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RESUMEN

La acuicultura a escala mundial cada vez toma mas relevan-
ciay se ha convertido en una fuente de alimento e ingresos
economicos de muchas comunidades alrededor del mundo.
Sin embargo, actividades como la sobreexplotacion del re-
curso hidricoy pesquero, el aumento de la poblacion humana,
la contaminacion ambiental, el cambio climatico, entre otros
factores, estan poniendo en riesgo no solo la seguridad ali-
mentaria del planeta, sino tambien la biodiversidad de orga-
nismos, entre ellos los peces. Una de las herramientas para
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salvaguardar los recursos bioldgicos acuaticos, es la crio-
conservacion, que en peces se enfoca principalmente en la
conservacion de semen en nitrogeno liquido y esta, pesar de
ser una tecnica muy Util, es susceptible a mejoramiento, ya
que se ha reportado que las bajas temperaturas usadas en
la crioconservacion pueden causar efectos negativos en las
celulas espermaticas, debido a esto es necesario establecer
protocolos especie especificos para sacarle todo el poten-
cial a esta forma de conservacion. Por lo tanto, el objetivo de
esta revision es recopilar informacion sobre los principales
parametros de calidad espermatica que se ven afectados en
el momento de crioconservar el semen, haciendo énfasis en
las especies dulceacuicolas.
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ABSTRACT

Aquaculture on a global scale is becoming more and more relevant and has beco-
me a source of food and economic income for many communities around the world.
However, activities such as the overexploitation of water and fishing resources,
the increase in human population, environmental pollution, climate change, among
other factors, are putting at risk not only the food security of the planet, but also
the biodiversity of organisms, including fish. One of the tools to safeguard aquatic
biologicalresources is cryopreservation, which infish focuses mainly on the preser-
vation of semen in liquid nitrogen and this, despite being a very useful technique, is
susceptible to improvement, since it has been reported that the low temperatures
used in cryopreservation can cause negative effects on sperm cells, due to this it is
necessary to establish species-specific protocols to get the full potential of this
form of conservation. Therefore, the objective of this review is to compile informa-
tion on the main sperm quality parameters that are affected when cryopreserving
semen, with emphasis on freshwater species.

Keywords: aquaculture, conservation, genetic resources

RESUMO

A aquicultura a escala global esta a tornar-se cada vez mais relevante e tornou-se
uma fonte de alimento e rendimento econdmico para muitas comunidades em todo
o mundo. No entanto, atividades como a sobreexploracao dos recursos hidricos e
pesqueiros, o aumento da populagdo humana, a poluicao ambiental, as alteracdes
climaticas, entre outros fatores, estao a colocar em risco ndo so a seguranca ali-
mentar do planeta, mas também a biodiversidade dos organismos. Incluindo pei-
xes. Uma das ferramentas para salvaguardar os recursos biologicos aquaticos
€ a criopreservagao, que nos peixes centra-se principalmente na preservacao do
semen em azoto liquido e esta, apesar de ser uma técnica muito util, e suscepti-
vel de melhoria, uma vez que foi relatado que as baixas temperaturas utilizadas
na criopreservacdo pode causar efeitos negativos nos espermatozoides, por isso
e necessario estabelecer protocolos especie-especificos para aproveitar todo o
potencial desta forma de conservacdo. Portanto, o objetivo destarevisdo e compi-
lar informacdes sobre os principais parametros de qualidade espermatica que sao
afetados na criopreservacao do sémen, com énfase nas especies de agua doce.

Palavras chave: aquicultura, conservacao, recursos geneticos
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INTRODUCGION

Globalmente, los peces han constituido una fuen-
te importante de alimento, ademas un recurso
economico imprescindible para muchas comu-
nidades humanas. Constituyen la mitad de las
especies de vertebrados en el planeta, y se han
reportado aproximadamente 34500 de ellas, de
estas, el 43% corresponde a peces dulceacuicolas
(Nelson et al, 2016). Esto indica que esta enorme
diversidad biologica esta concentrada en solo el
0,01% de toda el agua disponible en la Tierra (Lun-
dberget al, 2000). En América, la biodiversidad es
tanalta, que se considera que existan por lo menos
cinco mil especies de peces dulceacuicolas, esto
representa alrededor de un tercio de lo estimado
a nivel mundial (Reis et al,, 2016). Para Colombia,
se han descrito 1010 especies de peces dulcea-
cuicolas, 775 de ellas, en laregion hidrografica del
Amazonas, 728 en la del Orinoco, 233 en la de los
rlosMagdalenay Cauca, 231 paraladel Caribey 128
en la del Pacifico, ademas 401 especies son ende-
micas. Asi mismo y debido a que el inventario de
estos organismos acuaticos en el pafs dista de es-
tar completo, se espera a que el nUmero de espe-
cies reportadas incremente en los proximos afios
(DoNascimiento et al,, 2020, 2016). Debido a esta
riquezabioldgica, Colombiajunto conotros 14 pal-
ses, hasido catalogado como un pals megadiverso,
con uno de los {ndices de biodiversidad mas alto
enlaTierra(Andrade-Correa, 2011).No obstante, el
crecimiento exponencial vy acelerado de la pobla-
cion, la falta de planeacion con respecto al uso de
los suelos v a una vision de continuo desarrollo, ha
traldo como consecuencia una sobreexplotacion
de los recursos naturales, impactos negativos
en los ecosistemas y perdida de la biodiversidad
(Paniagua-Chavez et al., 2011). Con respecto a los
ecosistemas dulceaculcolas, actividades como la
miner(a, construccion de hidroelectricas, sobre-
explotacion pesquera, la deforestacion debido
a la urbanizacion y el avance de la frontera agr(-
cola, la contaminacion industrial y domestica, el
cambio climatico e introduccion de especies exo-
ticas, ademas de las pocas e inexistentes politicas
sobre el uso sostenible del recurso hidrico, han

disminuido las poblaciones de estaos ecosistemas
hasta en un 83% desde el afio 1970 (Jimenez-Se-
gura et al, 2016; Lasso et al, 2016). Debido a que
los peces de agua dulce han sido subvalorados y
pasados por alto, muchas especies van en camino
hacia la extincion (Carvajal-Quintero et al, 2017).
Labiodiversidad de agua dulce esta disminuyendo
al doble de la tasade nuestros oceanos o bosques.
80 especies de peces dulceaculcolas ya han sido
declaradas "extintas’ por la Lista Roja de Especies
Amenazadas de la UICN, donde solo 16 de ellas se
reportaron en el 2020 (WWF, 2021). Para el caso de
Suramerica, por lo menos el 10% de las especies
de peces presentan algtin grado de amenaza (Reis
etal, 2016)y paraColombia, se hanidentificado 83
especies con algun tipo riesgo, una se encuentra
ya Extinta, una En peligro Critico, cuatro especies
En Peligro, 48 especies Vulnerables, 24 especies

Casi Amenazadas (Mdjica, 2012).

Con el finde aumentar la expectativa de viday sa-
lud de los seres humanos la Organizacion Mundial
de la Salud, recomendo el consumo de pescado
(WHO, 2003). Debido a esto, ha aumentado el in-
terés en los productos provenientes de la acui-
cultura, y esto se ve reflejado en las cifras de pro-
duccion aculcola mundial reportada para peces
comestibles (Collazos-Lasso y Arias-Castellanos,
2015). La produccién acuicola mundial se triplicd
en volumen de peso vivo de 34 millones de tonela-
das (Mt) en 1997 a 112 Mt en 2017, donde los peces
de agua dulce representan aproximadamente el
389% (42 Mt) de la produccidn total, siendo Asia el
mayor productor, aportando el 92% de peso vivo
de los animales cultivados (Rosamondet al, 2021).
Para Colombia, la produccion piscicola ha tenido
un crecimiento importante en los ultimos afios, pa-
sando de producir 82.622 Toneladas (t) enel 2011 a
179.351 ten el 2020, las principales especies culti-
vadas fueron latilapia, trucha, cachamay camaron.
Y los principales nucleos de produccion en el pals,
fueron en los departamentos del Huila y Meta, con
el 39% y 11% respectivamente (MADR, 2021).

Con base en lo anterior, los recursos geneticos
animales (RGAn) son fundamentales, no solo para
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la seguridad alimentaria, sino tambien para salva-
guardar la diversidad bioldgica del planeta (FAQ,
2007). La crioconservacion y almacenamiento de
germoplasma en Bancos de Recursos Geneticos
(BRG) usando nitrageno liquido, es la alternativa
mas comun para preservar RGAn, estas institu-
ciones tienen el potencial de desacelerar la per-
dida de la biodiversidad y promover el desarrollo
sostenible preservando material genético ( Pa-
niagua-Chavez et al, 2011; Martinez-Paramo et al,,
2017; Medina-Robles et al, 2020). A pesar de que
la crioconservacion se puede usar para preser-
var celulas somaticas, espermatogonias, celulas
germinales primordiales, ovocitos, embriones de
peces, entre otros, los espermatozoides han sido
los mas usados para conservar germoplasma de
especies acuaticas, ya que, si se comparan con
otros tipos de celulas, estos son mas pequefios vy
relativamente mas resistentes a procesos de en-
friamiento (Martinez-Paramo et al, 2017). La crio-
conservacion de gametos evita la dependencia
de reproductores a la hora de realizar programas
de biotecnologias como la inseminacion artificial,
incluso por fuera de temporadas reproductivas,
ademas, facilita el transporte del germoplasma a
sitios muy alejados o de dificil acceso, conel finde
realizar programas de mejoramiento genetico con
interés comercial o de conservacion (Paniagua-
Chavezetal, 2011; Streit et al, 2015).

Pero a pesar de sus beneficios, la crioconserva-
cidn ocasiona dafio en las células espermaticas,
debido al estres toxico y osmotico causado por la
exposicion alos crioprotectoresy por los choques
téermicos que sufren los espermatozoides du-
rante la congelacion y posterior descongelacion,
estos dafos se pueden ver reflejados en la dismi-
nucion de la movilidad, velocidad espermatica vy
capacidad fertilizante del semen crioconservado
(Atencio-Garcla, 2016). Ademas, la mayoria de los
estudios sobre crioconservacion seminal, se han
llevado a cabo en salmonidos, ciprinidos y esturio-
nes, por su alto interés comercial a nivel mundial,
pero recientemente se ha volcado la mirada a es-
pecies tropicales y subtropicales (Viveiros y Go-

dinho, 2009; Duarte-Trujillo et al,, 2021). Por con-
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siguiente, el objetivo de esta revision es explicar
los principales dafios celulares y moleculares que
causa la crioconservacion en los espermatozoides
de los peces dulceacuicolas, teniendo en cuenta
algunos parametros de calidad espermatica vy los
principios que los generan, tanto fisicos como
bioquimicos.

PARAMETROS DE CALIDAD
ESPERMATICA

La calidad espermatica se define, desde un punto
de vistabiologico, como la capacidad que tiene un
espermatozoide para fertilizar exitosamente un
ovocito, y posteriormente desarrollar un embrion
normal y funcional, esta capacidad esta determi-
nada por parametros que permiten pronosticar el
grado de calidad del gameto (Bobe y Labbé, 2010).
La variables o parametros que nos permiten infe-
rir sobre la calidad de los espermatozoides son:
movilidad, integridad de membrana espermatica,
concentracion de nucledtidos como el adenosin
trifosfato (ATP), capacidad antioxidante, inte-
gridad de ADN, morfologl(a, tasa de fertilizacion,
entre otros (Cabrita et al, 2014). También se ha
reportado que los dafios causados por la criocon-
servacion a los espermatozoides influyen directa-
mente en el desarrollo embrionario, malformacio-
nesy sobrevivencia larval (Figueroa et al,, 2018)

Movilidad espermatica

Se conoce como movilidad, a la capacidad que tie-
ne la celulaespermaticaparaencontrary entrar en
el ovocito, con el fin de lograr una fertilizacion exi-
tosa. Este parametro es una de las principales va-
riables de calidad espermatica en peces, y debido
a que combina diversos componentes celulares,
es conocida como una variable de calidad integra-
dora (Tabares et al, 2005; Bobe y Labbé, 2010). La
activacion de la movilidad espermatica en peces
dulceacuicolas ocurre cuando el semen entra en
contacto con una solucion de menor osmolaridad
ala del plasma seminal (Martinez et al, 2011). Esta
activacion parece ser dependiente de la presencia
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extracelular de iones como el Na*, Ca?" o K", aun-
que en este proceso tambien se ven involucradas
variables como el pHy la temperatura. Aun no es-
tan completamente dilucidados los mecanismos
celulares que llevan a la activacion espermatica,
sin embargo, existe un modelo que ha servido de
base para comprender este proceso, v es la dismi-
nucion de la concentracion de K* extracelular. Este
choque hiposmotico causa una salida de iones de
K* intracelulares, lo que da origen a una hiperpola-
rizacion de la membrana, y un subsecuente incre-
mento de (Ca?* dentro de la célula, lo que desen-
cadena la sintesis vy liberacion de ATP vy de cAMP
lo que finalmente lleva a la activacion de ladineina
que da inicio la movilidad espermatica (Martinez y
Pardo-Carrasco, 2010; Kholodnyy et al,, 2020).

Se hareportado que técnicas como la crioconser-
vacion seminal pueden estar asociadas con dis-
funcion mitocondrial, dando como resultado a una
baja movilidad y disminucion en la capacidad de
fertilizacién (Liu et al, 2007). Durante la criocon-
servacion, los dafos en las mitocondrias de los es-
permatozoides que pueden afectar su movilidad
son de dos tipos: Uno directo al ADN mitocondrial
o alteraciones en su membrana, ya sea interna o
externa, y otro dafio indirecto provocado al ADN
nuclear, del que depende la mitocondria para pro-
ducir proteinas que no codifica su genoma (Figue-
roa et al, 2017). Durante la crioconservacion de
semen del Polydon spathula, se reportaron dafios
en el ADN nuclear, lo que produjo una marcada re-
duccion de la motilidad espermatica luego de su
posdescongelacion (Li et al, 2008). As{ mismo,
Kommisrud et al. (2020) reportaron que los esper-
matozoides de Salmdn del Atlantico (Salmo salar)
redujeron significativamente su motilidad total
y progresiva despues de su descongelacion. En
cuanto apeces neotropicales, Ramirez-Merlano et
al. (2011) reportaron que la crioconservacion dis-
minuyo de manera importante, en variables como
laMovilidad Progresiva Lineal Rapiday Lenta, Mo-
vilidad Circular y Movilidad Total Espermatica Indi-
vidual del semen descongelado de bagre rayado
(Pseudoplatystoma metaense). Para Colossoma
macropomum, se reportoque lamovilidad posdes-

congelacion de este semen se vio negativamente
afectada si se comparaba con el semen fresco,
disminuyendo, en el mejor de los casos, enun 12%
esta variable, y en el peor, hasta un 919, esto te-
niendo en cuenta los crioprotectores usados para
su crioconservacion (Medina-Robles et al, 2019).
En Prochilodus magdalenae se encontro que la
motilidad del semen disminuyd un 39% cuando
este fue sometido a una congelacion lenta (-2°C/
min), ademas, este parametro se inhibid comple-
tamente (movilidad=0%) cuando la congelacion
se realizo de forma répida (-28°C/min) (Martinez
and Pardo-Carrasco, 2013). Asi mismo, Medina-
Robles et al. (2021), también reportaron una dismi-
nucion significativa de la movilidad espermatica
de semen crioconservado de Pseudoplatystoma
orinocoense en comparacion al semen fresco.

Sin embargo, algunas especies de peces dulcea-
cuicolas, poseen glicoproteinas en los ovocitos,
especialmente en la zona del micropilo, que gulan
al espermatozoide a entrar al ovulo. Esto podria
explicar por que a pesar de su pobre movilidad, el
semen crioconservado posee buenas tasas de fer-
tilidad (Kholodnyy et al, 2020).

Integridad de membrana espermatica

L.a membrana plasmatica desempefia una funcion
fundamental en la respuesta del espermatozoide
ante suentorno, las caracteristicas de estale con-
fieren a la célula espermatica capacidad dinamica
para regular diversas actividades celulares, entre
ellas, el inicio de la movilidad espermatica. Por
estarazon, laintegridad de membrana es unrequi-
sito indispensable para las funciones que cumple
el gameto, y su perdida resultara en la muerte ce-
lular. Lamembrana plasmatica controla la permea-
bilidad de solutos hidrofilicos y dirige los eventos
defusionconelovocitoy lasefalizacion celular. La
membrana espermatica esta compuesta por una
bicapa lipldica anfipatica (fosfolipidos, colesterol
y glicolipidos) y es muy delgada, en su estructura
se encuentran las protelnas transmembranales
que ayudan en el intercambio celular (Méarian et
al, 1993; Flesch y Gadella, 2000; Carton-Garcla
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et al, 2013; Figueroa et al, 2016). En los procesos
de crioconservacion, la membrana plasmatica se
ve expuesta a cambios osmoticos, mecanicos u
oxidativos, que conllevan a alteraciones fisicoqui-
micas como la reestructuracion, desintegracion,
rompimiento, y deshidratacion en los fosfolipidos
que la componen, ademas de alteraciones en las
interacciones lipido-proteina y peroxidacion lipi-
dica, que comprometen su integridad (Holt, 2007;
Figueroaet al, 2016).

La resistencia de la membrana plasmatica ante el
estréstermicoyosmaticoal que son sometidas las
celulas durante la crioconservacion puede ser me-
jorada mediante el uso de sustancias que alteren
las propiedades de transicion de fase en la mem-
brana espermatica, como las ciclodextrinas car-
gadas con lipidos o liposomas unilamelares, estas
modifican la membrana celular de tal forma que se
aumenta la relacion colesterol-fosfolipido (cerca-
na a 11). Esto permite una reestructuracion de la
membrana, lo que modifica los procesos fisiologi-
cosy permite unamayor supervivencia celular alas
bajas temperaturas (Purdy y Graham, 2015).

Laintegridad de la membrana de celulas esperma-
ticas se puede medir a traves de la citometria de
fluorescencia, esta tecnica por medio de la emi-
sionde luz puede discriminar celulas en diferentes
estadios o condiciones fisiologicas, por ejemplo:
vivas, muertas y en apoptosis. La membrana plas-
matica de los espermatozoides posee diferencias
en la permeabilidad segtin su condicion fisiologi-
ca, lo que permite a los tintes empleados tefiir el
ADN. Entre los colorantes usados se encuentran
el ioduro de propidio, que penetra en las células
necroticas o muertas, intercalandose con el ADN
causando una florescencia roja. Otro tinte es la
Anexina V. esta presenta una fuerte y especifica
interaccion con la fosfatidilserina en presencia de
Ca?" que se da cuando una perdida de simetria en
la membrana plasmatica, generando una fluores-
cenciaverde o azul tenue, esté método es Util para
detectar celulas enapoptosis. Particularmente las
celulas espermaticas vivas no se tifieny se pueden
apreciar como objetos transparentes durante los
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analisis (Vermes et al,, 2000; Lépez-Herndndez et
al, 2018).

Para semen descongelado de Colossoma macro-
pomum se han reportado porcentajes de Inte-
gridad de Membrana Plasmatica (IMP) del 46% y
del 549% cuando fueron sometidos a tiempos de
descongelacion de 70 y 90 s, respectivamente,
usando metilglicol como crioprotector (Maria et
al, 2015). Medina-Robles et al. (2019), encontraron
porcentajes de IMP del 83% en la misma especie,
pero usando metanol como crioprotector. Dietrich
et al. (2014) evaluaron el efecto preservador de
la glucosa y el metanol en la crioconservacion de
semen de Oncorhynchus muykiss, reportando un
porcentaje de IMP del 50%. Viveiros et al. (2015)
encontraron que el metilglicol al 109% mostraron
porcentajes de IMP del 5/% vy de un 78% si se su-
plementaba con glucosa, al crioconservar semen
de Brycon orbignyanus y Prochilodus lineatus. Se-
gun sea el caso, una muestra de buena calidad de
semen descongelado es aquella que presenta una
IMP superior al 50% (Maria et al,, 2011).

concentracion de ATP

El ATP es un nucledtido libre, normalmente se
encuentra dentro de la célula en forma ionizada
y para generar energla, este se divide en ADP y
fosfato inarganico (Pi) por medio de una reaccion
exergonica, proceso que se conace como fosfori-
lacion oxidativay ocurre casi exclusivamente en la
mitocondria (Gémezy Trejo, 2015). Laenergia para
el movimiento flagelar de los espermatozoides
es suplida por la hidrolisis del ATP por la enzima
Dinelna ATPasa, por lo que la cantidad y disponi-
bilidad de ATP es el principal factor limitante para
que se mantenga la movilidad espermatica en el
tiempo (Cosson, 2010) y su concentracion puede
ser usada como indicador de calidad seminal en
semen crioconservado (Figueroa et al, 2016). Se
ha comprobado que la congelacion y posterior
descongelacion que sufren los espermatozoides
crioconservados provoca una deplecion en la pro-
duccion vy almacenamiento de ATP esto debido
a una afectacion en el funcionamiento normal de
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la dinamica mitocondrial (Figueroa et al, 2019),
causada principalmente por la peroxidacion de las
especies reactivas de oxigeno (ROS) a las mem-
branas plasmaticas y mitocondriales (Koppers et
al, 2010). As{ mismo, Boryshpolets et al. (2009) re-
portaron que cuando se activa la motilidad en es-
permatozoides crioconservados de Perca fluviati-
lis, se disminuye rapidamente la concentracion de
ATP porque lasintesis de este enlamitocondriaes
insuficiente para mantener la tasa de hidrolisis de
la dinelna ATPasa.

Integridad de ADN

El proposito principal del espermatozoide es el
de transmitir la informacion genética del macho
a la siguiente generacion, por lo que preservar la
integridad del genoma debe ser una prioridad al
momento de establecer protocolos de criocon-
servacion seminal, debido a que se ha demastra-
do que esta tecnica genera dafios en el ADN de
los peces (Figueroa et al,, 2018). No estd del todo
comprendido como la crioconservacion produce
dafios en el genoma de los espermatozoides, pero
se cree que es debido a las Especies Reactivas de
Oxigeno (ROS), puntualmente al ion superdxido
(0,), radical hidroxilo ("OH), peroxido de hidrogeno
(H,0,), oxido nitrico (NO*) y peroxinitrito (ONOO')
(Figueroa et al, 2018). Estos generan sitios aba-
sicos, entrecruzamiento y lesiones estructurales
en la doble héelice, que cambian la ubicacion de las
bases nitrogenadas y provocan fragmentacion de
ADN (Aitken y De luliis, 2007). Estos efectos ne-
gativos no siempre disminuyen la funcionalidad
y la capacidad de fertilizacion de los esperma-
tozoides, sin embargo, pueden repercutir en los
procesos celulares y moleculares posfertilizacion,
y generar defectos en los embriones (Fernandez-
Diez et al, 2018). También, estudios en peces han
indicado que la crioconservacion causa alteracio-
nes en ciertas regiones del ADN nuclear (ADNn) y
mitocondrial (ADNm) (Cartén-Garcla et al, 2013), y
aunque algunos de estos dafios pueden ser repa-
rados durante el crecimiento y desarrollo embrio-
nario, cualquier perdida de la integridad del ADN
y cambios en la expresion de genes causados por

la crioconservacion, puede estar relacionado con
alteraciones en la morfogenesis vy diferenciacion
celular en organos como el cerebro, ojos y rifiones
(Gonzalez-Rojo et al., 2014). Asi mismo, Pérez-Ce-
rezales et al. (2011), demostraron que la criocon-
servacion acorta los telomeros, unaregion de ADN
no codificante que se encuentra en los extremos
de los cromosomas, lo que posiblemente podria
afectar el desarrollo embrionario y causar tera-
togenicidad en la descendencia, ademas, reporta-
ron que los genes que codifican Factores de Cre-
cimiento Similares a la Insulina (Igf), factores de
crecimiento (Gh) e insulina (Ins) se ven seriamente
afectados por las bajas temperaturas, causando
abortos durante el desarrollo embrionario tem-
prano. La aparicion de malformaciones embriona-
rias o larvarias pueden ser una herramienta para
caracterizar el potencial de los gametos fertiliza-
dos in vitro, se ha reportado que reproductores
que producen gametos de baja calidad, ocasionan
malformaciones a la descendencia, y este feno-
meno aumenta cuando se usan espermatozoides
crioconservados (Bonnet et al., 2007). Resultados
similares encontraron Horvath y Urbanyi, (2000)
en Clarias gariepinus, pero no todas las especies
se afectan por igual, como es el caso para 0. my-
kiss reportado por Labbe et al. (2001), esto podria
deberse aque algunas especies tienen el ADN mas
resistente que otras (Cabrita et al,, 2014; Figueroa
et al, 2017). Sinembargo, los avocitos de los peces
poseen unaalta capacidad parareparar el ADN da-
fiado, son capaces de reponer en procesos de fer-
tilizacion y desarrollo embrionario, hasta el 10%
de la cromatina espermatica fragmentada y se
han reportado valores de un 60% de superviven-
cia larval usando semen crioconservado (Pérez-
Cerezales et al, 2011; Fernandez-Diez et al, 2018).

Morfologia ) ultraestructura espermatica

Se conoce como ultraestructura espermatica a
la morfologla estructural de los espermatozoi-
des, que es obtenida a traves de Microscoplia
Electronica de Barrido (MEB) y de Transmision
(TEM) (Rodao et al, 2015; Medina-Robles, 2020).
Ademas, el analisis por MEB vy TEM provee infor-
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macion detallada de la ultraestructura externa
y subcelular espermatica, lo que permite diluci-
dar la morfologla normal de los gametos, esta
informacion es de mucho valor para desarrollar
protocolos de crioconservacion y para hacer se-
guimiento y evaluacion del potencial dafio celular,
causados por la exposicion a alglin agente nocivo,
previo a procesos de fertilizacion (Xin et al, 2014).
Los espermatozoides de los peces se clasifican
seglin su forma de fertilizacion: en aquaesper-
matozoides, cuando la fertilizacion es externa vy
en introespermatozoides si este proceso se da
internamente. Los Cipriniformes, Characiformes
y Siluriformes tienen del tipo aquaespermatozoi-
des (Quagio-Grassiottoet al, 2001). Los peces con
fertilizacion externa poseen espermatozoides de
estructura simple de tipo primitivo, la cabezamide
entre2-4micrasy es casiesféricaconuncollarque
forma la pieza media, en la cual se encuentran los
centriolos y las mitocondrias (entre 2-9), el flage-
lo esta compuesto por el axonema con arreglo de
nueve pares de microtubulos periféricos y un par
central, pero existen grupos taxonomicos como lo
son los angiliformes y elopiformes, que solo pre-
sentan nueve pares perifericos. El flagelo mide
entre 20 y 100 micras dependiendo de la especie
y la membrana plasmatica de este, forma una ale-
ta en el plano horizontal que le otorga una forma
de cinta, es posible que esta sea una adaptacion
evolutiva que le confiere movilidad al gameto en
condiciones acuosas (Andrade et al,, 2001; Cosson,
2004).Elespermatozoide de los peces teledsteos
difiere de los demas vertebrados ya que carece de
acrosoma, la ausencia de esta estructura se debe
a la presencia de un micropilo en el ovocito que
permite laentradade la célula espermatica al ovu-
lo (Kristan et al, 2014). Miliorini et al. (2011) pro-
pusieron una clasificacion de anormalidades es-
permaticas asociadas a la crioconservacion para
Prochilodus lineatus, donde a la macrocefalia, mi-
crocefalia, degeneracion de cabeza, degeneracion
de la pieza media, cola fracturada, mufion de cola
y cola fuertemente enrollada, fueron clasifica-
das como anormalidades primarias, y a la cabeza
normal libre, cola doblada simple, gota proximal
y gota distal, la catalogaron como anormalidades
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secundarias. da Costa et al,, (2020) reportaron un
aumento del 59% en las anomalias morfologicas
tras procesos de crioconservacion seminal. Du-
arte-Trujillo et al. (2021) también encontraron un
aumento significativo de anormalidades esper-
maticas en semen crioconservado de P mariae, en
comparacion al semen fresco. En cuanto a dafios
a la ultraestructura espermatica causado por la
crioconservacion, Medina-Robles et al. (2023a),
reporto para P orinoquensis, anormalidades
como: aumento en el espesor de la membrana
plasmatica y ruptura de la misma, asi como una
disminucion en el nimero de mitocondrias y en las
remanentes presentaron dafios en sus crestas, el
nucleo también se vio afectado, ya que se mostro
una cromatina menos densa, igualmente se iden-
tificaron desarreglos en las piezas medias, desa-
coplamiento o péerdida del flagelo tambien fueron
observados. Estos defectos estan relacionados
al entorno fisico-quimico al que son expuestas los
gametos en procesos de crioconservacion (Ozka-
vukcu et al, 2008).

capacidad antioxidante

El estrés oxidativo (OS) es un factor importante
en la fisiopatologia del semen (Bennetts y Aitken,
2005), esté ocurre como el resultado de una pro-
duccion excesiva de ROS, que sobrepasa las de-
fensas del sistema antioxidante, lo que puede dar
origen a dafios celulares (Agarwal y Prabakaran,
2005). Las ROS como se menciond anteriormente,
son producidas por el metabolismo aerdbico celu-
lar. La estructura Unica de los espermatozoides los
hace mas vulnerables al OS, debido al bajo volu-
men de citoplasma que poseen, que es una fuente
de enzimas antioxidantes (Stowiriska et al, 2013).
El OS lleva a una serie de cambios patologicos,
como el dafio a la membrana plasmatica y al ADN.
Las membranas plasmaticas son mas susceptibles
debido a que estas contienen lipidos en forma de
acidos grasos insaturados, que son vulnerables al
ataque de las ROS (Wathes et al,, 2007), aunque las
protelnas también se ven afectadas (Tvrda et al,
2011). Sin embargo, no parece existir una relacion
solida entre la defensa antioxidante del semen, la
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suplementacion con medios de crioconservacion
y la proteccion contra el dafio causado por la crio-
conservacion. Esto podria sugerir que las ROS no
son las principales fuentes de deterioro celular
durante la crioconservacion de semen de peces, 0
gue los antioxidantes suplementados no tienen un
efecto sinérgico y protector suficiente (Sandoval-
Vargas et al, 2021). Conbase enlo anterior, los nive-
les bajos de antioxidantes estan relacionados con
unabaja calidad seminal (Abd-Elmoaty et al, 2010).

Los antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos
estandisefiados para contrarrestar el dafio celular
causado por una produccion excesiva de ROS (Ke-
fer et al, 2009). Las principales enzimas antioxi-
dantes son: superoxido dismutasa (SOD), catalasa,
glutation peroxidasa y los tioles (Luberda, 2005).
Entre los antioxidantes no enzimaticos podemos
encontrar: la albumina y otras proteinas, el acido
ascorbico, alfa-tocoferol, carotenoides, acido Uri-
Co, tirosina, taurina, hipotaurina (Tvrda et al., 2011).
Las enzimas, en especial la SOD, son la principal
defensa de los espermatozoides contra las ROS a
nivel intracelular, mientras que extracelularmente
estan protegidos por los componentes del plasma
seminal y los antioxidantes no enzimaticos, princi-
palmente el &cido Urico (van Overveld et al,, 2000;
Lahnsteiner et al,, 2010).

La crioconservacion aumenta la condicion OS, in-
crementandolasROS, por lo que calcular laCapaci-
dad Antioxidante Total del semen es fundamental
para desarrollar protocolos de conservacion (Tvr-
da et al, 2011). Uno de los métodos cominmente
utilizados para medir la TAC, se basa en el principio
de que el radical ferril mioglobina, oxida el acido
22-azinobis-  (3-etil-benzotiazolina-6-sulfonico)
(ABTS) paraproducir uncationradical, ABTS+, esta
reaccion produce un verde soluble cromogeno que
puede medirse espectrofotometricamente. Los
antioxidantes en la muestra suprimen la produc-
cion de este cation radical de una manera depen-
diente de su concentracién (Stowinska et al., 2013).

Fertilidad

La fertilizacion es el proceso donde un gameto ha-
ploide (n) masculino interacttia con uno femenino

con el finde formar un cigoto diploide (2n). En este
evento, el espermatozoide tiene dos funciones in-
dispensables paralafertilizacion: la primeraes pro-
porcionar material genetico paterno al huevaoy, por
Ultimo, iniciar la sefializacion intracelular que activa
el ovocitoy el posterior desarrollo del embrion. La
capacidad fertilizante del espermatozoide depen-
de, principalmente, de la activacion de su movili-
dad, que es originada por el proceso de transduc-
cion de sefales, donde es de vital importancia las
protelnas (canales idnicos y enzimas) y de su sinte-
sis a nivel celular. Las proteinas son codificadas a
partir del ADN, el cual puede ser de tipo nuclear o
mitocondrial y de la estabilidad de este, dependera
la expresion o no de dichas proteinas, esto podria
afectar la capacidad que tiene el espermatozoide
de fertilizar (Martinez y Pardo-Carrasco, 2010).

Se ha reportado que la crioconservacion puede
afectar el ADN espermatico de varias especies de
peces, y aungue el dafio lo pueden causar varios
factores como la radiacion ultravioleta, el princi-
pal es el OS debido a la produccion de ROS como
se explicd anteriormente (Martinez y Pardo-Ca-
rrasco, 2010; Stowinska et al., 2013; Figueroa et al,,
2018). Para Salmo salar, Kommisrud et al. (2020)
reportaron una disminucion en el porcentaje de
fertilidad para semen crioconservado del 73,9%
en comparacion con semen fresco (81,19%). Para
la misma especie, Figueroa et al. (2019) encontra-
ron una reduccion del 13%. Sandoval-Vargas et al.
(2021), tambien hallaron una disminucién de la ca-
pacidad fertilizante del semen crioconservado de
Oncorhynchus kisutch de por lo menos de un 86%.
Resultados similares fueron obtenidos por Medi-
na-Robles et al. (2019) para Colossorna macropo-
mum, donde se evidencio una reduccion significa-
tiva en la fertilidad del semen crioconservado, en
especial, aquellos protocolos que usaron yema de
huevo como crioprotector con valores del 49,7%,
si se comparaban con el semen fresco (96,7%). Asi
mismo, Ramirez-Merlano et al. (2011) en Piaractus
brachypomus, obtuvieron resultados del 71% de
fertilidad cuando se uso DMSO como crioprotec-
tor, en contraste al 9% logrado usando metanol,
en comparacion al semen fresco (89%).

Vol 26 No. 2 - e-704 julio diciembre 2022,
DOI: https://doi.org/10.22579/20112629.764 9


https://doi.org/ 10.22579/20112629.764

de peces aulceaculcolas

EFECTOS DE LA CRIDCONSERVACION
A LARGO TERMINO

Como se ha mencionado anteriormente, la crio-
conservacion y posterior almacenamiento de
semen en BGR, es una alternativa viable no solo
para proteger la biodiversidad (ctica del plane-
ta, sino también para establecer programas de
mejoramiento genetico de peces dulceacuicolas,
ademas, evitar la dependencia de reproductores,
auin por fuera de temporadas reproductivas (Pa-
niagua-Chavez et al,, 2011; Martinez-Paramo et al,,
2017b; Medina-Robles et al, 2020). Sin embargo
y a pesar de que se sabe que la crioconservacion
puede afectar negativamente los parametros de
calidad espermética (Atencio-Garcla, 2016), hay
pocos estudios que indiquen cuanto tiempo se
puede almacenar un semen sin que se vea afec-
tada significativamente la calidad espermatica
de este (Aramli y Nazari, 2014). Medina-Robles et
al. 2023b, reporto una reduccion significativa de
la motilidad espermatica de semen crioconser-
vado de P orninoguensis, relacionada al tiempo
de almacenamiento posdescongelacion (TAP) de
80£0,0; 58+2,5; 44£3.8y 25+1,9 9% para 0, 15, 30
y 60 min de TAP respectivamente, tambien encon-
tro disminucion significativa en el porcentaje de
integridad de membrana plasmatica a partir de
los 60 min de TAP (76+1,3%) cuando se compard
con el tiempo de O min (82+1,2%), y conrespecto
a la fertilidad, esta disminuyo significativamente
entre el tiempo O y 60 min de TAP siendo igual al
semen fresco, al tiempo O y 15 min activado con
bicarbonato de sodio (93+1,3 y 90+3,19%, respec-
tivamente), sinembargo, el semen crioconservado
de 7 afios, mantiene su capacidad de fertilizacion
con valores similares a los obtenidos con semen
fresco. Otro estudio realizado por Ding et al
(2009) en crioconservacion de semen a largo ter-
mino de Siniperca chuatsi, reportaron que la tasa
de fertilizacion y eclosion fueron similares tanto,
para semen crioconservado una semana (66.01 +
514% Y 54.76 + 4.40%, respectivamente) como al
almacenado porunafio (62,97 +14,28% de tasa de
fertilizacion y 52,58 + 11,17% de tasa de eclosion),
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en comparacion al semen fresco (69.42 + 811%
de tasa de fertilizacion y 59.82 + 527% de tasa
de eclosion). En contraste, Aramli y Nazari, (2014)
reportaron descensos de hasta el 47% en la mo-
tilidad espermatica de semen crioconservado de
Acipenser persicus luego de 60 min de TAP

PERSPECTIVAS

Debido al crecimiento acelerado de la acuicultura
a nivel mundial como respuesta a la necesidad de
alimentar a la humanidad y ante la inminente per-
dida de biodiversidad, como consecuencia del ca-
lentamiento global y demas acciones antropicas,
es imperativo disefar e implementar estrategias
que ofrezcan soluciones a estas problematicas.

La crioconservacion se muestra ante nosotros
como una alternativa para enfrentar estas compli-
caciones, en especial la crioconservacion seminal
de peces dulceacuicolas, la importancia de salva-
guardar estos recursos geneticos animales radica
en el gran potencial que tienen para la seguridad
alimentaria, gracias a la gran variedad de especies
que existen. Debido a esta gran diversidad, aun la
crioconservacion no puede ser usada con total se-
guridad, ya que los protocolos de conservacion de-
ben ser estudiados y estandarizados para cadauna
delasespeciesenlas que puede serimplementada.

Bajo esta premisa, es necesario formar unidades
encargadas de la conservacion, como lo son los
BRG, en especial de especies dulceacuicolas na-
tivas, donde por medio de la investigacion se di-
sefien protocolos de conservacion que causen la
menor cantidad de dafios celulares y moleculares
en las celular espermaticas, no solo para asegurar
la biodiversidad, si no tambien, para el desarrollo
de paquetes tecnologicos que aseguren semilla
viable para los productores acuicolas regionales, a
partir de material crioconservado.
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