservação seminal em peixes de água doce estabelecem uma ampla variedade de 
procedimentos cuja eficácia se baseia em aspectos relacionados à qualidade e fertilidade pós-descongelamento seminal, 
bem como sua relação com o desenvolvimento da progênie. O efeito da preservação do sêmen no nitrogênio líquido por 
longos períodos de tempo também desempenha um papel importante nessa biotecnologia. Portanto, o objetivo desta 
revisão é descrever aspectos biotecnológicos, celulares e bioquímicos associados ao processo de criopreservação seminal 
em peixes de água doce, destacando os avanços, limitações e perspectivas.

Palavras-chave: criobiologia, criopreservação, esperma, peixe, sêmen
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el año 2017 se reportaron cerca de 120 mil tonela-
das de productos pesqueros, siendo el departamento 
del Huila el principal productor con un aporte de 46% 
de la producción, seguido del departamento del Meta 
con un 13% (OCDE, 2016; FAO, 2019; ICA, 2019).

La conservación y gestión de los recursos acuáticos 
además de permitir el equilibrio ecosistémico, cons-
tituye uno de los senderos productivos de la Bioeco-
nomía, transcendental para el desarrollo sostenible de 
Colombia (Rajasekharan, 2017). Los Bancos de Re-
cursos Genéticos (GRB, por sus siglas en inglés), en 
combinación con las Tecnologías de Reproducción 
Asistida (ART, por sus siglas en inglés), tienen el po-
tencial de desacelerar la pérdida de la biodiversidad y 
promover el desarrollo sostenible. Los GRB constan de 
la recolección, procesamiento, almacenamiento y uso 
de germoplasmas (semen, óvulos, embriones, tejidos) 
y otros biomateriales (productos sanguíneos, mues-
tras de ADN) (Medina-Robles et al., 2006; Comizzoli, 
2016). Los criobancos son GRB desarrollados para pre-
servar material genético viable a bajas temperaturas y 
largo término, y constituyen una herramienta útil tanto 
para la conservación y repoblación de especies raras, 
amenazadas o en peligro de extinción, como para el 
mejoramiento de las especies comerciales que pre-
senten baja diversidad genética. La crioconservación 
en nitrógeno líquido es el método más común para la 
preservación del material genético en los criobancos 
(Martínez-Páramo et al., 2017). 

Las investigaciones en crioconservación, han sido lle-
vadas a cabo en los diferentes tipos de células de los 
peces, tales como, espermatozoides, células somáti-
cas, células germinales, espermatogonias, ovocitos y 
embriones. Sin embargo, el tipo de célula más crio-
conservada son los espermatozoides, ya que, además 
de ocupar menos espacio, debido a su pequeño tama-
ño, son relativamente más resistentes al enfriamiento 
(Martínez-Páramo et al., 2017). Según Fernández et al. 
(2009),  el objetivo principal de la crioconservación de 
espermatozoides es “mantener su viabilidad y funcio-
nalidad durante largos periodos de tiempo”. 

La crioconservación seminal presenta ventajas en tér-
minos productivos, estas son: i) el suministro de semen 
a pedido (con fines comerciales), ii) la optimización 
del espacio al disminuir el número de reproductores 
requeridos, iii) la disponibilidad  de espermatozoides 
de buena calidad durante y fuera de la temporada de 
desove, iv) la sincronización de la disponibilidad de 
gametos de ambos sexos, v) el transporte práctico de 
gametos desde y hacia las fincas, vi) la disponibilidad 
de espermatozoides para investigación y mejora gené-
tica (Tiersch, 2008; Cabrita et al., 2010). 

Sin embargo, pese a todos los beneficios que presenta 
la crioconservación seminal, el proceso de congela-
ción per se produce múltiples daños celulares en la 
membrana plasmática, las mitocondrias y la cromatina, 
debido a la formación de cristales de hielo (dentro de 
las células y en el medio externo), al estrés osmótico 
y al estrés oxidativo (Watson et al., 2001). Estos daños 
celulares repercuten en la calidad seminal, perjudican-
do tanto la fertilidad como el desarrollo embrionario. 
Por ende, en aras de disminuir al máximo el daño 
crioinducido y preservar la calidad seminal, se han ido 
desarrollando protocolos de crioconservación especie 
específicos, a través de la evaluación y estandarización 
de los diversos factores implicados en el proceso (Mar-
tínez-Páramo et al., 2017; Medina-Robles et al., 2019).

Se han establecido protocolos de crioconservación 
de semen para muchas especies de peces en todo el 
mundo. Los estudios se han centrado en especies de 
alto valor comercial, entre ellos, los salmónidos, los ci-
prínidos y los esturiones, que son muy usados en ali-
mentación y pesca recreativa (Martínez-Páramo et al., 
2017). No obstante, hay un interés creciente en dise-
ñar protocolos de crioconservación para especies de 
áreas tropicales y subtropicales (Viveiros y Godinho, 
2009; Maria et al., 2015).

La eficiencia de un protocolo de crioconservación 
seminal se determina mediante la evaluación de la 
calidad post-congelación, para comprobar que efecti-
vamente la viabilidad de los espermatozoides se haya 
mantenido (Cabrita et al., 2010). La utilización de ga-
metos de alta calidad durante la fertilización es vital 
para lograr altas tasas de fecundación y eclosión, así 
como un adecuado desarrollo embrionario (Gallego et 
al., 2013). Las pruebas de calidad seminal más comu-
nes son la motilidad espermática y la fertilidad (Bobe y 
Labbé, 2010), aunque recientemente, la integridad de 
ADN y de membrana han tomado importancia ya que 
influyen en gran medida en las otras variables (Pérez-
Cerezales et al., 2010; Martínez et al., 2012).

En consecuencia, el objetivo de la presente revisión es 
describir aspectos biotecnológicos, celulares y bioquí-
micos asociados al proceso de crioconservación semi-
nal en peces dulceacuícolas, resaltando los avances, 
las limitaciones y las perspectivas de esta herramienta 
biotecnológica.

Aspectos biotecnológicos 

Los protocolos de crioconservación son un conjunto 
de procedimientos con parámetros de operación es-
tablecidos, cuyo objetivo es la preservación de células 
viables a largo término. Por ende, son de gran impor-
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tancia en la biología de la conservación y la acuicultura 
(Martínez-Páramo et al., 2017). Cualquier modificación 
en los parámetros de operación puede cambiar la efi-
ciencia del protocolo (Lahnsteiner et al., 2011). 

El modelamiento matemático juega un papel clave en 
la comprensión de los procesos biofísicos detrás de la 
crioconservación, durante todas las fases del proceso, 
y permite la optimización de la eficiencia, expresada 
en términos de calidad seminal (Benson, 2015). El pri-
mer modelo criobiológico fundamental fue el modelo 
biofísico de Mazur (1963), que determina la forma-
ción de hielo intracelular en función de la velocidad 
de enfriamiento, la permeabilidad de la membrana y 
las dimensiones de la célula. Más tarde, se desarrolló 
el modelo bioquímico para predecir la supervivencia 
celular en función de las velocidades de congelación y 
descongelación (Mazur et al., 1972). La combinación 
de estos dos modelos creó el prototipo termodinámi-
co de optimización de las velocidades de congelación 
y descongelación en función del transporte de materia 
y energía (Woelders et al., 2004). Un desarrollo relati-
vamente más reciente en el modelado criobiológico es 
el modelado de procesos en función del equilibrio de 
crioprotectores (Benson, 2015).

En la tabla 1, se reportan diferentes aspectos asociados 
a los protocolos de crioconservación de espermato-
zoides en algunas especies de peces dulceacuícolas 
durante los últimos cinco años.

Procesamiento de la muestra

Para proteger al espermatozoide de múltiples daños 
criogénicos se han desarrollado diversos diluyentes 
específicos para cada protocolo y especie, los cuales 
ofrecen un medio adecuado para la preservación de 
la viabilidad celular. Durante la dilución, el espermato-
zoide regula su tamaño conforme a la concentración 
de soluto en el diluyente, por lo que puede sufrir daño 
celular debido a la difusión de agua y de crioprotecto-
res a través de la membrana celular (Fernández et al., 
2009). Por ende, el diluyente debe poseer una osmo-
laridad adecuada que permita evitar tanto el estrés 
osmótico como la activación de los espermatozoides 
(Draper y Moens, 2009).

El semen diluido se empaca a diferentes relaciones 
semen: diluyente en diferentes sistemas de empaque, 
dependiendo del protocolo establecido y/o el diseño 
experimental. Independientemente del empaque es-
cogido, es necesario contar con un sistema de identi-
ficación de muestras que puede constar de etiquetas 
de colores y códigos alfanuméricos o códigos de ba-
rras. Cada GRB puede definir su propio sistema de 

identificación, ya que actualmente no existe uno in-
ternacionalmente adoptado (Martínez-Páramo et al., 
2017).

Debe procurarse que el tiempo de manipulación de 
las muestras sea el mínimo posible para evitar la pér-
dida de calidad seminal. En algunas especies como 
el Brycon amazonicus el tiempo máximo de manipu-
lación puede llegar hasta los 30 minutos, contados 
desde su recolección (Cruz-Casallas et al., 2006a); 
mientras que en especies sensibles a la manipulación 
como el Danio rerio, el lapso de tiempo transcurri-
do desde la adición del diluyente hasta el inicio de 
la congelación no debe ser superior a 30 segundos 
(Draper y Moens, 2009). 

Diluyente 

El diluyente de crioconservación es una solución en la 
cual se diluye el semen previa congelación. Consta de 
la combinación de un extensor, un crioprotector inter-
no y un crioprotector externo, a un pH y osmolaridad 
dada, donde cada componente del diluyente juega un 
papel crucial y complementario. Se recomienda que 
el diluyente de crioconservación tenga una osmolari-
dad superior que la osmolaridad del plasma seminal, 
ya que está reportado que bajo estas condiciones la 
movilidad espermática se inhibe parcial o totalmente 
en gran parte de las especies dulceacuícolas. La inhi-
bición de la motilidad espermática es necesaria para 
preservar la calidad seminal durante el almacenamien-
to (Carneiro et al., 2012).

El extensor es una solución con propiedades coliga-
tivas, en el cual se disuelven los crioprotectores y el 
semen fresco antes de la congelación. Por lo general, 
el extensor consta de glucosa o cloruro de sodio a di-
ferentes concentraciones, aunque, también se repor-
tan formulaciones más complejas como los extensores 
V2E, BTS y Cortland. El agua de coco también ha sido 
usada con éxito, gracias a su alto contenido de mi-
nerales (Viveiros y Godinho, 2009). Según Viveiros y 
Godinho (2009) la solución de glucosa al 5% es un 
extensor para crioconservación simple, asequible y es-
table que puede manipularse en granjas de peces sin 
la necesidad de equipos de laboratorio complejos, y 
que está disponible comercialmente como una solu-
ción estéril. La glucosa al 5% se ha empleado con éxito 
para congelar el semen de varias especies nativas de 
Brasil como yamú (Brycon amazonicus), sábalo jetón 
(Prochilodus lineatus), cachama blanca (Piaractus me-
sopotamicus) y cachama roja (Piaractus brachypomus) 
(Viveiros y Godinho, 2009). 
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La dilución del semen provoca que la concentración 
de los antioxidantes naturales en el plasma seminal se 
reduzca, lo que hace que los espermatozoides estén 
más expuestos al estrés oxidativo. Por ello, para reducir 
expresiones de estrés oxidativo como la peroxidación 
de lípidos, la oxidación de proteínas y la fragmentación 
de ADN, se ha evaluado en varios estudios la suple-
mentación de los extensores con antioxidantes (vita-
minas, enzimas, aminoácidos, polifenoles, entre otros). 
El ácido ascórbico y el tocoferol han sido de esencial 
importancia, ya que está comprobado que evitan la 
propagación de las reacciones en cadena inducidas 
por radicales libres (Cabrita et al., 2011). No obstante, 
el efecto de los antioxidantes sobre la calidad seminal 
depende de su concentración en el extensor, la for-
mulación del suplemento, la especie a crioconservar y 
el protocolo de crioconservación (Martínez-Páramo et 
al., 2017); por consiguiente, algunos autores reportan 
mejoría en la calidad seminal post-congelación mien-
tras que otros reportan efectos negativos. Por ejem-
plo, Lahnsteiner et al., (2011) evaluaron la influencia 
de la adición de mezclas de antioxidantes sobre la ca-
lidad seminal post-descongelación en trucha de arroyo 
(Salvelinus fontinalis) y trucha arcoíris (Oncorhynchus 
mykiss), y encontraron que la mayoría de los antioxi-
dantes presentaron efectos negativos significativos 
sobre la motilidad, la velocidad, la integridad de ADN 
y la fertilidad, mientras que la integridad de membra-
na y la peroxidación lipídica no se vieron afectadas. 
Contrariamente, Kutluyer et al. (2014) obtuvieron in-
crementos significativos de la motilidad en O. mykiss 
empleando seis de los once antioxidantes evaluados 
(ácido úrico, L-metionina, superóxido dismutasa, L-
carnitina, α-tocoferol y L-glutatión reducido), aunque 
las tasas de fertilidad y de eclosión no aumentaron 
significativamente. Öğretmen et al., (2015) también 
obtuvieron efectos positivos al adicionar cisteína al ex-
tensor de crioconservación de carpa común (Cyprinus 
carpio), logrando un aumento significativo (superior al 
50%) en la motilidad, la eclosión y la integridad de 
ADN en contraste con el control. En Cyprinus carpio 
también se han evaluado otros antioxidantes con re-
sultados variables, tales como el hidroxitolueno butila-
do (BHT) (Öğretmen y Inanan, 2014a), la miel de pino 
(Öğretmen y Inanan, 2014b) y el propóleo (Öğretmen 
et al., 2014), los cuales fueron beneficiosos principal-
mente para la motilidad y la eclosión, en contraste con 
el control.

Crioprotectores

Los crioprotectores son sustancias esenciales para la 
supervivencia celular ya que proporcionan un entor-
no nutricional y osmóticamente ideal para el semen, 

reduciendo la tasa de congelación y las lesiones celu-
lares mecánicas (Varela-Junior et al., 2015). Una vez el 
semen es mezclado con el diluyente, los crioprotecto-
res ingresan a los espermatozoides e incrementan la 
concentración intracelular de solutos, promoviendo la 
ósmosis del agua hacia el medio extracelular. En con-
secuencia, los cristales de hielo se forman afuera de 
la célula, en donde no son nocivos. Sin embargo, en 
la crioconservación convencional, una alta concentra-
ción de crioprotectores internos, también conocidos 
como penetrantes o permeables, provoca la deshidra-
tación excesiva de las células y daño celular irrever-
sible debido al gradiente osmótico transmembrana 
(Benson, 2015). Además, algunos crioprotectores 
pueden inducir peroxidación lipídica (Isachenko et al., 
2018) y llegar a ser tóxicos a una concentración dada 
(Yasui et al., 2012). En consecuencia, para que los crio-
protectores sean biológicamente aceptables deben 
presentar baja toxicidad. Por ende, debe identificarse 
la concentración óptima de crioprotectores, la cual 
está directamente relacionada con la permeabilidad 
de la membrana celular (Benson, 2015). La calidad se-
minal postdescongelación depende en gran parte del 
crioprotector utilizado, de su concentración en el di-
luyente, su combinación con otros componentes y la 
velocidad de dilución (Viveiros et al., 2009). 

El glicerol es el primer crioprotector interno reportado. 
Desde su descubrimiento se han evaluado otras sus-
tancias químicas, siendo el dimetilsulfóxido (DMSO) y 
el metilglicol los más empleados (Viveiros y Godinho, 
2009). El dimetilsulfóxido (DMSO) ha sido considerado 
el crioprotector a elección para la mayoría de los pro-
tocolos, aunque la calidad espermática alcanzada no 
sea siempre la mejor (Cabrita et al., 2010), ya que en 
algunos casos, se reportan motilidades post-desconge-
lación de tan sólo el 5 - 10% (Carneiro et al., 2012). 
Por otro lado, el metilglicol, también conocido como 
2-metoxietanol o etilenglicol monometil éter, ha sido 
utilizado con éxito en la crioconservación de varias 
especies de peces dulceacuícolas (Viveiros y Godin-
ho, 2009); aunque Shaliutina-Kolešová et al., (2015) 
mencionan que no es efectivo, puesto que incrementa 
en los espermatozoides esterlinos la sensibilidad post-
descongelación a ROS. Li et al., (2010, 2013) realiza-
ron estudios bioquímicos en carpa común (Cyprinus 
carpio) y revelaron que, la adición de DMSO o etilengli-
col al diluyente de crioconservación no induce daño 
oxidativo significativo en el semen durante la dilución; 
en contraposición, aseveraron que los daños por es-
trés oxidativo son promovidos por el proceso de con-
gelación en sí mismo, e incluyen, tanto peroxidación 
lipídica como cambios en la fosforilación de proteínas 
(en los residuos de tirosina y treonina) que conducen 
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procesos de fabricación empleados (Martínez-Páramo 
et al., 2017).

Las pajillas son el sistema de empaque más empleado 
para la crioconservación seminal puesto que su alta 
relación/superficie volumen facilita la congelación y 
descongelación a tasas uniformes (Maria et al., 2015). 
Se han evaluado pajillas de diferentes volúmenes, sien-
do las de 0.25 ml y 0.5 ml las más utilizadas (Bernáth 
et al., 2016; Martínez-Páramo et al., 2017) aunque las 
pajillas de mayor volumen (1.2 - 5.0 ml), también lla-
madas macrotubos, han sido probadas exitosamente 
(Medina-Robles et al., 2007; Ding et al., 2011; Várkon-
yi et al., 2019). Para el caso de peces que producen 
poco semen, como es el caso del pez cebra (Danio 
rerio), se han diseñado pajillas de doble chaqueta con 
una capacidad de tan sólo 0.1 ml, con un peso incor-
porado en cada extremo para evitar la flotabilidad so-
bre el agente criogénico (Grevle y Ruud, 2019). Las 
muestras de semen pueden congelarse individualmen-
te en numerosas pajillas de baja capacidad o agrupar-
se en unos pocos macrotubos, siempre y cuando las 
muestras correspondan a machos de la misma espe-
cie; dicha agrupación de muestras se denomina “pool” 
(Bernáth et al., 2016). 

Se reporta también otros sistemas de empaque como 
los tubos capilares de vidrio y los criotubos. Los crio-
tubos son de especial interés porque son fáciles de 
llenar, fáciles de rotular y permiten tener un mayor 
volumen disponible para la fecundación. Además, su 
compatibilidad con las placas de pozos facilita su pro-
cesamiento automatizado. El efecto de los criotubos 
sobre la calidad seminal es independiente de su volu-
men de empaque (Maria et al., 2015; Várkonyi et al., 
2019). 

Congelación 

Esta etapa es el Punto Crítico de Control (PCC) del 
proceso, ya que debido a la formación de cristales de 
hielo, el choque térmico, el estrés osmótico y el estrés 
oxidativo, los espermatozoides sufren daño celular, 
que afecta principalmente la membrana plasmática, las 
mitocondrias y la estructura de la cromatina (Watson 
et al., 2001). Los cristales de hielo formados pueden 
ser de dos tipos: intracelulares y extracelulares. Los 
cristales intracelulares son generalmente nocivos ya 
que provocan lesiones mecánicas a las estructuras ce-
lulares, por el contrario, los cristales externos resultan 
inocuos. La congelación sin protección es normalmen-
te letal, por ende, debe procurarse que el diluyente 
de crioconservación cuente en su composición con 
sustancias crioprotectoras que permitan preservar la 

a pérdida de la función espermática. En este estudio, 
el efecto negativo de la crioconservación fue mayor 
cuando se empleó DMSO como crioprotector (Li et al., 
2010, 2013). Otro estudio que reafirma el efecto nega-
tivo de la congelación sobre la motilidad espermática 
es el de Viveiros et al. (2009), en el cual refrigeraron 
durante 1 h semen diluido de Salminus brasiliensis y en-
contraron que la motilidad no cambió cuando se em-
pleó DMSO como crioconservante aunque disminuyó 
levemente cuando se empleó metilglicol o glicerol; sin 
embargo, después de la crioconservación, la motilidad 
fue ralentizada hasta en un 80% con DMSO e inhibida 
completamente con los otros dos crioprotectores.

Los crioprotectores externos o permeables son aque-
llos que aunque no penetran la célula ayudan a es-
tabilizar la membrana (Viveiros y Godinho, 2009). El 
crioprotector externo más evaluado ha sido la yema 
de huevo, obteniéndose en la mayoría de los casos 
parámetros de calidad más altos con su incorporación 
que con su omisión. La yema de huevo brinda protec-
ción a la célula debido a la presencia de lipoproteínas 
de baja densidad que se adhieren a la membrana plas-
mática y la protegen del daño mecánico. Sin embargo, 
la yema de huevo es poco estable y su composición 
es difícil de estandarizar; además, dada su viscosidad, 
adicionar más del 5% al diluyente de crioconserva-
ción perjudica la movilidad de los espermatozoides y 
dificulta la caracterización visual de las células en el 
microscopio (Carneiro et al., 2012). Se han evaluado 
sustitutos como la ciclodextrina cargada de colesterol, 
que en carpa (Cyprinus carpio) han permitido valores 
altamente significativos de motilidad, viabilidad celular 
y fertilidad (Yildiz et al., 2015).

La asociación entre crioprotectores externos e internos 
permite potenciar la protección celular (Varela-Junior 
et al., 2015). La combinación óptima de crioprotec-
tores no está generalizada y varía con respecto a la 
especie a crioconservar, por ello, se deben evaluar las 
diferentes combinaciones y concentraciones hasta en-
contrar la formulación que proporcione más efectos 
positivos sobre la calidad seminal postcongelación (Vi-
veiros y Godinho, 2009). 

Sistemas de empaque

El tipo de empaque empleado puede influir en la tasa 
de congelación, la tasa de descongelación, la eficiencia 
de almacenamiento post-congelación, la identificación 
de la muestra y la bioseguridad. Inclusive, entre empa-
ques del mismo tipo existen diferencias en cuanto a su 
efecto sobre la calidad seminal, ya que la transferen-
cia de calor pueden variar conforme a los materiales y 
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vida celular o al menos atenuar el daño crioinducido 
(Pegg, 2015).

La respuesta celular de los espermatozoides en el 
transcurso de la congelación recibe el nombre de cur-
va de congelación, y debe realizarse para cada especie 
(Fernández et al., 2009). La tasa de congelación para 
cualquier sistema hace referencia a la velocidad (ex-
presada en unidades de temperatura/ tiempo) a la que 
el agua de una muestra se convierte en hielo (Maria et 
al., 2015), y tiene una fuerte influencia en la homeós-
tasis celular. Lo ideal es que durante la congelación, el 
agua intracelular salga al medio externo, de modo que 
aumente la osmolaridad en el citoplasma y el descen-
so crioscópico originado evite la formación de hielo 
intracelular (Benson, 2015). Cuando la congelación se 
realiza progresivamente, hay suficiente tiempo para la 
deshidratación celular, por lo que sólo se forma hielo 
extracelular (Carneiro et al., 2012). Por el contrario, 
cuando la congelación ocurre de manera súbita, la 
célula no alcanza a deshidratarse por completo y el 
remanente de agua intracelular se congela, provocan-
do lesiones criogénicas (Yang et al., 2009), las cuales 
son responsables de la pérdida de motilidad, viabilidad 
y normalidad morfológica en los espermatozoides. 
Abed-Elmdoust et al., (2019) afirman que las altas tasas 
de congelación permiten preservar con éxito la creati-
na fosfato (CrP) y la creatinquinasa (CK), moléculas im-
portantes en la regeneración del ATP post-activación. 
De hecho, Martínez y Pardo (2013) aseguran que “la 
tasa de congelación posee un efecto principal significa-
tivo sobre la movilidad total”, e inclusive, este efecto 
es más influyente que el de la tasa de descongelación. 
Varios autores recomiendan para la crioconservación 
seminal de Characiformes, tasas de congelación en un 
rango comprendido entre aproximadamente 2 - 10 °C/
min (Pegg, 2007; Martínez y Pardo, 2013; Maria et al., 
2015), mientras que otros autores recomiendan que 
sea entre 10 - 50 °C/min (Viveiros et al., 2009; Carnei-
ro et al., 2012).

La congelación de las muestras se puede efectuar me-
diante diferentes métodos, tales como, la colocación 
en hielo seco, la suspensión en vapores de nitrógeno 
dentro de un cargador seco (Dry Shipper), la vitrifica-
ción y el enfriamiento controlado en un congelador 
programable. Los dos primeros son más prácticos y 
económicos, por lo que se prefieren para uso en 
campo, mientras que el último es más recomendado 
para investigaciones de tipo experimental (Martínez-
Páramo et al., 2017). Para Carneiro et al., (2012), los 
contenedores de carga seca (Dry Shipper) son más 
viables que los congeladores programables para la 
congelación de semen de cachama negra (Colossoma 

macropomum), ya que afectan menos la viabilidad y 
motilidad espermática. 

Miller et al. (2018) han empleado un método de con-
gelación particular, modificando el uso del hielo seco 
y empleándolo como molde para pellets. Para ello, los 
investigadores hicieron hoyos de 5 - 7 mm de diámetro 
sobre el hielo seco y depositaron alícuotas de semen 
diluido en cada uno de ellos. Los pellets de semen 
formados, fueron sumergidos en nitrógeno líquido y 
almacenados en crioviales dentro de un Dewar.

Almacenamiento 

Durante el almacenamiento, no hay transferencia de 
materia ni de energía, por lo que los daños celulares 
post-crioconservación no se derivan del almacena-
miento a bajas temperaturas sino de los procesos de 
congelación y descongelación del semen (Fernández 
et al., 2009). 

Si bien es cierto que la crioconservación permite la dis-
ponibilidad de espermatozoides de calidad durante y 
fuera de la temporada de desove (Cabrita et al., 2010), 
el tiempo de almacenamiento no debe ser tan prolon-
gado, ya que esto incrementa los costos de manteni-
miento. Por otro lado, el semen crioconservado debe 
estar en constante rotación, para así promover la varia-
bilidad genética de las poblaciones tanto nativas como 
cautivas y no debe usarse exclusivamente cuando la 
población está en inminente peligro de extinción debi-
do a que, en una situación realmente crítica, la pobla-
ción no se salvará si las hembras no están disponibles 
(Martínez-Páramo et al., 2017).

Algunos autores han usado el vapor de nitrógeno para 
almacenar muestras a largo término, aunque en con-
traposición, Draper y Moens (2009) afirman que bajo 
estas condiciones el semen pierde viabilidad con el 
tiempo, por lo que recomiendan mejor el almacena-
miento en nitrógeno líquido. Sin embargo, el efecto 
del almacenamiento de semen de especies nativas dul-
ceacuícolas en nitrógeno líquido a largo término aún 
no está bien definido, siendo necesario mayores estu-
dios al respecto para la toma de decisiones.

Descongelación

La tasa de descongelación dada por cualquier sistema 
hace referencia a la velocidad (en unidades de tempe-
ratura/unidades de tiempo) a la que una muestra se 
descongela. Su estandarización juega un papel clave 
en el desarrollo de los protocolos de crioconservación 
seminal (Maria et al., 2015), ya que se ha sugerido que 
las lesiones en los espermatozoides durante la crio-
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conservación convencional está relacionada princi-
palmente con el efecto negativo de la descongelación 
(Isachenko et al., 2018). Cuando la tasa de desconge-
lación es lenta, los cristales de hielo se recristalizan, se 
fusionan y crecen, conduciendo a un mayor daño ce-
lular; mientras que, cuando la tasa de descongelación 
es rápida, no hay tiempo suficiente para la recristali-
zación, de modo que el hielo simplemente se derrite 
(Benson, 2015).

Martínez y Pardo (2013) evaluaron diferentes tasas de 
descongelación de semen y encontraron que una tasa 
lenta de congelación en combinación con una tasa rá-
pida de descongelación poseen efectos significativa-
mente mejores sobre la calidad seminal del bocachico 
(Prochilodus magdalenae), en contraste con una tasa 
rápida de congelación y una tasa lenta de descongela-
ción. Sin embargo, encontraron que los efectos de es-
tas interacciones sobre la motilidad seminal son nulos, 
en contraste con los efectos independientes (efectos 
principales) que son determinantes. Las condiciones 
de descongelación, deben ser detalladamente evalua-
das ya que, en algunos casos, como el de la carpa y 
la perca, se reporta activación espontánea inducida 
por el gradiente térmico, lo que consume el ATP in-
tracelular antes de tiempo y perjudica la capacidad de 
fertilización del semen (Dzyuba et al., 2010). Algunas 
temperaturas de descongelación y tiempos son mos-
tradas en la Tabla 1.

Solución activadora

El semen se activa cuando entra en contacto con 
soluciones a dada osmolaridad, concentración de 
iones, pH, temperatura y/o tasa de dilución (Alavi et 
al., 2006; Cosson, 2010). Las condiciones de activa-
ción espermática difieren mucho entre peces dulcea-
cuícolas y peces marinos, inclusive, entre especies 
(Martínez-Páramo et al., 2017). En general, la motili-
dad espermática en peces dulceacuícolas es inducida 
por medios hipoosmóticos en relación con el líquido 
seminal, aunque en algunos casos, la motilidad puede 
ser inducida por medios isotónicos. Es recomendable 
que, la osmolaridad de la solución de activación en 
peces dulceacuícolas sea menor que la osmolaridad 
del plasma seminal (Maria et al., 2010). No obstante 
en ciertos casos, la exposición a condiciones de osmo-
laridad extrema como la del agua destilada (4 mOsm) 
puede conducir a cambios en la morfología de los es-
permatozoides (Carneiro et al., 2012); por ejemplo, 
los espermatozoides de lucio del norte (Esox lucius L.) 
activados con agua destilada presentaron ampollas a 
lo largo del flagelo, y posteriormente, restricción del 
desarrollo de las ondas en la parte proximal a causa 

del acortamiento del flagelo que se dobló en forma de 
bucle, lo que condujo al decrecimiento de la duración 
de la motilidad (Alavi et al., 2009).  

El rango óptimo de osmolaridad para la activación es-
permática en peces dulceacuícolas oscila por lo ge-
neral entre 100 - 250 mOsm. Se reportan rangos de 
osmolaridad óptimos de 90 - 110 mOsm para carpa 
(Cyprinus carpio), 100 - 150 mOsm para perca (Perca 
fluviatilis), 125 - 235 mOsm para lucio europeo (Esox 
lucius L) y 230 mOsm para cachama negra (Colossoma 
macropomum) (Carneiro et al., 2012). Melo-Maciel et 
al., (2015) sugieren una osmolaridad óptima de 100 
mOsm para Characiformes como Prochilodus brevis, 
Colossoma macropomum y Piaractus brachypomus.

Se han empleado varias soluciones de activación, sien-
do las más comunes NaCl (0.3%), NaHCO3 (1%) y 
agua destilada (Viveiros y Godinho, 2009). Carneiro 
et al., (2012) evaluaron la influencia de la solución ac-
tivadora en la motilidad y duración de la motilidad en 
semen de Colossoma macropomum, y encontraron 
que, no existen diferencias estadísticamente significa-
tivas entre la solución salina (NaCl) y el bicarbonato 
de sodio acuoso (NaHCO3); con ambas soluciones 
activadoras se alcanzaron motilidades superiores al 
80%, con una duración media de aproximadamente 
50 segundos.

Parámetros de calidad seminal

Antes de diluir el semen y empacarlo en pajillas, es ne-
cesario evaluar la calidad espermática para determinar 
qué tan conveniente es crioconservarlo y qué tan facti-
ble es obtener la fertilidad esperada (Martínez-Páramo 
et al., 2017). Además, los parámetros de calidad indican 
qué tan eficiente es un protocolo (Bernáth et al., 2016), 
por lo que deben medirse en todos los pasos relevantes 
a lo largo del proceso; por ejemplo, pueden evaluarse 
recién se colecte el semen, después de la adición del di-
luyente, después de la refrigeración y después de la des-
congelación (Martínez-Páramo et al., 2017). El análisis 
clásico de calidad espermática se centra en tres paráme-
tros principales: concentración, motilidad y morfología 
espermática, los cuales pueden determinarse fácilmente 
mediante microscopía óptica o técnicas colorimétricas 
(Ramalho-Santos et al., 2007). Aunque, existen también 
otras pruebas de calidad que permiten predecir mejor la 
fertilidad seminal, tales como la integridad de ADN y la 
integridad de membrana (Pérez-Cerezales et al., 2010). 
Para garantizar una mayor confiabilidad de los resulta-
dos, es necesario, evaluar varios parámetros de calidad 
seminal y correlacionarlos, ya que un solo parámetro no 
determina el éxito de la fertilización (Varela-Junior et al., 
2015). Sin embargo, aunque existan diferentes paráme-
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tros para establecer la calidad seminal postdescongela-
ción, la prueba de fertilidad siempre mostrará de forma 
más objetiva el éxito del proceso de crioconservación.

Volumen de esperma

Un volumen grande del semen es deseable porque fa-
cilita el manejo de los ejemplares y la manipulación 
de los gametos. Está reportado que inducir hormo-
nalmente a los ejemplares incrementa el volumen de 
esperma. Por lo general, la hormona aplicada es la 
hipófisis de carpa, aunque también se han realizado 
experimentos con la gonadotropina coriónica humana 
(hCG) y la hormona liberadora de la hormona lutei-
nizante (LHRH) (Viveiros y Godinho, 2009). Algunos 
volúmenes de eyaculado se relacionan en la tabla 1.

Concentración espermática

La concentración espermática indica el número de es-
permatozoides contenidos en un mililitro (spz/ml) o 
un microlitro (spz/µl) de semen. Está muy influenciada 
por la inducción hormonal, ya que en los peces induci-
dos la concentración espermática disminuye a raíz de 
un significativo aumento del líquido seminal. Por ende, 
existe una correlación negativa entre la concentración 
espermática y el volumen seminal. Por otro lado, exis-
te una correlación positiva entre la concentración es-
permática y el espermatocrito, que es un indicador de 
densidad seminal. El espermatocrito es el porcentaje 
de material sólido empaquetado en el semen después 
de la centrifugación (Cruz-Casallas et al., 2006b; Vivei-
ros y Godinho, 2009).

Es esencial conocer la concentración de espermato-
zoides para poder determinar dosis de seminación 
efectivas. El método más común para la medición de la 
concentración seminal es el método del hemocitóme-
tro basado en microscopía óptica, que consta de un 
recuento celular en cámara de neubauer, luego de in-
movilización con una solución fijadora. El método del 
hemocitómetro es sencillo y económico, sin embargo, 
consume mucho tiempo y presenta variabilidad debi-
do a errores de dilución. El hemocitómetro se puede 
usar para calibrar espectrofotómetros, de modo que 
la concentración se determine con base en la absor-
bancia de la muestra y no por el recuento visual. Los 
resultados con mejor correlación entre las densidades 
ópticas de los espermatozoides y su recuento celular, 
se han obtenido a 260 nm, que es la longitud de onda 
a la que el ADN absorbe la luz. El método espectrofo-
tométrico permite una determinación más rápida de 
la concentración en contraste con el microscópico, ya 
que arroja directamente lecturas digitales o electróni-

cas (Ramalho-Santos et al., 2007; Fauvel et al., 2010); 
además funciona con un bajo volumen de muestra, de 
tan sólo 1 - 2 µL de semen diluido, en contraste con el 
método microscópico que requiere de al menos 10 µL 
de semen, lo que resulta útil para la evaluación seminal 
en peces de acuario (Tan et al., 2010). 

Otros métodos para medir la concentración espermá-
tica son la citometría de flujo, la microscopía de fluo-
rescencia, los contadores Coulter y la determinación 
de los valores de espermatocrito. Si bien es cierto que 
los métodos del citómetro de flujo y de los contadores 
Coulter son precisos, sus costos de adquisición y man-
tenimiento son elevados  (Fauvel et al., 2010).

Una forma más práctica de determinar la concentra-
ción es mediante el procesamiento de imágenes digi-
tales asistido por computadora, para el cual se emplea 
un equipo de generación CASA llamado Analizador de 
Clase de Esperma (SCA, por sus siglas en inglés) (Au-
lesa et al., 2009). Algunos reportes de concentración 
espermática en peces dulceacuícolas son mostrados 
en la Tabla 1.

Cinética espermática

La motilidad es un indicador de la actividad metabóli-
ca de los espermatozoides (Melo-Maciel et al., 2015), 
cuyo comportamiento está determinado por la trayec-
toria de la cabeza del espermatozoide en función de 
las ondas desarrolladas por el flagelo en respuesta a las 
señales externas que regulan el axonema. Además de 
movilidad, el flagelo proporciona orientación, mientras 
que la cabeza juega un papel pasivo. Debido a la alta 
frecuencia del latido flagelar en peces (de hasta los 
100 Hz), los espermatozoides pueden llegar a alcan-
zar una velocidad inicial de hasta 200 µm/s (Borysh-
polets et al., 2018). La mecánica de fluidos aplicada 
a nanoescala ofrece la estimación de los requisitos 
energéticos de los flagelos para desplazarse en el me-
dio acuático, mediante la aplicación de la teoría de 
la fuerza resistiva desarrollada inicialmente por Gray 
y Hancock (1955). En general, la cinética espermática 
está relacionada con el éxito reproductivo en peces 
(Viveiros et al., 2010; Gallego et al., 2013), mientras 
que la velocidad espermática se correlaciona con la 
fertilidad (Viveiros et al., 2010). 

En la mayoría de especies de peces, los espermatozoi-
des no presentan motilidad mientras permanecen en el 
medio isosmótico del plasma seminal dentro del tracto 
genital (Viveiros y Godinho, 2009). La activación del 
semen está en función de la actividad del canal iónico 
de la membrana plasmática. El semen se activa cuando 
entra en contacto con soluciones a dada osmolaridad 
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y/o concentración de iones, dependiendo de la espe-
cie. En general, la motilidad espermática en peces dul-
ceacuícolas es inducida por medios hipoosmóticos en 
relación con el líquido seminal en contraste con los pe-
ces marinos que se activan en medios hiperosmóticos 
(Cosson, 2010); aunque en algunos casos, la motilidad 
puede ser inducida por medios isotónicos. Bajo este 
contexto, en peces dulceacuícolas es recomendable 
que la osmolaridad con respecto al plasma seminal sea 
mayor en el diluyente de crioconservación y menor en 
la solución de activación (Alavi et al., 2006).

Los cambios en las concentraciones de iones son cla-
ve en la hiperpolarización de la membrana (Borysh-
polets et al., 2018); en particular, el aumento de Ca2+ 
intracelular es necesario para el inicio de la motilidad 
espermática en los peces (Figueroa et al., 2019), del 
mismo modo que el flujo de salida de Na+ y K+, lo que 
conduce al aumento en la concentración de Adenosin 
Monofosfato Cíclico (cAMP), molécula encargada de 
la transducción de señales en la fosforilación de proteí-
nas (Alavi et al., 2006). Yasui et al. (2012) aumentaron 
las concentraciones del Ca2+ y Mg2+ extracelular y ob-
tuvieron un decrecimiento progresivo de la motilidad 
espermática en el pez dojo (Misgurnus anguillicauda-
tus), mientras que el aumento del K+ extracelular no 
alteró la motilidad. Para el caso específico de la trucha 
(Salmo trutta), los esturiones (Acipenser spp.) y el pez 
espátula (Polyodon spathula), la concentración extra-
celular de K+ debe ser considerablemente más baja 
que la concentración intracelular (Boryshpolets et al., 
2018). En salmónidos, el nivel calcio libre (Ca2+) se 
presenta en un rango de concentración de 30 nM para 
espermatozoides basales a 180 nM para espermato-
zoides móviles (Alavi et al., 2006). 

Después de la activación, las concentraciones de io-
nes dentro de los espermatozoides se reequilibran y 
la presión osmótica se vuelve perjudicial para la inte-
gridad espermática. Además, las reservas energéticas 
terminan agotándose debido a que la capacidad de los 
espermatozoides para restaurar las reservas de ATP es 
insuficiente. En consecuencia, el tiempo de activación 
se limita a un breve intervalo (Cosson, 2010; Borysh-
polets et al., 2018). El tiempo de activación o duración 
de la movilidad es una compensación entre la reser-
va energética y el proceso de daño osmótico experi-
mentado por la célula, y está fuertemente ligado a la 
temperatura del medio (dentro del rango fisiológico 
del pez), ya que a mayor temperatura el agotamiento 
energético celular es más rápido. Los peces dulceacuí-
colas, en contraste con los peces marinos, son más 
susceptibles al daño osmótico, por ende su tiempo de 
activación es de tan sólo 0,5 – 2 min (Boryshpolets 
et al., 2018). Bajo este contexto, es importante que 

los espermatozoides permanezcan inmóviles antes y 
durante la crioconservación, y sólo se activen para su 
uso (Viveiros y Godinho, 2009).

Está comprobado que el proceso de congelación 
afecta notablemente la cinética espermática (Benson, 
2015). Martínez y Pardo (2013) encontraron que la 
motilidad en Prochilodus magdalenae disminuye signi-
ficativamente del 99% al 60% tras congelación lenta 
(-2 °C/min), mientras que cuando la congelación es 
rápida (-28 ± 1 °C/min) se inhibe completamente (mo-
tilidad = 0%). Takei et al., (2012) afirman que dicha 
alteración de la cinética espermática se debe cambios 
en los patrones de distribución de Ca2+ debido a la 
alteración de la fosforilación de proteínas como la pro-
teína quinasa A (PKA) y la dineína en el axonema fla-
gelar, producto del choque térmico y osmótico. Pese a 
ello, Figueroa et al., (2019) aseveran que existe escasa 
información sobre los efectos de la crioconservación 
en la concentración de Ca2+ intracelular. 

La motilidad espermática puede estar influenciada por 
uno o varios factores, entre ellos, la inducción hormo-
nal, la dieta, la etapa de maduración, las condiciones 
ambientales, el contenido de ATP, la actividad enzi-
mática, la regulación hormonal de espermiación, la 
actividad secretora del conducto espermático, la con-
taminación en laboratorio y las características de la 
solución de activación (Alavi et al., 2006; Melo-Maciel 
et al., 2015). En especial, la motilidad post-desconge-
lación está fuertemente influenciada por el tiempo y 
la temperatura de descongelación (Maria et al., 2015). 
La osmolaridad y el pH son factores directamente re-
lacionados con la motilidad, ya que pueden inducirla 
o inhibirla, dependiendo del caso; por ello, tanto el 
diluyente de crioconservación como la solución acti-
vadora deben formularse con base en estos (Pinheiro 
et al., 2016). Por otro lado, se ha informado que suple-
mentar la alimentación de los ejemplares con boro en 
cantidades reguladas, puede mejorar la resistencia de 
los espermatozoides al choque frío y conllevar a un au-
mento de la duración de la motilidad post-congelación 
(İnanan y Yilmaz, 2018).

El análisis de la motilidad en muestras frescas y sin 
diluir, es necesario para descartar muestras activadas 
prematuramente por contaminación con agua, sangre, 
heces u orina (Viveiros y Godinho, 2009). Del mismo 
modo, el análisis de motilidad post-congelación es im-
perioso para evaluar los efectos de la crioconservación 
sobre la calidad seminal (Cabrita et al., 2010). 

La motilidad de los espermatozoides puede evaluarse 
mediante estimación subjetiva por microscopía ópti-
ca y expresarse como porcentaje de movilidad masal 
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(Ramalho-Santos et al., 2007); con base en ese porcen-
taje, el semen puede clasificarse en cinco categorías 
de calidad seminal, desde la Categoría 1 (0 - 20% de 
células móviles) hasta la Categoría 5 (80 - 100% de 
células móviles) (Boryshpolets et al., 2018). Por su par-
te, la duración de la motilidad se determina cronome-
trando el tiempo transcurrido en segundos, desde la 
activación de los espermatozoides hasta la suspensión 
del movimiento (Cruz-Casallas et al., 2006a). Pese a 
que el método de microscopía es rápido y sencillo, su 
reproducibilidad puede ser baja si el investigador que 
realiza la evaluación no es experimentado (Engel et al., 
2019). Sin embargo, la subjetividad de la evaluación 
microscópica puede disminuirse considerablemente 
con el empleo de mano de obra cualificada y la deter-
minación de la misma por una sola persona dentro de 
un mismo experimento. 

En los últimos años, se han empleado otros tipos de mi-
croscopía con variaciones de iluminación, tales como, 
la microscopía de contraste (positivo o negativo) y mi-
croscopía de campo oscuro en combinación con luz 
estroboscópica, los cuales permiten obtener imágenes 
de mayor calidad (Figueroa et al., 2016; Boryshpolets 
et al., 2018).

Una forma más eficiente de medir la cinética espermática 
es mediante la incorporación de sistemas de Análisis de 
Esperma Asistido por Computadora (CASA, por sus siglas 
en inglés) con base en imágenes y videos tomados a una 
frecuencia (Hz) y una duración (s) específica, según pro-
tocolo, siendo el Analizador de Clase de Esperma (SCA, 
por sus siglas en inglés) el equipo de generación CASA 
más popular, dada su efectividad validada. Además del 
porcentaje de motilidad (tanto masal como individual) y  
de la duración de la motilidad, los sistemas CASA permi-
ten medir otras variables cinéticas tales como la veloci-
dad curvilínea (VLC), la velocidad de línea recta (VSL), la 
velocidad de trayectoria promedio (VAP), el coeficiente 
de linealidad (LIN), el coeficiente de oscilación (WOB), 
el coeficiente de rectitud (STR), la amplitud del despla-
zamiento lateral de cabeza (ALH), el desplazamiento an-
gular medio (MAD), la frecuencia de batido de la cola 
(BCF), entre otras (Aulesa et al., 2009; Amann y Waberski, 
2014). Debido a que los sistemas CASA comerciales son 
costosos, se han desarrollado varias alternativas gratui-
tas. Wilson-leedy e Ingermann (2007) desarrollaron un 
complemento para el software ImageJ y lo validaron en 
semen de pez cebra (Danio rerio); al comparar sus resul-
tados con los obtenidos en sistemas CASA comerciales, 
la desviación estándar no superó el 10%. En los últimos 
años se han desarrollado sistemas CASA de acceso libre y 
código abierto que, además de medir los diferentes com-
ponentes de motilidad, permiten evaluar el movimiento 
guiado de los espermatozoides en respuesta a estímulos 
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externos, tales como la termotaxis, la reotaxis y la quimio-
taxis (Alquézar-Baeta et al., 2019). Algunos sistemas CASA 
como CRISMAS, Hobson Sperm Tracker e ImageJ - CASA 
ya han sido probados en el semen de peces como el 
esturión esterlete (Acipenser ruthenus L.), la carpa común 
(Cyprinus carpio L.) y la trucha arcoíris (Oncorhynchus 
mykiss). Se encontró que los resultados de motilidad pue-
den verse significativamente alterados cuando se emplea 
diferentes sistemas CASA, incluso cuando se usan las mis-
mas grabaciones de una muestra. Si bien es cierto que 
el CASA ofrece un análisis más amplio de la motilidad, 
sus resultados pueden estar influenciados de manera crí-
tica por la calidad de grabación, el tiempo de análisis y 
la velocidad de fotogramas de la cámara, dando lugar a 
conclusiones erróneas (Boryshpolets et al., 2013).  

Morfología espermática 

El espermatozoide es el tipo de célula más diversa mor-
fológicamente, inclusive entre ejemplares de la misma 
especie. Los espermatozoides de los peces son gene-
ralmente más pequeños que los espermatozoides de 
otros grupos de animales y se caracterizan por carecer 
de acrosoma, a excepción de los espermatozoides de 
los esturiones en peces óseos y de todas las especies 
de peces cartilaginosos. En general, el diámetro de la 
cabeza esférica o alargada de los espermatozoides de 
los peces oscila entre 3 - 4 µm, mientras que el del 
flagelo es de tan solo aproximadamente 0.5 µm (Borys-
hpolets et al., 2018). Aunque, se reporta que los siluri-
formes suelen tener dimensiones más pequeñas, que 
están en el rango de 1.5 - 2.2 µm para el diámetro de 
cabeza, y 20 - 30 µm para la longitud de la cola (Bor-
ges et al., 2020). Se cree que la diversidad morfológica 
de los espermatozoides, en cuanto a tamaño, forma y 
comportamiento, es el mecanismo mediante el cual, la 
célula se adapta al entorno para garantizar su supervi-
vencia. Una fuente directa de variabilidad espermática 
es la competencia espermática. Diversos estudios han 
demostrado que los espermatozoides de mayor lon-
gitud son más veloces y pueden fecundar más rápido 
el óvulo, sin embargo, los espermatozoides de menor 
tamaño son más resistentes a la congelación. Por con-
siguiente, existe una relación morfometría–criorresis-
tencia (Fitzpatrick et al., 2010; Morales et al., 2016) y 
una relación morfología–fertilidad (Butts et al., 2011; 
Galo et al., 2019). 

Se ha comprobado en varias investigaciones que los 
espermatozoides con morfología normal tienen ma-
yores probabilidades de fecundar los óvulos y de so-
brevivir hasta la fase final de la embriogénesis (Bobe 
y Labbé, 2010). Asimismo se ha evidenciado que las 
anormalidades morfológicas difieren en su impacto so-

bre la fertilidad, algunas dificultan exclusivamente la 
capacidad de fertilización, mientras que otras como 
la desviación de cabeza en forma de pera impiden el 
desarrollo del embrión (Rodríguez-Martínez, 2019). 
Por ello, es importante determinar en las muestras de 
semen el porcentaje de normalidad y los tipos de anor-
malidades espermáticas. Las anormalidades pueden 
ser primarias (congénitas) o secundarias (adquiridas), 
siendo las secundarias las que indican el efecto de la 
crioconservación sobre la calidad seminal (Morales et 
al., 2016). Miliorini et al., (2011) clasificaron las anor-
malidades en las siguientes categorías, conforme al 
segmento dañado: 1) anormalidades de cabeza como 
la macrocefalia, la microcefalia, la cabeza degenerada 
y la cabeza separada; 2) anormalidades de pieza me-
dia como la gota citoplasmática proximal y la pieza 
media degenerada; y 3) anormalidades de cola como 
la gota citoplasmática distal, la cola doblada, la cola 
rota, la cola enroscada y la cola separada o tocón.

La morfología se suele evaluar por microscopía (ya sea 
óptica, de contraste de fase o de campo oscuro) gra-
cias a múltiples métodos de tinción como el Diff–Quik, 
el Ziehl–Neelsen, el rosa de bengala, entre otros, que 
permiten la identificación de los espermatozoides en 
el campo visual (Butts et al., 2011; López–Hernández 
et al., 2018). La forma convencional de analizar las 
muestras es mediante observación subjetiva, aunque 
es un proceso demorado cuya precisión depende de 
la destreza del investigador (Engel et al., 2019). En los 
últimos años se ha hecho uso de sistemas computari-
zados tipo CASA para el análisis de imágenes tomadas 
con una cámara digital incorporada al microscopio.

Las técnicas de microscopía óptica asistidas por CASA 
tienen la ventaja de que arrojan los resultados de 
forma rápida, automática y objetiva (Figueroa et al., 
2016). Los sistemas CASA comprenden un módulo de 
morfología, que contrasta tanto la morfología como la 
morfometría de los espermatozoides observados con-
tra un patrón de normalidad establecido según proto-
colo específico para la especie (Amann y Waberski, 
2014; Alquézar-Baeta et al., 2019). El Analizador de 
clase de esperma (SCA) es un equipo de generación 
CASA que calcula valores de morfología tales como el 
porcentaje de espermatozoides normales, el índice de 
teratozoospermia, el índice de deformidad y medidas 
individuales tales como la longitud, la anchura, el án-
gulo de inserción medio de la cola, entre otras (Aule-
sa et al., 2009). Recientemente, se han desarrollado 
softwares automatizados de análisis de morfología de 
esperma (ASMA, por sus siglas en inglés) asistidos por 
computadora, que permite una rápida obtención de 
resultados. Sin embargo, estos sistemas de ASMA son 
costosos, lo que dificulta su asequibilidad. A raíz de 
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esto, se ha desarrollado un ASMA complemento para 
el software de código abierto ImageJ, que permite ob-
tener mediciones morfológicas de la cabeza del esper-
ma tales como, la longitud y el ancho, sin diferencias 
estadísticamente significativas con las mediciones ma-
nuales (Butts et al., 2011).

Ultraestructura

El término ultraestructura espermática hace referencia 
a la morfología estructural que solamente puede ser 
observada mediante microscopía electrónica. Dada su 
especificidad, es ampliamente usada en sistemática y 
filogenia (Rodao et al., 2016). 

La ultraestructura de los espermatozoides de los peces 
varía entre taxones. La ultraestructura de la cabeza del 
espermatozoide puede variar en cuanto a la forma del 
núcleo, la apariencia de la cromatina nuclear, el tama-
ño y la distribución de las áreas de electrones, la forma 
y el tamaño de la fosa nuclear, la disposición de los 
centriolos, y la presencia de estructuras especializadas 
asociadas con los centriolos. En la pieza media, las di-
ferencias están relacionadas principalmente con el ta-
maño, la cantidad y la apariencia de las mitocondrias. 
La distribución de las mitocondrias en la pieza media 
depende del ángulo de inserción del flagelo en la ca-
beza; ya que cuando la inserción es oblicua, el número 
de mitocondrias es menor en la región con el ángulo 
agudo y mayor en la región con el ángulo obtuso. Fi-
nalmente, el flagelo de los peces, que consiste en un 
axonema con la disposición clásica de nueve dobletes 
periféricos y un par central de microtúbulos (patrón 9 
+ 2) unidos por nexina con dineínas laterales, puede 
tener una o más expansiones laterales de la membrana 
celular (Rodao et al., 2016; Dzyuba et al., 2017). Según 
Gillies et al., (2013), el papel evolutivo de las expansio-
nes o aletas laterales es permitir una mayor eficiencia 
hidrodinámica de los espermatozoides.

La ultraestructura de los espermatozoides de los 
peces está fuertemente influenciada por el tipo de 
fertilización. Los espermatozoides con fertilización 
interna generalmente tienen núcleos alargados y 
una región intermedia más grande con muchas mi-
tocondrias; mientras que los espermatozoides con 
fertilización externa regularmente tienen núcleos 
esféricos más pequeños, una pieza media más cor-
ta con pocas mitocondrias (generalmente de 1 a 6) 
dispuestas en una sola capa alrededor de la base del 
flagelo, y pueden estar mono o biflagelados (Rodao 
et al., 2016).

Los tipos de microscopía empleados para evaluar 
la ultraestructura son la microscopía electrónica 

de barrido (SEM) y la microscopía electrónica de 
transmisión (TEM), que son metodologías altamente 
versátiles para la caracterización no destructiva de 
materiales 2D y 3D desde la micro y la nanoescala. 
Los microscopios SEM y TEM generan un haz de elec-
trones altamente enfocado, que impacta la muestra 
dentro de una cámara de vacío. Sin embargo, los 
microscopios SEM están diseñados principalmente 
para examinar la superficie del material (como los 
microscopios de luz de reflexión), mientras que los 
microscopios TEM están diseñados principalmente 
para examinar la estructura interna de las muestras 
(como los microscopios de luz de transmisión). La 
versión híbrida de SEM y TEM recibe el nombre de 
microscopía electrónica de transmisión de explora-
ción (STEM) y sólo está disponible en equipos mo-
dernos (Inkson, 2016). 

Ya se han realizado algunos estudios de ultraestructu-
ra espermática en varias especies de peces dulceacuí-
colas, tales como: Leiarius marmoratus (Borges et al., 
2020), Lates niloticus (Kahwa et al., 2019), Acipenser 
dabryanus (Li et al., 2018), Piaractus mesopotamicus, 
Brycon orbignyanus, Salminus brasiliensis, Prochilodus 
lineatus (Murgas et al., 2017), Brachymystax lenok tsin-
lingensis (Guo et al., 2016), Austrolebias spp. (A. affinis, 
A. bellottii, A. charrúa, A. luteoflammulatus, A. melanoo-
rus, A. nigripinnis, A. reicherti, A. vazferreirai) (Rodao 
et al., 2016), Brycon vermelha (Faustino et al., 2015), 
Misgurnus anguillicaudatus (Yang et al., 2014), Brycon 
nattereri (Viveiros et al., 2012), Gymnocorymbus terne-
tzi, Hyphessobrycon bifasciatus, Hyphessobrycon eques 
(Prieto et al., 2008).

Viabilidad 

Es considerada la prueba de calidad con mayor po-
der predictivo sobre la fertilidad de un ejemplar, ya 
que indica el porcentaje de espermatozoides vivos en 
una muestra. Suele evaluarse por microscopía óptica 
o microscopía de epifluorescencia, luego de tinción 
diferencial (Ramalho-Santos et al., 2007). El conteo de 
células viables puede hacerse manualmente, con un 
contador electrónico o mediante sistemas CASA (Al-
quézar-Baeta et al., 2019). Se conocen principalmente 
dos ensayos de exclusión de espermatozoides (vivos/
muertos): el ensayo de eosina - nigrosina y el ensayo 
de SYBR / PI (Ramalho-Santos et al., 2007).

El ensayo de tinción con eosina - nigrosina, es un méto-
do de microscopía óptica propuesto inicialmente por 
Blom (1950) y modificado por varios autores. Los es-
permatozoides son impermeables a ambos colorantes, 
eosina y nigrosina, por ende, sólo son teñidos cuando 
presentan daño en la membrana celular y la eosina en-
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tra al citoplasma. La nigrosina es la encargada de pro-
porcionar el contraste oscuro a los espermatozoides 
visualizados. La diferenciación entre espermatozoides 
vivos y muertos se hace por exclusión, puesto que los 
espermatozoides vivos permanecen incoloros, mien-
tras que los muertos se tiñen de rojo. Los esperma-
tozoides moribundos, por el contrario, exhiben cierto 
grado de coloración en la base de la cabeza (Ramalho-
Santos et al., 2007). 

El ensayo de SYBR/PI, también llamado LIVE/DEAD se 
basa en una doble tinción de unión al ADN. El SYBR-14 
es permeable a la membrana celular y, por ende, pe-
netra a los espermatozoides independientemente del 
estado de integridad de la membrana, tiñéndolos de 
color verde fluorescente. Por el contrario, el yoduro de 
propidio (PI) sólo tiñe de color rojo los núcleos de los 
espermatozoides muertos por integridad de membra-
na comprometida. Dado que el PI está más concentra-
do, las células no viables exhiben sólo el color rojo. Sin 
embargo, cuando los espermatozoides se encuentran 
en un nivel medio de vitalidad, es decir, moribundos, 
exhiben fluorescencia amarillo-anaranjada (Ramalho-
Santos et al., 2007). Algunos reportes de viabilidad 
espermática postdescongelación en peces dulceacuí-
colas son mostrados en la Tabla 1.

Aspectos celulares y bioquímicos

Integridad de membrana plasmática

La membrana plasmática consiste en una delgada bi-
capa de lípidos anfipáticos que separa y protege la 
célula del medio extracelular y es responsable, junto 
con las proteínas transmembrana, del intercambio 
celular (Cartón-García et al., 2013). La integridad de 
la membrana plasmática y su permeabilidad selectiva 
son fundamentales para la supervivencia celular, y está 
directamente correlacionada con la viabilidad esper-
mática (Figueroa et al., 2016).

Durante las etapas de congelación y descongelación, 
la membrana plasmática experimenta mediante dife-
rentes mecanismos, ya sea osmóticos, mecánicos u 
oxidativos, alteraciones fisicoquímicas como reestruc-
turación, desintegración, ruptura, deshidratación, cam-
bios de fase de los fosfolípidos, modificaciones de las 
interacciones lípido-proteína y peroxidación lipídica, 
entre otros, que afectan su integridad (Watson et al., 
2001; Figueroa et al., 2016). Martínez-páramo et al. 
(2012) sugieren que el efecto nocivo del shock osmó-
tico sobre la integridad de membrana plasmática es 
más influyente que el del estrés oxidativo. Aunque in-
dependientemente de la fuente de lesión, los esperma-

tozoides con integridad de membrana comprometida 
presentan disfunción celular, asociada principalmente 
a la reducción de ciertas capacidades como la osmo-
rregulación, la motilidad, la resistencia a la congelación 
y la fertilidad (Martínez-páramo et al., 2012). 

La resistencia celular a la congelación y al estrés os-
mótico puede mejorarse mediante la alteración de las 
propiedades de transición de fase de la membrana ce-
lular por acción de ciclodextrinas cargadas con lípidos 
o liposomas unilamelares. La membrana celular se mo-
difica de tal forma que se aumenta la proporción coles-
terol/fosfolípidos, la cual es directamente proporcional 
a la fluidez de la membrana a bajas temperaturas. La 
proporción ideal de colesterol/fosfolípidos ha de ser 
cercana a 1:1. Lo anterior conlleva a la reestructura-
ción de la membrana, la modificación de los procesos 
fisiológicos y, como resultado, una mayor superviven-
cia celular a la crioconservación. Sin embargo, el éxito 
de la operación depende del tipo y dosis de ciclodex-
trinas, de la longitud de cadena de los lípidos incor-
porados y de la especie con que se esté trabajando 
(Purdy y Graham, 2015).

La integridad de la membrana plasmática se puede 
evaluar mediante la capacidad de penetración de cier-
tos colorantes a la célula, ya que, al ser impermeable 
la membrana, sólo se tiñen las células con integridad 
de membrana comprometida. Las tinciones más po-
pulares se realizan con eosina/nigrosina, anilina/eosi-
na y eosina-verde rápido (CFC). Recientemente, se ha 
incorporado marcadores fluorescentes de ADN como 
Hoechst 33258, yoduro de propidio (PI) y kits de fluo-
rescencia dual, tales como SYBR-14/yoduro de propi-
dio (SYBR-14/PI), diacetato de 6-carboxifluoresceína/
yoduro de propidio (6-CFDA/PI), Carboxi-SNARF/yodu-
ro de propidio, y calceína-AM/homodímero de etidio 
- EthD-1 (Partyka et al., 2012). Los resultados se expre-
san en términos de porcentaje de células viables, es 
decir, células con integridad de membrana. 

Integridad de mitocondria

Las mitocondrias son organelas que pueden tener for-
ma cilíndrica, esférica, ovoide o irregular. Se encuen-
tran ubicadas en la pieza media del espermatozoide, 
adheridas en un patrón helicoidal, cónico, circular o 
irregular. Sus dimensiones, su distribución en la pieza 
media y su número dentro del espermatozoide pue-
den variar conforme a múltiples factores, como por 
ejemplo, el tipo de taxón (Figueroa et al., 2017).

Las mitocondrias juegan un papel clave en el metabo-
lismo espermático, ya que son la principal fuente de 
energía celular. A través de la fosforilación oxidativa 
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(OXPHOS) y el ciclo de los ácidos tricarboxílicos (ciclo 
de Krebs), las mitocondrias producen el ATP necesa-
rio para suplir los requisitos energéticos de la célula, 
principalmente, para llevar a cabo la actividad flagelar 
(Figueroa et al., 2017). El potencial de la membrana 
mitocondrial está correlacionado positiva y significa-
tivamente con la motilidad espermática, la integridad 
de ADN nuclear y la tasa de fertilización (Giaretta et 
al., 2017; Figueroa et al., 2019). No obstante, las es-
tructuras mitocondriales son sensibles al frío y pueden 
verse drásticamente afectadas durante la congelación 
(Isachenko et al., 2018). Figueroa et al. (2019) sugieren 
que la crioconservación induce una reducción en la 
calidad y funcionalidad general de los espermatozoi-
des a través de la interrupción de la ultraestructura y 
función mitocondrial, lo que conduce al agotamiento 
de la energía y al aumento del estrés oxidativo. Aun-
que, el daño crioinducido no llega a comprometer la 
secuencia y la estructura del ADN mitocondrial.

De acuerdo con Cabrita et al., (2014) y Figueroa et 
al., (2017), las mitocondrias de los espermatozoides 
criopreservados de esturión esterlete (Acipenser ruthe-
nus), carpa común (Cyprinus carpio), trucha arcoíris 
(Oncorhynchus mykiss) y trucha de arroyo (Salvelinus 
fontinalis) presentan una alta sensibilidad a la criocon-
servación. Por ejemplo, los espermatozoides criocon-
servados de trucha pueden presentar una reducción 
de hasta el 60% del potencial de membrana mitocon-
drial. 

Para evaluar el potencial mitocondrial, se usan gene-
ralmente dos sondas, MitoTracker o Rodamina 123, 
que determinan la presencia o ausencia de potencial, 
al teñir sólo las mitocondrias funcionales. Sin embargo, 
una mejor opción es el catión fluorescente JC-1, que 
además de evaluar la presencia o ausencia de poten-
cial mitocondrial en la célula, permite clasificar las mi-
tocondrias por nivel de potencial, ya que tiñe de color 
rojo las mitocondrias con alto potencial y de verde las 
mitocondrias con bajo potencial (Cunha et al., 2015).

Concentración de ATP 

Además de sus funciones motoras, el ATP desempe-
ña un papel inhibidor de la actividad ATPasa de la 
dineína, cuando se encuentra en concentraciones fi-
siológicas, antes de la activación. La inhibición de la 
actividad ATPasa se hace para evitar que los brazos 
de dineína causen el deslizamiento de los microtúbu-
los y alteren la ultraestructura del flagelo (Dzyuba et 
al., 2017).

Dzyuba et al., (2016), sugieren que los peces, inde-
pendientemente de su estructura taxonómica y de 

su modo de activación (iónico u osmótico), poseen 
sistemas similares de suministro de energía para la 
actividad flagelar. El ciclo del ácido tricarboxílico (ci-
clo de Krebs) y la fosforilación oxidativa son las vías 
metabólicas clave que sostienen el metabolismo basal 
en los espermatozoides; ambas ocurren en la matriz 
mitocondrial y son las encargadas de producir energía 
química en forma de ATP a partir del Acetil-CoA, pro-
ducto de la descarboxilación oxidativa del piruvato. En 
especial, la fosforilación oxidativa es la encargada del 
mantenimiento de las concentraciones de ATP durante 
el metabolismo basal (Dzyuba et al., 2017). La adenina 
juega un papel clave en la respiración celular, ya que 
en forma de cofactores como nicotinamida adenina 
dinucleótido (NAD) y flavin adenina dinucleótido (FAD) 
facilita el transporte de electrones durante la fosforila-
ción oxidativa. Además, la adenina puede convertirse 
en ATP mediante tres fosforilaciones enzimáticas con-
secutivas con AK (Abed-Elmdoust et al., 2019).

El ciclo de Krebs y la fosforilación oxidativa dependen 
del consumo de oxígeno debido a que la glucólisis ne-
cesaria para producir el piruvato es mucho más efectiva 
en condiciones aerobias que en condiciones anaero-
bias (Dzyuba et al., 2017). Durante la actividad flagelar, 
el consumo de oxígeno aumenta y llega a su máximo, 
mientras que el contenido intracelular de ATP disminu-
ye rápidamente debido a que la tasa de producción de 
ATP es insuficiente para compensar el gasto energético. 
Cuando los espermatozoides son crioconservados, la 
actividad flagelar se ve principalmente afectada ya que 
disminuyen tanto el consumo de oxígeno como las re-
servas de ATP a causa del daño mitocondrial ocurrido 
durante la congelación y/o descongelación (Figueroa 
et al., 2019). Empero, el consumo total del contenido 
de ATP podría prolongarse mediante una disminución 
sucesiva de la osmolaridad del medio de activación, ya 
que existe subpoblaciones de espermatozoides dentro 
de una misma muestra que difieren en su sensibilidad 
al nivel de hipotonicidad requerido para su activación 
(Boryshpolets et al., 2009).

El contenido de ATP se puede medir por bioluminis-
cencia o por cromatografía líquida de alta eficacia 
(HPLC) y por Resonancia magnética nuclear de fósfo-
ro (P-RMN). La técnica de luminiscencia que utiliza los 
luminómetros de microplaca es fácil y rápida, ya que 
puede procesarse a través de kits de análisis comercial 
confiables y los resultados pueden generarse en dos 
o tres horas. En cuanto al HPLC, la ventaja reside en la 
evaluación conjunta de los contenidos de ADP y AMP, 
que definen conjuntamente la carga energética de 
ATP (AEC). AEC corresponde al porcentaje de nucleóti-
dos ricos en energía divididos por el grupo adenílico y 
puede considerarse como el contenido intracelular de 
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energía disponible. Valores de AEC entre el 95 - 80% 
indican que las células presentan condiciones óptimas; 
valores de AEC entre el 50 - 70% indican condiciones 
intermedias, que aún pueden aumentarse; y valores 
por debajo del 50% indican que la célula presenta un 
nivel de energía disponible muy bajo, lo que limita sus 
funciones. Por su parte, el P-RMN permite un estudio 
más amplio de los fosfágenos (compuestos macroérgi-
cos), tales como CrP  (Dzyuba et al., 2010).

Capacidad antioxidante

El estrés oxidativo ocurre cuando la actividad oxidati-
va de las especies reactivas de oxígeno (ROS) excede 
la capacidad antioxidante disponible localmente. Este 
desequilibrio redox provoca daños celulares que pue-
den llegar a ser letales (Sharma et al., 2013). Dentro 
de los daños celulares ocasionados se destaca la oxi-
dación de lípidos y proteínas de membrana, la disfun-
ción espermática, el detrimento de la pieza media, el 
daño estructural del axonema, la fragmentación del 
ADN, la infertilidad, el deterioro mitocondrial, la inhi-
bición de enzimas implicadas en la respiración celular 
(tales como las fosfatasas y las quinasas), y en casos 
extremos, la apoptosis (Cabrita et al., 2011; Kutluyer 
et al., 2014). El deterioro mitocondrial y la inhibición 
de enzimas implicadas en la respiración celular son de 
especial relevancia, puesto que limitan el suministro 
de energía para el movimiento flagelar (Dzyuba et al., 
2017). 

Las fuentes de ROS pueden ser tanto intrínsecas como 
extrínsecas, siendo las primeras necesarias, en cierta 
medida, para llevar a cabo algunos procesos fisiológi-
cos como la maduración espermática y la capacidad 
de fertilización (Dzyuba et al., 2014; Rodríguez-Martí-
nez, 2019). Las principales fuentes intrínsecas de ROS 
son los aniones superóxido producidos durante la 
fosforilación oxidativa en las mitocondrias, la oxidasa 
transmembrana NAD(P)H, y el óxido nítrico produci-
do por la óxido-nítrico sintasa dentro de la membrana 
plasmática. Las fuentes extrínsecas incluyen los leu-
cocitos (granulocitos), la contaminación ambiental, 
la interacción con sustancias químicas en laboratorio, 
entre otras (Sharma et al., 2013). 

En particular, el semen de los peces es bastante ines-
table y vulnerable al ataque oxidativo por ROS debido 
al alto contenido de ácidos grasos monoinsaturados y 
poliinsaturados en la membrana celular espermática. 
Sin embargo, existe especies de peces que son resis-
tentes al estrés oxidativo, hasta el punto de que no lle-
gan a encontrarse diferencias significativas en cuanto 
al grado de peroxidación lipídica entre el semen fresco 
y el crioconservado. La trucha marrón (Salmo trutta) y 

la trucha arcoíris (Oncorhynchus mykiss) son un claro 
ejemplo de especies con semen de gran capacidad an-
tioxidante (Lahnsteiner et al., 2011).

El semen de los peces contiene de manera natural un 
sistema antioxidante conformado por componentes 
enzimáticos (glutatión peroxidasa, glutatión reducta-
sa, superóxido dismutasa, catalasa) y no enzimáticos 
(ácido ascórbico, ácido úrico, tocoferol, β-carotenos, 
selenio, zinc) que actúan como captadores de ROS y 
protegen la estructura celular (Martínez-Páramo et al., 
2012). Dado que los espermatozoides tienen un bajo 
contenido de citoplasma, su principal defensa contra 
el estrés oxidativo son las proteínas y compuestos de 
bajo peso celular disponibles en el plasma seminal, 
principalmente ácido ascórbico, ácido úrico y catalasa 
(Lahnsteiner et al., 2010; Dzyuba et al., 2014). Sin em-
bargo, la protección contra el estrés oxidativo durante 
la crioconservación es insuficiente, ya que al disolver 
el semen en el diluyente, la concentración de antio-
xidantes en el plasma seminal disminuye (Cabrita et 
al., 2011). Por ello, para que el estrés oxidativo sea el 
mínimo, el tiempo de manipulación del semen durante 
su procesamiento y uso no debe ser muy prolongado 
(Lahnsteiner et al., 2011). 

Para aminorar el estrés oxidativo, algunos investiga-
dores han suplementado los diluyentes de crioconser-
vación con antioxidantes, mientras que otros los han 
incorporado en la dieta de los ejemplares. Aunque, 
el efecto de los antioxidantes sobre la calidad semi-
nal varía dependiendo de la especie y el protocolo 
de crioconservación empleado. Se reporta el  uso de 
vitaminas, enzimas, polifenoles y aminoácidos como 
suplementos antioxidantes (Cabrita et al., 2011; Lahns-
teiner et al., 2011; Kutluyer et al., 2014), siendo de es-
pecial importancia la transferrina (Li et al., 2010). No 
obstante, en ocasiones, a causa de la interacción con 
metales de transición, los antioxidantes pueden desen-
cadenar un efecto adverso conocido como oxidación 
proactiva e incrementar el estrés oxidativo (Cabrita et 
al., 2011). 

Para la evaluación del estrés oxidativo en el semen, se 
deben cuantificar tanto la capacidad antioxidante total 
(TAC, por sus siglas en inglés) como las ROS: 

La determinación de TAC se puede efectuar mediante 
la evaluación de la capacidad de los antioxidantes en 
la muestra para inhibir la oxidación de una sustancia 
en particular, como el ABTS (Kashou et al., 2012). Al-
gunas de las actividades enzimáticas que se pueden 
cuantificar son glutatión peroxidasa (GPx), glutatión 
reductasa (GSR), superóxido dismutasa (SOD) y cata-
lasa (CAT). Asimismo, los niveles de DNPH dan cuenta 
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del estado de oxidación de las proteínas (Shaliutina-
Kolešová et al., 2015).

Las ROS o sus productos oxidados se pueden medir 
mediante ensayos directos e indirectos. Dentro de los 
ensayos directos se encuentra la quimioluminiscencia, 
la prueba de nitroazul de tetrazolio, la reducción de 
citocromo C, la citometría de flujo, la resonancia de 
espín electrónico y el ensayo basado en naranja de 
xilenol. Los ensayos indirectos incluyen la medición 
de la mieloperoxidasa, el potencial redox, los niveles 
de peroxidación lipídica, las quimiocinas y los antio-
xidantes. La quimioluminiscencia es el ensayo directo 
más utilizado para cuantificar el nivel global de ROS. 
Para ello, emplea dos sondas: luminol y lucigenina. El 
luminol reacciona con ROS tanto intracelulares como 
extracelulares, mientras que la lucigenina muestra más 
afinidad por los aniones superóxido liberados extrace-
lularmente (Kashou et al., 2012).

En particular, la peroxidación lipídica se puede evaluar 
mediante la cuantificación del malondialdehído (MDA), 
un producto final de la peroxidación lipídica de ácidos 
grasos poliinsaturados. La prueba más común es el test 
de sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico (TBARS), 
que se basa en la reacción del malondialdehído (MDA) 
con el ácido tiobarbitúrico (TBA) para generar sustan-
cias fluorescentes detectables por espectrofluorome-
tría, usando como patrón 1,1,3,3-tetrametoxipropano. 
No obstante, dada la inespecificidad del TBARS, se es-
tán empleando kits comerciales alternativos como el 
Oxis Bioxytech y el Bodipy (Cabrita et al., 2014).

Integridad de cromatina (ADN)

La integridad del ADN espermático es esencial para 
la transferencia de información genética a la próxima 
generación (Shaliutina-Kolešová et al., 2015), e influye 
representativamente sobre el desarrollo embrionario y 
la fertilidad. Infortunadamente, durante la congelación 
del semen, los espermatozoides sufren estrés oxidativo 
por acción de las especies reactivas de oxígeno (ROS) 
intrínsecas, que atacan las pentosas de los nucleótidos 
y provocan la fragmentación del ADN. El ADN esper-
mático es especialmente susceptible al daño oxidativo, 
ya que la estructura altamente condensada del mate-
rial nuclear obstaculiza la reparación enzimática de 
las cadenas de nucleótidos. Los espermatozoides con 
ADN fragmentado presentan integridad de membrana 
comprometida y disfunción celular, por lo tanto, son 
incapaces de fertilizar exitosamente los ovocitos tan-
to en la reproducción natural como en la asistida. Se 
ha reportado una correlación considerablemente alta 
entre la eficiencia de fertilización y la susceptibilidad 

al daño genético (Cabrita et al., 2011; Sharma et al., 
2013).

La fragmentación del ADN espermático tiene diver-
sos orígenes, que pueden ser intrínsecos o extrínse-
cos. Los orígenes intrínsecos ocurren en su mayoría 
durante la espermatogénesis, siendo de importancia 
las aberraciones en la recombinación, la maduración 
anormal de espermátidas por protaminación inefi-
ciente, la apoptosis abortiva y el estrés oxidativo. Los 
orígenes extrínsecos, por su parte, están relacionados 
con factores externos a la célula, tales como la edad 
del reproductor, la temperatura exterior, la contamina-
ción ambiental, las infecciones bacterianas, el procesa-
miento del semen y la embriogénesis (Gunes y Sertyel, 
2018). 

Los antioxidantes juegan un papel importante en la 
protección del ADN de los espermatozoides, ya que 
pueden contrarrestar el ataque oxidativo e inclusive, 
neutralizar los efectos inducidos por la crioconser-
vación. En consecuencia, varios investigadores han 
optado por suplementar los extensores de crioconser-
vación con varios tipos de antioxidantes específicos 
para protección del ADN, tales como la taurina e hipo-
taurina (Cabrita et al., 2011). 

Actualmente existe varios métodos para el estudio de 
la integridad de la cromatina utilizando diferentes en-
foques, tales como (a) el ensayo de electroforesis uni-
celular en gel (conocido como cometa), (b) el ensayo 
de etiquetado terminal con trifosfato de desoxiuridina 
vía desoxinucleotidil transferasa (conocido como TU-
NEL), (c) el análisis de secuencias específicas de ADN 
que utilizan RT-PCR (Cabrita et al., 2010), (d) la prueba 
de naranja de acridina (AOT), (e) el ensayo de incor-
poración de 3H-actinomicina D (3H-AMD) marcado 
con tritio, (f) la traducción de muescas in situ (ISTN), 
(g) la hibridación fluorescente in situ (DBD-FISH), (h) la 
prueba de dispersión de cromatina espermática (SCD), 
entre otros (Rodríguez-Martínez, 2019). Además, 
existe ensayos que determinan la susceptibilidad del 
ADN al daño exógeno tras exposición a condiciones 
desnaturalizantes, tales como el ensayo de estructura 
cromática de esperma (SCSA) y el ensayo del cometa 
en condiciones alcalinas, los cuales permiten predecir 
anomalías como las aberraciones en la estructura y en 
el empaquetamiento de la cromatina, y las falencias 
de los mecanismos protectores y estabilizadores del 
ADN (Sharma et al., 2013). La mayoría de los métodos 
anteriores usan microscopía de fluorescencia mientras 
que, SCSA y TUNEL trabajan con citometría de flujo 
(Rodríguez-Martínez, 2019).
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El ensayo del cometa, es uno de los métodos más co-
munes para la evaluación de la integridad de cromati-
na; consta de la observación de una muestra de semen 
por microscopía de fluorescencia, luego de tinción 
con DAPI diluido (4’,6-diamidino-2-fenilindol), previa 
lisis celular y corrida electroforética en gel de agarosa. 
La cromatina marcada con DAPI toma el aspecto de un 
cometa de color verde fluorescente, en el que la cabe-
za corresponde a ADN íntegro y la cola corresponde 
a fragmentos de ADN. El porcentaje de ADN fragmen-
tado por célula se determina mediante procesamiento 
de imágenes. Este método fue desarrollado inicialmen-
te para el software KOMET, pero ya existen alternativas 
de libre acceso, como ImageJ, que permiten obtener 
resultados semejantes (Cabrita et al., 2010).

El ensayo del TUNEL es otro de los métodos más popu-
lares para la evaluación de la integridad de cromatina. 
Las principales fuentes de fragmentación del ADN, de-
tectables por TUNEL parecen ser el daño de los radica-
les libres por estrés oxidativo y la apoptosis abortiva. La 
fragmentación de la cromatina es detectada mediante 
marcado enzimático de los fragmentos de ADN por 
acción de la deoxinucleotidil transferasa (TdT). La TdT 
marca los terminales 3'-OH libres de los fragmentos de 
ADN con nucleótidos modificados, por lo general, tri-
fosfato de desoxiuridina (dUTP). Los cuerpos apoptóti-
cos son representativamente teñidos ya que presentan 
múltiples terminales 3'-OH libres, contrario a los nú-
cleos normales o proliferativos, que tienen números 
relativamente insignificantes de extremos libres 3'-OH. 
Las células teñidas se pueden visualizar por microsco-
pía de luz, aunque para mayor practicidad, se suele 
emplear citometría de flujo, que detecta la fluorescen-
cia intracelular del dUTP previamente marcado con 
fluorocromos. El isotiocianato de fluoresceína (FITC) 
es el fluorocromo más empleado, el cual se aplica en 
conjunto con el yoduro de propidio (PI) para aumentar 
el contraste. Los resultados se expresan como porcen-
taje de células con integridad de ADN comprometida 
(Sharma et al., 2013).

El SCSA es el método más empleado para la evaluación 
del daño potencial del ADN espermático. Este método 
se basa en el principio de que las células morfológica-
mente anormales presentan alteraciones en la estruc-
tura de la cromatina y, por ende, son más susceptibles 
a desnaturalización por temperatura y pH. SCSA cons-
ta de la observación de una muestra por citometría de 
flujo, luego de tinción con naranja de acridina (AO), 
previa inducción de la desnaturalización del ADN 
susceptible al daño mediante tratamientos térmico y 
ácido. AO tiñe de verde el ADN intacto y de rojo los 
fragmentos de ADN. AO suele aplicarse en conjunto 
con bromuro de etidio para aumentar el contraste. Las 

moléculas de AO son muy pequeñas, por lo que es 
bastante probable que penetren en toda la estructura 
de cromatina nuclear altamente compacta (Evenson, 
2018). 

Aparte del material genético, el espermatozoide con-
tribuye con componentes epigenéticos, que regulan 
la expresión génica de una célula sin alterar la codi-
ficación de ADN, y son esenciales para el desarrollo 
embrionario temprano. Algunos de los procesos epige-
néticos son la metilación del ADN, la retención selecti-
va de histonas, la organización del dominio del bucle 
de ADN en el núcleo, la presencia de proteínas teca 
perinucleares y micro-ARNs, entre otros (Rodríguez-
Martínez, 2019).

Perfil metabólico

Se ha reportado que la crioconservación induce cam-
bios en el metaboloma del semen, los cuales sirven 
como marcadores de lesiones criogénicas y de altera-
ciones en las rutas metabólicas (Nynca et al., 2015a). 
Por lo tanto, un estudio metabolómico puede ser 
preciso para la comparación de las fortalezas y debili-
dades de las diferentes técnicas de congelación (Abed-
Elmdoust et al., 2019).

La determinación de compuestos relacionados con la 
creatina está directamente relacionada con la regene-
ración del ATP post-activación. Se espera que a medida 
que la Creatina Fosfato (CrP) sea desfosforilada duran-
te la regeneración del ATP, los niveles de Creatina y 
creatinina aumenten. Caso contrario, podría deberse 
a la degradación de los compuestos de creatina en 
metabolitos más pequeños como el guanidoacetato, 
a causa de la congelación; por ende, el guanidoaceta-
to puede servir como indicador de la descomposición 
criogénica de los compuestos de creatina. Por otro 
lado, los niveles de acetato pueden indicar el efecto 
devastador de la congelación sobre la respiración ce-
lular, ya que se ha demostrado que este metabolito 
(de gran importancia en la síntesis de acetil-CoA) dis-
minuye en el semen crioconservado en contraste con 
el semen fresco; aunque se ha reportado que las altas 
tasas de congelación disminuyen la degradación del 
acetato. La adenina también es altamente sensible a 
las bajas temperaturas, independientemente del méto-
do de congelación, por lo que el contenido de adenina 
en los espermatozoides crioconservados puede variar 
de mínimo a nulo. Por su parte, la betaína es un indica-
dor de estrés oxidativo ya que presenta actividad anti-
oxidante; por ende, altos niveles de betaína muestran 
que el semen ha sufrido menos hipoxia y peroxidación 
lipídica mientras que, bajos niveles evidencian el ago-
tamiento de la betaína durante la neutralización de los 
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radicales libres. Los niveles altos de glicina en trata-
mientos crioconservados evidencian la degradación 
de la betaína a causa de la congelación, lo que explica 
la mayor susceptibilidad del semen crioconservado al 
ataque oxidativo (Abed-Elmdoust et al., 2019).

El estudio de los productos proteicos expresados por 
el genoma ha sido ampliamente abordado en la última 
década (Rodríguez-Martínez, 2019). Los estudios pro-
teicos son muy útiles para la determinación de cam-
bios en la morfología y las funciones espermáticas a 
causa de la congelación; aunque es una tarea tediosa, 
ya que el flagelo utiliza más de 500 componentes pro-
teicos para su funcionamiento (Dzyuba et al., 2017). 
Un estudio del perfil proteico se puede hacer median-
te western blot (electrotransferencia), espectrometría 
de masas MALDI-TOF, o cromatografía líquida-espec-
trometría de masas (LC-MS), previa separación de las 
proteínas con SDS-PAGE y/o electroforesis bidimen-
sional en gel de poliacrilamida (Li et al., 2010; Nynca 
et al., 2015a).

Fertilidad

El protocolo general de fertilización implica la mez-
cla de espermatozoides quiescentes con un lote de 
ovocitos, seguido de activación seminal e incubación 
en condiciones óptimas para la especie (Yasui et al., 
2012). En algunos protocolos, la activación va segui-
da del tratamiento con ácido tánico, previo a la incu-
bación, para eliminar la pegajosidad de los ovocitos 
(Yildiz et al., 2015). La fertilidad está ampliamente in-
fluenciada por la motilidad y la velocidad espermática, 
que a su vez dependen del potencial de membrana 
mitocondrial y de la osmorregulación del calcio intra-
celular (Viveiros et al., 2010; Figueroa et al., 2019). Sin 
embargo, la movilidad y velocidad espermática no son 
garantes de fertilización si el espermatozoide no en-
cuentra el micrópilo del ovocito en poco tiempo, tarea 
que sólo puede finiquitarse gracias a la quimiotaxis ce-
lular (Dzyuba et al., 2017). 

La determinación de la fertilidad es la prueba clave en 
la evaluación de la calidad seminal (Galo et al., 2019). 
El porcentaje de fertilidad se calcula como el cociente 
entre la proporción de embriones viables y el núme-
ro total de huevos que fueron fecundados (Draper y 
Moens, 2009). Aunque también se suelen aplicar otros 
indicadores relacionados, tales como, el porcentaje de 
huevos eclosionados (Kopeika et al., 2007) y el por-
centaje de embriones en estado de vesícula óptica, 
ambos en relación con el número total de huevos 
(Lahnsteiner et al., 2011). 

Las condiciones de incubación influyen en la fertiliza-
ción y embriogénesis, y dichas condiciones pueden 
variar de acuerdo con la especie. Algunas de las con-
diciones reportadas son las siguientes: 9 °C durante 30 
- 35 días para Salvelinus fontinalis; 28 - 30 días para On-
corhynchus mykiss (Lahnsteiner et al., 2011; Kutluyer et 
al., 2014); 28 °C durante 2 - 3 horas para Danio rerio 
(Draper y Moens, 2009); 9 °C durante 17 días para O. 
mykiss (Ubilla y Valdebenito, 2011); 28 °C durante 8 
h para Colossoma macropomum (Maria et al., 2015); 
22 °C durante 3 h, 3 días y 5 días para Cyprinus carpio 
(Öğretmen et al., 2015); 26 °C durante 20 h para Sal-
minus brasiliensis (Viveiros et al., 2009); 20 °C durante 
4 h y 60 h para Misgurnus anguillicaudatus (Yasui et al., 
2012); 26 °C durante 7 h y 25 h para Piaractus meso-
potamicus (Galo et al., 2019).

La relación de seminación juega un papel clave en los 
ensayos de fertilidad. Por eso, durante la fertilización 
de los ovocitos de peces, es común usar un exceso de 
espermatozoides como garantía de la máxima fertili-
zación. Cuando la seminación se realiza con semen 
crioconservado, la relación semen:ovocitos deben ser 
aún mayor, dado que la congelación provoca una alta 
mortalidad de espermatozoides y disminución de la 
viabilidad celular (Viveiros et al., 2009). Para semen 
crioconservado se reporta una relación espermato-
zoides/ovocitos de 3.5x104 para Salminus brasilien-
sis (Weingartner et al., 2015); 1x105 para Salvelinus 
fontinalis, Oncorhynchus mykiss y Cyprinus carpius 
(Lahnsteiner et al., 2011; Öğretmen et al., 2014; Kut-
luyer et al., 2015); 1.6x105 para Sorubim cuspicaudus 
(Pardo-Carrasco et al., 2015); 2.5x105 para Colossoma 
macropomum (Maria et al., 2015); 2.7x105 para Sal-
minus brasiliensis (Viveiros et al., 2009); 3.2x105 para 
Prochilodus magdalenae (Atencio-García et al., 2015); 
2.7x107 para Perca flavescens (Miller et al., 2018); 
3x105 para Salmo trutta y Salvelinus fontinalis (Nynca 
et al., 2014, 2015b); 5x104 para Thymallus thymallus 
(Horváth et al., 2015); 5x104 - 4x105 para Esox lucius 
(Irena et al., 2020); 5x104 - 5x105 para Perca fluviatilis 
(Judycka et al., 2019); 5x105 para Hucho hucho (Nyn-
ca, 2015c); 5,15×105 para Piaractus mesopotamicus 
(Galo et al., 2019); 6x106 para trucha arco iris (Cie-
reszko et al., 2014); 7×104 para Prochilodus lineatus 
(Varela-Junior et al., 2015); 7.5 ×104 para Brycon ama-
zonicus (Velasco-Santamaría et al., 2006).

Perspectivas

La crioconservación seminal en especies nativas dul-
ceacuícolas se ha convertido en una estrategia signi-
ficativa para abordar los procesos de conservación 
genética de especies amenazadas o en vía de extin-
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ción, así como una herramienta imprescindible para 
la producción de alevinos en temporadas asincrónicas 
de producción de semen. Aun cuando los protocolos 
deben ser especie específicos, se debe procurar que 
los investigadores se focalicen en estandarizar me-
todologías, implementos y variables de medición de 
calidad espermática que aceleren la producción de pa-
quetes tecnológicos óptimos y totalmente transferibles 
al sector productivo. 

Se hace necesario de igual forma, iniciar o fortalecer 
iniciativas para la creación de Bancos de Recursos Ge-
néticos para especies ícticas nativas, que estén acom-
pañados de una identificación genética de las especies 
y una evaluación molecular de los posibles daños ce-
lulares causados por la crioconservación para asegurar 
la calidad de la reserva y transferencia del material ge-
nético. Las actividades de producción de semilla a par-
tir del uso de semen crioconservado por parte de los 
piscicultores pueden servir como base para la identifi-
cación de posibles efectos de la biotecnología sobre el 
desarrollo de la progenie y los futuros reproductores.

La anterior revisión permite establecer una amplia 
gama de líneas de investigación alrededor de la crio-
biología espermática en peces dulceacuícolas, ya que 
aún son muchas las preguntas sin abordar, sin embar-
go, es gratificante poder concluir que los avances ob-
tenidos alrededor de la crioconservación espermática 
en peces nativos dulceacuícolas, impulsa la idea de 
nuevos procesos, productos o servicios a través de la 
creación de Spin-Off orientados a la comercialización 
seria, con base científica y responsable del semen crio-
conservado para uso industrial, tal como ha sucedido 
en otras especies, como los bovinos.
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