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Resumen

Los protocolos actuales para la crioconservación de semen de peces aún muestran muchas
deficiencias para lograr óptimas tasas de fertilidad, observándose gran variación dentro y
entre especies.  Pocos eventos celulares y moleculares han sido descubiertos a partir de los
resultados encontrados por los investigadores.  Los procesos de formación de cristales de
hielo a nivel intracelular, el efecto tóxico de los crioprotectores y la recristalización se muestran
como los aspectos de mayor relevancia en el criodaño.  Hipótesis como la transición de fases
de los lípidos en la membrana plasmática y la ruptura de la misma por el influjo rápido del
agua,  han s ido propuestas  para expl icar  e l  daño celular  durante  e l  proceso de
crioconservación.
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Introducción

El desarrollo de la inseminación artificial basada en
gametos crioconservados ha permitido cambios
trascendentales en la industria pecuaria.  El semen
congelado es usado mundialmente como una
herramienta esencial en los programas de
mejoramiento animal.  En principio, beneficios similares
pueden ser esperados de su aplicación en la industria
piscícola.  El uso de semen congelado es un medio
práctico para aumentar el tamaño genéticamente
efectivo de las poblaciones y mantener su diversidad
genética, especialmente de aquellas mantenidas en
cautiverio (45).  Además, aumenta la posibilidad de
reproducción por fuera de la estación reproductiva,
facilita el movimiento e intercambio de material
genético entre productores, mejora la eficiencia en la
utilización de los parentales y contribuye a disminuir la
presión sobre las poblaciones silvestres ejercida por
los piscicultores en procura de nuevos sementales.
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Aspectos generales de la crioconservación
espermática en peces teleósteos

Los procesos de crioconservación de semen de
peces han sido estudiados ampliamente, teniendo como
sujetos experimentales especialmente a los salmónidos
y ciprínidos (28, 35, 59); sin embargo, la mayoría de
resultados difieren con respecto a los diferentes
protocolos de congelación utilizados.  Los intereses de
investigación han sido dirigidos principalmente a tres
tópicos: la estandarización de los protocolos de
congelación que permitan alcanzar tasas de fertilización
cercanas a las obtenidas con semen fresco; la
evaluación de sustancias crioprotectoras que
disminuyan los efectos tóxicos y de criodaño sobre la
célula espermática y la extrapolación de resultados
entre las diferentes especies ícticas para encontrar
puntos de similitud.

El efecto de variables tales como volumen de la
pajilla y la temperatura de descongelación, sobre los
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porcentajes de fertilidad alcanzados, no ha sido
evaluado metodológicamente, no existiendo suficiente
información sobre lo que sucede a nivel celular.  En
consecuencia, el propósito de esta revisión es recopilar
información sobre aspectos generales de la
crioconservación de semen en algunos peces teleósteos
y discutir las causas del daño espermático causado
por el proceso de crioconservación.

Principios biofísicos de la crioconservación e
hipótesis del criodaño en la célula espermática

Efecto de la temperatura y la osmolaridad en el
ambiente celular

El proceso de crioconservación de semen involucra
diferentes cambios intracelulares que pueden originar
una disminución en la sobrevivencia espermática. El
control de la velocidad de cambio de la temperatura,
la osmolaridad y la formación de cristales de hielo en
el medio intra y extracelular son los aspectos más
relevantes para optimizar la viabilidad celular.

Durante el proceso de enfriamiento y congelación,
el espermatozoide está sujeto a cambios drásticos en
su medio físico y químico.  Uno de estos cambios toma
lugar intracelularmente cuando el agua en fase líquida
pasa a sólida en forma de cristales.  La aparición
espontánea del primer núcleo de hielo o nucleación,
ocurre cuando la solución llega a temperaturas entre
–5 y –15 oC (58, 63).  Este núcleo, de forma hexagonal,
adhiere moléculas de agua por medio de interacciones
electrostáticas promoviendo la formación de núcleos
de mayor tamaño, y a medida que avanza la formación
de cristales de hielo se libera energía calorífica (calor
latente) (58), lo que produce un pico transitorio de
ascenso en la temperatura que puede ser letal para la
célula.

El medio externo también cambia a forma sólida, lo
que conlleva a que la concentración de solutos en los
canales residuales no congelados aumente
progresivamente, mostrándolo hiperosmótico con
respecto a la célula. Esto induce la salida del agua de
la célula y su congelamiento externo, concentrando
solutos intracelulares (36). Si la deshidratación celular
es excesiva, la osmolaridad puede ser muy alta,
intoxicando la célula, o la deshidratación puede no
permitir a la membrana plasmática recuperar su forma
en el proceso de descongelación (36).

La velocidad de enfriamiento juega un papel
importante en este sentido.  Si la congelación es
suficientemente lenta el equilibrio es alcanzado a través
del eflujo de agua, pero si la congelación es muy rápida,
la célula no puede perder agua lo suficientemente
rápido para alcanzar el potencial de equilibrio,
congelándose intracelularmente (36, 58, 61).

La congelación intracelular es letal para la célula
dependiendo particularmente del tamaño y de la
cantidad de cristales de hielo formados en el
citoplasma.  Normalmente, altas velocidades de
enfriamiento producen cristales intracelulares
pequeños que pueden llegar a ser inocuos, pero estos
pueden unirse y crecer durante la descongelación por
medio de un proceso denominado recristalización (23,
36). Este proceso es promovido por una inapropiada
velocidad de descongelación, la cual debe corresponder
con la velocidad de congelamiento empleada (38); sin
embargo, los procesos de recristalización pueden
suceder aún durante la congelación, favorecidos por
las regiones no congeladas que permiten interactuar a
los cristales de hielo ya formados.

El tamaño de los cristales de hielo formados durante
la congelación está directamente relacionado con la
velocidad de enfriamiento y el grado de hidratación
intracelular.  En el caso de los embriones, cuando éstos
son enfriados rápidamente de –30 a –40 oC, seguido
por inmersión en nitrógeno líquido (NL), es necesario
un protocolo rápido de descongelamiento de 200-500
oC/min para prevenir la fusión de los pequeños cristales
de hielo que formarían grandes cristales. Cuando la
velocidad lenta de enfriamiento se continúa por debajo
de -60oC, son necesarias velocidades de
descongelamiento lentas menores de 25 ºC/min, con
el fin de prevenir el choque osmótico debido a la alta
deshidratación celular (38). El daño celular por choque
osmótico resulta como consecuencia del flujo rápido
de líquidos extracelulares hacia el interior (38).

Efecto solución

Cuando las células son enfriadas lentamente, la
deshidratación puede avanzar hasta lograr el punto de
equilibrio osmótico.  La deshidratación conduce al
aumento en la osmolaridad de las células, exponiéndolas
a un largo y continuo incremento de la concentración
de solutos en la fracción no congelada externamente,
lo cual puede causar el así llamado “efecto solución”
(17, 58), que hace referencia específicamente a las
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modificaciones de las propiedades de la solución en la
cual las células están suspendidas (36).

El hielo se separa de la solución acuosa durante la
congelación y su proporción incrementa
progresivamente a medida que decrece la temperatura.
En medios que no contienen criopreservantes, la
fracción de agua no congelada en la célula decrece a
medida que disminuye la temperatura, como resultado
de la deshidratación y concentración de solutos
intracelulares.  Si el medio contiene un criopreservante,
la respuesta de la célula depende entonces de la
permeabilidad de éste.  Si no es permeable, aumenta
la osmolaridad fuera de la célula, pero si penetró
totalmente, reemplaza el agua intracelular y decrece
la fracción congelada, evitando la concentración de
solutos (36).  A velocidades de congelación lentas la
posibilidad de formación de cristales de hielo
intracelular es poca; sin embargo, las células podrían
morir por el efecto solución (36).

Efecto del diluyente y del crioprotector sobre el
ambiente celular

Tanto los diluyentes como los crioprotectores
cumplen funciones específicas dentro del proceso de
crioconservación, teniendo como fin general mantener
la viabilidad celular durante un periodo determinado.
Estas sustancias cumplen funciones como incrementar
el volumen del eyaculado, proteger al espermatozoide
de la acción tóxica de los productos del metabolismo
celular y de los cambios bruscos de temperatura. Los
diluyentes utilizados en peces han sido formulados
simulando la composición y osmolaridad del plasma
seminal de cada especie, con el propósito de no activar
la movilidad, ya que soluciones no isosmóticas
conducen a cambios iónicos membranales produciendo
la activación espermática.

De otro lado, la acción de los crioprotectores puede
ser clasificada en dos grupos según la permeabilidad
de la membrana a la sustancia. En el primer grupo se
encuentran las sustancias que poseen bajos pesos
moleculares (38) y que, por lo tanto, penetran al
citoplasma celular (23), tales como glicerol, metanol,
etilenglicol, 1,2-propanodiol, butanediol, acetamida y el
dimetil sulfóxido (DMSO). El segundo grupo reúne
aquellas sustancias que no penetran la membrana
celular debido a su alto peso molecular como el polivinil
alcohol (PVA), hialuronato de sodio y la albúmina (38).

Los crioprotectores no permeables son usados para
remover osmóticamente el agua intracelular,
remplazándola por los crioprotectores permeables
durante el enfriamiento y adicionalmente para prevenir
el choque osmótico por medio del control de la
rehidratación intracelular durante la descongelación
(38).

Una vez los crioprotectores ingresan al citoplasma
en favor del gradiente de concentración, el fluido
intracelular puede ser superenfriado a temperaturas
entre –5 y –15 oC, sin que ocurra la formación de
cristales de hielo, debido a que estas sustancias
disminuyen el punto de congelación por medio de la
reducción en la interacción entre las moléculas de agua
(56); a estos rangos de temperaturas los cristales de
hielo comienzan a formarse en el medio externo.
Cuando las temperaturas descienden por debajo de
estos rangos, se inicia la formación de cristales de hielo
intracelular (38).

La temperatura a la cual deben ser incorporados
los crioprotectores a la solución de semen y el tiempo
de exposición celular, dependen del grado de toxicidad
del crioprotector y de su velocidad de difusión a través
de la membrana plasmática.  Esta difusión puede verse
afectada por el descenso de la temperatura, ya que
durante este proceso la membrana celular aumenta la
proporción de colesterol con el propósito de lograr
mayor estabilidad mecánica; sin embargo, este
aumento del colesterol también disminuye la
permeabilidad de la membrana a pequeñas moléculas,
pudiendo afectar la penetración del crioprotector en la
célula de una manera efectiva (51).

Mecanismo de acción de los crioprotectores
sobre la célula

Los mecanismos de acción específicos de los
agentes crioprotectores a nivel celular no están aún
muy bien dilucidados. Las referencias sobre este
particular han sido realizadas principalmente en aquellos
de mayor utilización, tal como el DMSO. Por ejemplo,
se ha sugerido que existe una interacción electrostática
entre el grupo sulfóxido polar del DMSO y la bicapa
de fosfolípidos de la membrana plasmática.  Esta
interacción podría darse entre la molécula de colina
de los grupos cabeza de la fosfatidilcolina o por una
interacción entre el oxígeno sulfóxido del DMSO y un
grupo fosfato de la cabeza de fosfolípidos por medio
de un enlace de hidrógeno con una molécula de agua
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(1). Sin embargo, durante el proceso de
crioconservación no sólo es importante establecer
como interactúa el crioprotector con la célula, sino que
también se hace necesario determinar el efecto tóxico
de éstos, que es finalmente el evento de mayor
importancia a controlar durante la exposición de los
espermatozoides a estas sustancias.

Aparentemente, la toxicidad del DMSO esta
dirigida al estado bioenergético del espermatozoide,
interfiriendo con el balance entre síntesis y utilización
de ATP.  Frente a una deficiencia de ATP, por ejemplo
durante la congelación, el control metabólico sobre los
procesos celulares dependientes de iones podría verse
afectado, ocasionando una inapropiada activación de
fosfolipasas y proteasas y un daño celular irreversible
(23).  También ha sido postulado que los
criopreservantes, como el glicerol, tienen la capacidad
de modificar la bicapa lipídica por su habilidad de
insertarse entre los fosfolípidos, llegando a afectar las
vías de metabolismo intermedio; de igual manera se
ha asociado su acción sobre el citoesqueleto y las
proteínas microtubulares (22).

Hipótesis del criodaño

Los protocolos de crioconservación tienen un
número de daños potenciales sobre las células
ocasionados por el choque térmico, el estrés tóxico y
osmótico originado por la exposición a crioprotectores
(hiperosmolaridad) y la formación y disolución de
cristales en el ambiente intra y extracelular (61).

A través de los años, varias teorías han sido
propuestas para explicar el daño causado por el
proceso de crioconservación. Lovelock (34) atribuye
el daño como resultado de una alta concentración de
solutos en el fluido extracelular, causado por la
formación de cristales de hielo fuera de la solución.
De otro lado, Meryman (37) ha atribuido el daño a la
contracción de la célula por debajo del volumen mínimo
tolerable.

Quinn (46), propuso la teoría de la ruptura de la
membrana basada en la transición de fase termo trópica
de los lípidos. De acuerdo con esta teoría, la
sobrevivencia depende del tiempo permitido para que
ocurra el evento de separación de fases durante la
congelación.  Si este no ocurre se pueden crear orificios
en la membrana por fallas en el agrupamiento de los
lípidos durante la descongelación.  Muldrew y McGann

(40), proponen la teoría en la cual la ruptura de la
membrana sería causada por la fricción del agua al
pasar rápidamente a través de ella, excediendo la
capacidad de la membrana de conducirla.

Finalmente Watson (61), basado en la alta
sensibilidad de la membrana plasmática, propone al
estrés osmótico como el factor clave en la optimización
de la velocidad de enfriamiento, no por la permeabilidad
al agua, sino por la tasa de desplazamiento requerida
por la membrana plasmática para acomodarse al
cambio de volumen, pudiendo estar relacionado con la
tensión de la adhesión del citoesqueleto.

Proceso de crioconservación en peces
teleósteos

El valor del almacenamiento de gametos por
periodos indefinidos, como medio para la conservación
de varias especies de peces en peligro de extinción,
ha sido ampliamente reconocido, ya que el semen
congelado de tales poblaciones puede colectarse para
el establecimiento de bancos de germoplasma (6, 53,
62).

En general, los efectos benéficos de la conservación
de gametos en teleósteos incluyen (35):

1. Gran potencial en la selección de reproductores a
través del almacenamiento de gametos de individuos
genéticamente mejorados.

2. Incremento de la protección sanitaria, permitiendo
la introducción de nuevas líneas genéticas con
reducción del peligro de transmisión de patógenos
desconocidos en los cultivos de peces.

3. Suministro permanente de gametos para la óptima
utilización en criaderos o en investigación.

4. Economía para el mantenimiento de criaderos
proporcionando un resguardo por pérdida de líneas
genéticas.

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

El desarrollo sucesivo de técnicas para la
crioconservación de gametos en teleósteos, maneja
consideraciones específicas como la producción
continua de peces y el aprovechamiento de gran
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cantidad de huevos desovados por hembra, permitiendo
el cultivo de cientos de individuos.  Se ha reportado el
almacenamiento de estos gametos a bajas temperaturas
por horas o días; sin embargo, la conservación por
periodos de tiempo prolongados, involucra
necesariamente la crioconservación en NL (9, 35, 57).

Los procesos de crioconservación aplicados
comúnmente en peces comprenden la extracción del
semen, dilución, envasado en pajillas o pellets,
congelación a diferentes velocidades de enfriamiento
y descongelación.  El ciclo de crioconservación es un
proceso completo de la preparación y dilución
espermática encaminadas al mantenimiento post
descongelación de la capacidad funcional por un
periodo amplio (60).

Varios procedimientos para crioconservación de
espermatozoides han sido desarrollados durante los
últimos 20 años (32, 43, 50). Los resultados son
altamente variables, indicando que la sensibilidad a los
procesos depende de factores misceláneos (45).  Los
resultados experimentales sugieren que, en la mayoría
de los casos, son necesarios ajustes especie -
específicos a los protocolos existentes (12, 14, 21). La
elección del criopreservante ha sido un asunto de
ensayo y error en la mayoría de las investigaciones,
quizás porque aún no existe una explicación
satisfactoria para la acción de los mismos sobre la célula
espermática (23).  La tabla 1 muestra los resultados
de experiencias de crioconservación en algunos peces
teleósteos.

Tabla 1. Resultados de algunas experiencias de crioconservación en peces teleósteos.

Especie 1 D i l u y e n t e +
crioprotector
2Tasa de dilución

1Osmolaridad
2pH
3Sistema de
envasado

1Tiempo
de equilibrio
2Velocidad de
enfriamiento

Condición de
descongela-
ción

Resultados Referencia

Brycon
siebenthalae

Pseudoplatystoma
fasciatum

Clarias
gariepinus

Tunakia limbata

Diplodus
puntazzo

Macrozoarces
americanus

1 5.5% glucosa +
12% yema de
huevo + 10 %
DMSO
2 1:4

15.5% glucosa +
12% yema de
huevo + 7.5%
DMSO
2 1:4

1Ginzburg Fish
Ringer + Metanol
(2.47 M)
210% v/v

190% Suero fetal
bovino (FBS) +
2Glucosa 300mM
+ 10 % Metanol
1:40

10.17 M Clorhidra-
to de Sodio + 15%
DMSO (A)
10.1 M Citrato de
Sodio + 10%
DMSO (B)
21:10; 1:5

1Diluyente de se-
men de Ocean
pout + 20% DMSO
21:3

1 ND
2 ND
3 Pajillas de  0.5
ml

1ND
2ND
3Pajillas de 0.5 ml

1244mOsm/kg
27.6
3Pajillas de
1 ml

1ND
2ND
3Tubos de
80 µl

1282 mOsm/L
1234 mOsm/L
2ND
3Pajillas de
0.5 ml

1302mOsm/kg
27.5
3Pajillas de 0.25
y 1.7 ml

1 < 5 min.
2Vapores de NL
por 15 min hasta
-76 oC y luego a
NL

1< 5 min
29.6 oC/min  hasta
-120 oC
y luego a NL

15 min a -40 oC
25 oC/min de
-2 oC a -38 oC y
luego a NL

13-60 min
29.2oC/min
hasta -40o C y
luego a NL

1 15 min
2 8 oC/min de 4 oC
a -80 oC y luego a
360  oC/min  hasta
NL

1NR
2Directamente en
vapores de NL a
9 oC/min hasta -95
oC, luego a NL

Baño de agua a
34 oC por 30 seg

Baño de agua a
35 oC por 30 seg

Baño de agua a
27 oC por 3 min

Baño de agua a
20 oC por 10 seg

Baños de agua a
28 oC por 20 seg
(580 oC/min has-
ta
 -2 oC y 133 oC/
min  hasta 20 oC)

30 oC por 7 seg

63.1% motilidad
58.2% fertilidad

35% motilidad

>60% eclosión

30-40% motilidad
(hasta 30 seg
activación)

>50% de motili-
dad con menos
daños morfoló-
gicos para (B)

50-70% motilidad

Cruz-Casallas et
al (12).

 Mojica y Pinzón
(36).

Viveiros et al
(57).

Ohta et al
(41).

Taddei et al
 (53).

Yao et al
(62).
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(Continuación)  Tabla 1. Resultados de algunas experiencias de crioconservación en peces teleósteos.

Especie 1 D i l u y e n t e +
crioprotector
2Tasa de dilución

1Osmolaridad
2pH
3Sistema de
envasado

1Tiempo
de equilibrio
2Velocidad de
enfriamiento

Condición de
descongela-
ción

Resultados Referencia

Macrozoarces
americanus

Cyprinus carpio

Esox
masquinongy

Sparus aurata

Pleuronectes
ferrugineus

Esox lucius

Xyrauchen
texanus

Ictalurus furcatus

1 Diluyente de
semen de Ocean
pout + 20%
DMSO
2 1:3

1 Medio Kurokura
+ 10% DMSO
2 1:5

1 Diluyente Erdahl
y Graham + 10%
DMSO + 10%
Yema de huevo
2 1:4

1 1% NaCl + 5%
DMSO (A)
1 1% NaCl + 10%
Etilen glicol (B)
1 1% NaCl + 10%
Propilen glicol (C)
2 1:6

1 0.137 M NaCl,
0.011 M KCL,
0.004 M Na2HPO4
+ 10% Propilen
glicol
2 ND

1 0.6 M Sucrosa +
15% DMSO +
10% Lipoproteí-
nas de baja den-
sidad (LDL)
2 1:3

1 C-F HBSS +
10% Metanol (A)
1 C-F HBSS +
10% DMSO (B)
2 1:1

1 HBSS + 15%
leche en polvo +
15% Metanol (A)
1 HBSS + 15%
leche en polvo +
10% DMSO (B)
2 1:3; 1:24

1 302mOsm/kg
2 7.5
3 Pajillas de 0.25
y 1.7 ml

1 ND
2 ND
3 Pajillas de 2 ml

1 ND
2 ND
3 Pellets de 0.1
ml

1 ND
2 ND
3 Pajillas de 0.25
ml

1 240 mOsM/kg
2 7.7
3 Pajillas de 0.25
y 1.7ml

1 ND
2 ND
3 Pellets de 0.08
ml

1  ND
2  ND
3 Pajillas de 0.5 y
2.5 ml

1 ND
2 7.2
3 Pajilla de
0.5 y 1 ml

1 NR
2 En vapores de
NL a 9 oC/min
hasta -95 oC,
luego a NL

1 4 oC por 2 a
4 h
2 4 oC/min de 4 a
-9 oC, 11 oC/min
de -11 a -80 oC,
6 min a -80 oC y
luego a NL

1 NR
2 Directamente
en hielo seco (-
79 oC) por 3-5
min y luego a NL

1 10 min.
2 10 oC/min de
 0 a -150 oC y
luego a NL

1 ND
2 11.5 oC/min de -
5 a -15 oC,
16.7 oC/min de
 -15 a
-45 oC, luego
hasta -95 oC y
entonces a NL

1 Mantenido
entre 0 a 2 oC
por 40 seg
2 En hielo seco
(-79 oC) por
5 min y luego a
NL

1 30 min a 19 oC.
2  -91 oC/min
y luego a NL

1 3 min
2 Vapores de NL
a 6 cm sobre la
fase líquida por
6 min hasta
-66 oC y luego a
NL

30 oC por 7 seg

Baños de agua a
35 oC por 110
seg

En Tris-HCL
30 mM a tempe-
ratura ambiente
por
5 a 7 seg

Baños de agua a
30 oC (15  oC/
min)

Baños de agua a
30 oC por 7 seg

Rápidamente en
solución de des-
congelación
(120 mM NaCl +
Diluyente de
fertilización FD)
a 30 oC

Baños de agua
entre 20-40 oC
por 7-9 seg

A temperatura
ambiente de 25
oC (a una tasa de
390  oC/min)

50-70% motilidad

56% fertilidad
52% eclosión

46.2% eclosión

(A) >65% motili-
dad
(B y C) 50%
motilidad

59.2% fertilidad
52.5% eclosión

69.8% eclosión

18% motilidad
(A)
9% motilidad (B)

0% fertilidad (A).
32% fertilidad (B)

Yao et al
(62).

Linhart et al
 (30).

Ciereszko
(9).

Fabbrocini et al
(16).

Richardson et al
(47).

Babiak et al  (2).

Tiersch et al
 (54).

Bart et al
(5).
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(Continuación)  Tabla 1. Resultados de algunas experiencias de crioconservación en peces teleósteos.

Especie 1 D i l u y e n t e +
crioprotector
2Tasa de dilución

1Osmolaridad
2pH
3Sistema de
envasado

1Tiempo
de equilibrio
2Velocidad de
enfriamiento

Condición de
descongela-
ción

Resultados Referencia

Thymallus
thymallus

Oncorhynchus
mykiss

Acipenser
fulvescens

Piaractus
mesopotamicus

1 103 mM NaCl,
40 mM KCl, 1 mM
CaCl2, 0.8 mM
MgSO4, 20 mM
Hepes + 1.5%
Albumina serica
bovina + 7%
Yema de huevo +
0.5% Sucrosa +
10% Metanol
2 1:3

1 Solución de
sucrosa 0.6 M +
10% DMSO (A)
1 Solución de
sucrosa 0.6 M +
20% DMSO (B)
2 1.5:2.5

1 Sucrosa 0.6 M +
10% DMSO
2 1:3

1 Diluyente Stein
y Bayrle + 10%
DMSO
2 1:3

1 ND
2 7.8
3 Pajillas de 0.5
ml

1 ND
2 ND
3 Pajillas de
 5 ml

1 Hipertónica con
respecto al plas-
ma seminal
2 ND
3 Pellets de
0.1 ml

1 ND
2 ND
3 Pajillas de
0.5 ml

1 ND
2 Vapores de NL
a 1.5 cm de la
fase líquida
(-110 oC) por
5 min y luego a
NL

1 ND
2 Vapores de NL
a -180 oC y luego
a NL

1 1 min
2 Directamente a
NL dentro de
viales plásticos

1 ND
2 2-5 oC por
medio de agua
con cubos de
hielo; 30 oC/min
de 5 a -80 oC y
luego a NL

Baños de agua a
25 oC por 30 seg

Baños de agua a
25 oC por 35 seg

ND

Agua a 70-80
oC por 3-4 seg

95.3% fertilidad

81% fertilidad
(A)
83.8% fertilidad
(B)

19.2% motilidad

21% fertilidad

Lahnsteiner et
al  (27).

Steinberg et al
 (52).

Ciereszko y
Dabrowski
(10).

Fogli da Silveira
et al  (17).

ND= No determinado; NR= No realizado; NL= Nitrógeno líquido.
• Medio Kurokura= 1284 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 1.4 mM CaCl2 , 2.4 mM NaHCO3.
• Diluyente Ocean Pout semen = 183 mM NaCl, 10.25 mM KHCO3, 1.45 CaCl2, 0.84 mM MgSO4, 0.15 mM Glucosa.
• Solución salina de inhibición de motilidad espermática buferada (BSMIS)= 75 mmol/L  NaCl, 70 mmol/L KCl , 2 mmol/L CaCl2, 1 mmol/L

MgSO4, 20 mmol/L Tris.
• Diluyente Erdah y Graham= 0.29 g CaCl2, 0.4 g MgCl2 , 0.5g Na2HPO4, 5.1 g KCl, 11.7 g NaCl, 0.2 g Acido cítrico, 20 g Glucosa, 20 ml

de 1.27 g 100 ml-1  KOH, 20 ml de 5.3 g 100 ml-1  bicina, suplementada a 2 L de agua destilada.
• Diluyente Ginzburg fish Ringer= 123.2 mM NaCl, 3.75 mM KCl, 3.0 mM CaCl2, 2.65 mMNaHCO3.
• Diluyente de fertilización FD= 0.9% NaCl, 1 mM Ca, buferado a pH 9.0 con 20 mM Tris + 30 mM glicina.
• Solución salina balanceada Hanks HBSS= 8 g/l NaCl, 0.40 g/l KCl, 0.14 g/l CaCl2, 0.20 g/l MgSO4, 0.06 g/l Na2HPO4, 0.03 g/l KH2PO4,

0.17 g/l NaHCO3, 1.0 g/l Glucosa.
• Solución salina balanceada Hanks libre de calcio CF-HBSS= 8 g/l NaCl, 0.40 g/l KCl, 0.20 g/l MgSO4, 0.06 g/l Na2HPO4, 0.03 g/l

KH2PO4, 0.17 g/l NaHCO3, 1.0 g/l Glucosa.
• Diluyente Stein y Bayrle= 750 mg NaCl, 200 mg NaHCO3, 38 mg KCl, 100 mg Glucosa, 20 ml Yema de huevo, 100 ml agua destilada.

Colección espermática

La obtención de muestras de semen en peces para
congelación se realiza por medio de presión abdominal
en sentido cráneo caudal o por cateterización del

conducto espermático con sondas plásticas a través
de la papila genital.  En salmónidos como Thymallus
thymallus y Hucho hucho la colección espermática
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ha sido realizada por medio de presión abdominal previo
vaciamiento de la vejiga urinaria (30); igual
procedimiento se ha implementado en especies como
Cyprinus carpio (32), Xyrauchen texanus (54) y
Clarias gariepinus (58).  En muchas especies de
peces, la contaminación del semen por orina durante
el estrujamiento es casi inevitable debido a la
proximidad entre el ducto espermático y el uréter, esta
contaminación frecuentemente causa alteración de la
calidad del semen y puede ser responsable de las
variaciones en la calidad espermática (15) y
posiblemente puede incidir sobre los  resultados de la
crioconservación.  Tal es el caso del pez marino Psetta
maxima, donde la contaminación del semen con orina
artificial, produjo disminución en el inicio de la movilidad
espermática y en las reservas endógenas de ATP (15).

Diluyentes

Diferentes diluyentes se han usado para la
crioconservación de semen en teleósteos, entre éstos
se destacan el medio kurokura, el diluyente Ocean Pout,
la solución salina de inhibición de movilidad espermática
tamponada, solución salina balanceada Hanks libre de
calcio (CF-HBSS) y el diluyente de Stein y Bayrle.
Estas soluciones generalmente son suplementadas con
albúmina sérica, leche en polvo, suero fetal bovino o
yema de huevo de gallina (véase Tabla 1).  Esta última
posee acción termoprotectora, la cual es ejercida por
la fracción lipídica compuesta por lecitina y cefalina y
una acción conservadora, dada por la fracción
lipoproteíca.  Los azúcares como la glucosa y fructosa
suministran energía a los espermatozoides para los
procesos vitales y aportan sustitutos de electrolitos para
el mantenimiento de la presión osmótica (47).

En Piaractus brachypomus la utilización de DMSO
al 10% con diluyente basado en yema de huevo y
metanol al 10% con leche en polvo, fueron las
soluciones que mejor conservaron las características
seminales, mostrando porcentajes de fertilidad
aceptables.  El etilenglicol a concentración del 5% con
leche en polvo, presentó el mejor índice de fertilidad
(41).  Lo anterior indica que los efectos ejercidos por
los diluyentes pueden ser muy variables aun cuando
son utilizados con los mismos crioprotectores.

Crioprotectores

El DMSO, comparado con otros crioprotectores,
parece ser el más utilizado en teleósteos; sin embargo,
los resultados aun muestran gran variabilidad. Esta

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

Al parecer en algunas especies como
Oncorrhynchus mykiss, la utilización de DMSO o
dimetil acetamida (DMA), permiten obtener resultados
satisfactorios (5, 6, 52).  La combinación de DMSO
con otros crioprotectores también ha sido evaluada.
Cortés (13) realizó la caracterización y
crioconservación de semen de P. brachypomus, donde
los crioprotectores que mostraron los mejores
resultados fueron el DMSO y la mezcla de glicerol
con DMSO.  A diferencia de los buenos resultados
obtenidos con DMSO en P. brachypomus, otros
autores realizaron la caracterización del semen de
Prochilodus reticulatus y evaluaron la movilidad
después de la conservación en frío, se observó que el
metanol como crioprotector mantuvo porcentajes de
movilidad superiores al 80% en comparación a los
obtenidos con DMSO (8).

En segundo lugar de utilización para la
crioconservación espermática en teleósteos lo ocupa
el metanol. Este alcohol ha sido utilizado en especies
como Hucho hucho (30), Ictalurus furcatus (7),
Clarias gariepinus (58) y Tunakia limbata (43), pero
los resultados obtenidos han sido menos homogéneos
que los observados con DMSO en otras especies, con
rangos entre 0 y 91% de fertilidad.

Al parecer el metanol suele ser menos tóxico en
unas especies que en otras y su efecto puede ser
atribuido a su capacidad de salir y entrar más
rápidamente de la célula que otros criopreservantes
(54), o su acción puede verse potenciada al combinarse
con otras sustancias como suero fetal bovino, puesto
que éste produce cierto nivel de protección, tal vez
como amortiguador del choque osmótico al cual es
sometida la célula durante la congelación, y puede de
igual forma facilitar la más rápida penetración del
metanol en la célula, lo cual podría conducir a un menor
daño de la membrana espermática por formación de
cristales de hielo (54).

Osmolaridad

En O. mykiss se observó un aumento significativo
en el daño espermático de muestras de semen
utilizando DMSO (1625 a 1778 mOsm/kg) y expuestas
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a soluciones hipoosmóticas de activación, aún cuando
después de la crioconservación, la viabilidad celular
no pareció haber sido afectada.  Las tasas de fertilidad
alcanzadas en este mismo estudio son consistentes con
el incremento observado en la susceptibilidad al choque
hipoosmótico, pero no con la proporción de células vivas
medidas antes de la exposición hipotónica, demostrando
esto que el criodaño subletal no es detectado por los
procedimientos estándares de viabilidad espermática
(10). Lo anterior podría explicar las bajas tasas de
fertilidad obtenidas con muestras de semen congelado
en las cuales se han determinado previamente
porcentajes de viabilidad altos.

Dzuba y Kopeika (17), proponen la hipótesis que
los espermatozoides de peces marinos son más
resistentes a la crioconservación debido a su capacidad
de resistencia a cambios en el volumen celular durante
la activación, en condiciones no isotónicas.
Espermatozoides de Mugil soluy B., fueron
sucesivamente activados a través de un amplio rango
de presiones osmóticas (0-2000 mOsmol/l), teniendo
un porcentaje de movilidad después de la congelación
de 90%, mientras que espermatozoides de Cyprinus
carpio sólo respondieron a la activación dentro de un
rango más estricto (0-300 mOsmol/l), con
espermatozoides móviles solo en un 30% después de
la congelación (17).

La resistencia a los cambios osmóticos en los
espermatozoides de peces marinos puede radicar en
la composición bioquímica de la membrana plasmática,
ya que en estas especies existe una mayor relación de
colesterol/fosfolípidos en comparación con peces de
agua dulce (17). Además, la disponibilidad de colesterol
en la membrana puede permitirle una mayor estabilidad
en los procesos de extensión y contracción a la cual
se ve sometida durante la crioconservación y posterior
descongelación.  Lo anterior contradice lo reportado
por Labbé y Maisse (25), donde la baja relación de
colesterol/fosfolípidos y proteínas de membrana es
utilizada para explicar la crioresistencia en
espermatozoides de trucha arco iris.

Velocidad de congelación

La congelación espermática en vapores de NL es
tal vez la técnica más utilizada en peces (33, 53, 62).
No obstante, la congelación directa en hielo seco a
–79 ºC y luego la inmersión en  NL a –196 ºC, también
es utilizada, aunque con menos frecuencia y casi

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

Aunque la velocidad de congelación es una de los
factores más críticos en el proceso de crioconservación
de semen, esta es la variable menos estandarizada en
los estudios de crioconservación seminal en peces (48).
El semen de Ctenopharyngodo idella sometido a una
velocidad de congelamiento lenta de 8 ºC/min  produjo
mayor movilidad postdescongelación al ser comparada
con el semen de Hypophtalmichthys molitrix bajo
las mismas condiciones (31).  Mejores porcentajes de
fertilidad se obtuvieron en semen de los salmónidos
Thymallus thymallus y H. hucho al ser sometido a
congelación con una velocidad de enfriamiento rápida
(30).  En la congelación de semen de Brycon
siebenthalae, se observó 69% de movilidad
espermática postdescongelación, al ser utilizada una
curva de congelación lenta o de descenso gradual de
temperatura (44).

Velocidad de descongelación

La descongelación de pajillas se realiza por
inmersión en baños de agua; la combinación de tiempos
y temperaturas, puede ayudar a disminuir el efecto de
recristalización presentado por las células espermáticas
y el efecto térmico sobre la membrana plasmática.

El rango de temperaturas de descongelación en
semen crioconservado en peces es muy amplio,
variando desde temperaturas cercanas a las de
refrigeración de 4 ºC hasta temperaturas por encima
de los 80 ºC (23).  Tiersch (54), evaluó la
descongelación de semen de Xyrauchen texanus
utilizando 20 ºC por 9 seg, 30 ºC por 8 seg y 40 ºC por
7 seg; los resultados no revelaron diferencias
significativas entre los tratamientos al evaluar la
movilidad postdescongelación, pero sí cuando se utilizó
18 ºC por 390 seg, donde la movilidad se vió
significativamente disminuida.  Lo anterior podría
sugerir que temperaturas más altas de descongelación
son viables, dentro de un rango de tiempo corto, lo que
coincide con una velocidad de descongelación rápida,
que puede evitar que procesos dinámicos dentro de la
membrana espermática aumenten su fragilidad.

La descongelación muestra ser uno de los
parámetros más sensibles durante la crioconservación
de semen.  En salmónidos, como el Esox lucius, ligeras
desviaciones de las condiciones óptimas, reducen
significativamente las tasas de fertilización (29).
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Los rangos de temperaturas de descongelación son
diferentes dentro y entre especies. Es probable que
las temperaturas óptimas puedan estar relacionadas
directamente con las temperaturas del agua en la cual
los peces desovan; es decir, temperaturas de
descongelación más bajas para peces de agua fría y
más altas para peces de agua cálida, lo que podría
estar además influenciado por las características de
distribución de los fosfolípidos en la membrana
espermática. Vladic y Jarvi (59), observaron en Salmo
salar y en S. trutta que la duración de la movilidad
espermática en el momento de la fertilización fue
máxima cuando se descongeló a 2 º C.

Estudios del criodaño sobre espermatozoides
en peces

Debido a su heterogeneidad, los espermatozoides
de los peces ocupan un sitio especial en la historia de
la criobiología.  La diversidad evolutiva y las grandes
diferencias en alimentación, naturaleza física y química
de su hábitat, han conducido a diferencias considerables
entre la fisiología, la bioquímica y las propiedades
morfológicas de los espermatozoides de diferentes
especies (16).  Actualmente varias investigaciones
dirigidas a evaluar el criodaño sobre las células
espermáticas, esclarecen algunos efectos.

Efectos sobre la bicapa lipídica

Los fosfolípidos hacen parte del 65-70% del total
de la membrana, los cuales le pueden conferir fluidez,
pero también mayor inestabilidad, que es contrarrestada
por las cantidades variables de colesterol.  Los
fosfolípidos adoptan configuraciones inusuales, con una
alta proporción de plasmalógenos, que contienen
enlaces éter en los ácidos grasos en vez de enlaces
éster.  (23).

Se ha sugerido que el estrés térmico sobre la
membrana plasmática durante el enfriamiento resulta
en la transición de la fase líquida a una fase de gel en
los fosfolípidos de membrana.  Como resultado de esta
transición, las proteínas integrales de membrana pueden
ser excluidas de dominios de lípidos de fase de gel y
son agrupadas, algunas veces de forma irreversible.
La actividad de muchas enzimas asociadas a
membrana se reduce, así como la tasa de difusión de
proteínas por lateralización dentro del plano de la bicapa,
reduciendo de este modo la eficiencia de los procesos
relacionados con difusión (26).

Durante la exposición al frío se ha observado
reducción en la proporción de ácidos grasos saturados
e incremento en la proporción de ácidos grasos
insaturados.  Cuando aumenta la temperatura, la
relación de fosfatidilcolina/fosfatidiletanolamina y los
contenidos de colesterol se correlacionan
positivamente; estos cambios originan una
reorganización de la membrana, lo que ayuda a la célula
a sobrevivir a las nuevas temperaturas (25).  Se ha
reportado que las membranas de los espermatozoides
de peces marinos son más resistentes a la congelación
que los de agua dulce, debido al alto contenido de
fosfolípidos y al bajo contenido de ácidos grasos
poliinsaturados (53).

En O. mykiss se demostró que un largo período de
aclimatación térmica induce algunas modificaciones
de los patrones de ácidos grasos de los fosfolípidos de
la membrana plasmática de los espermatozoides (24),
pero no se explicó cómo estas modificaciones podrían
alterar la calidad espermática.  Sin embargo, esto
podría ser el resultado del cambio fisiológico que sufren
los animales poiquilotermos para mantener la fluidez
de la membrana, donde la composición de los ácidos
grasos y la proporción de moléculas de colesterol con
respecto a los fosfolípidos y esfingolípidos se modifica
en función de la temperatura del ambiente (51).

En estudios con trucha arco iris mantenidas en agua
a 18 ºC y transferidas a 13 ºC, luego de 42 días, se
observó una mejor resistencia a la crioconservación,
los espermatozoides mantuvieron bajos contenidos de
colesterol en la membrana plasmática, esta baja
cantidad de colesterol se correlacionó con una mejor
capacidad de fertilización de los espermatozoides
después de la crioconservación, de igual forma se
estableció una correlación negativa significativa entre
el porcentaje de fertilización después de la
crioconservación y la correspondiente relación molar
colesterol/fosfolípidos (25).

Experimentos empleando microscopía electrónica
de criofractura en espermatozoides de O. mykiss y
Salmo trutta, mostraron en espermatozoides no
sometidos a congelación, una distribución homogénea
de partículas sobre la superficie protoplásmica, en
algunos casos agregaciones de partículas en la región
del cuello y una banda longitudinal consistente de
partículas en la cola.  A diferencia de lo anterior, en
espermatozoides sometidos a congelación, se
observaron partículas que fueron agrupadas dentro de
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clusters o grupos en la superficie protoplásmica de la
cabeza y la cola.  La crioconservación induce una fase
de transición en los lípidos de la membrana
citoplasmática de la célula y se da una redistribución
espacial de sus componentes, por el proceso de
separación lateral de lípidos y la agregación de proteínas
de membrana (16, 53).

Los cambios que ocurren en la membrana
plasmática de espermatozoides de O. mykiss pueden
afectar probablemente su integridad fisiológica después
de la descongelación, aunque esto puede ser reversible.
La extensión del daño en la membrana y la probabilidad
de su recuperación después del descongelamiento,
pueden depender de la distancia recorrida por las
partículas desde su sitio fisiológico normal hasta el lugar
de formación de los grupos (16).

El daño en áreas de la superficie celular, donde no
se forman grupos, aparentemente es debido a una
pobre diferenciación de la membrana, en la cual no
ocurre el proceso de difusión lateral de moléculas,
conllevando a su deformación y daño celular,
comparado con los espermatozoides con alta
diferenciación de membrana que sí permiten la
formación de grupos (16).  Con lo anterior se podría
pensar que el proceso de difusión lateral de moléculas
(lípidos y proteínas), permite una estabilización
transitoria de la membrana plasmática durante el
proceso de crioconservación, donde la distribución
homogénea de partículas y la relación de fosfolípidos
y proteínas hacen posible la reversión exitosa de la
célula espermática para conservar su capacidad
fertilizadora.

Efectos sobre la integridad mitocondrial

Ogier de Baulny et al (42) propusieron, que aparte
de los problemas sobre la integridad celular durante el
ciclo congelación - descongelación, las alteraciones de
la membrana plasmática pueden también afectar su
viabilidad para fusionarse con la membrana del oocito,
de igual manera, se ve afectada la organización
mitocondrial pudiendo conllevar a la disminución de la
movilidad espermática.

La integridad mitocondrial juega un papel importante
en la activación espermática, ya que esta suministra la
energía en forma de ATP necesaria para un prolongado
tiempo de activación.  Procedimientos de congelación
– descongelación de espermatozoides de trucha arco
iris inducen disminución en la producción de ATP, la

cual varía con el crioprotector utilizado.  Esta
disminución puede resultar del estrés osmótico durante
la adición del crioprotector o el congelamiento del agua
externa. Las diferencias entonces en la capacidad entre
el glicerol y el metanol para prevenir la disminución en
la síntesis de ATP, pueden ser parcialmente explicadas
por el hecho de que el medio de congelación con glicerol
permite los más altos valores de osmolaridad y con el
metanol los más bajos (42).

En O. mykiss se evaluó la integridad de la
membrana plasmática del espermatozoide y la función
mitocondrial por medio de citometría de flujo al ser
expuestas a congelación con diferentes crioprotectores.
El mejor crioprotector para mantener la integridad de
membrana y la función mitocondrial fue el DMSO a
una concentración de 5 y 10% con un 45% de
espermatozoides con membrana intacta y 18% de
espermatozoides con membrana y función mitocondrial
intacta, la variabilidad en las respuestas a los
criopreservantes puede estar dada por el nivel de
toxicidad de cada uno sobre la célula (42).

Cambios morfológicos determinados por
microscopía electrónica de barrido, revelan daño en la
pieza media del espermatozoide post descongelación,
conllevando la formación de protuberancias o
ensanchamientos de la membrana en esta zona como
resultado de la pérdida de la envoltura densa de las
mitocondrias (62).  La formación de protuberancias
también ha sido determinada en el flagelo y la cabeza
del espermatozoide, con pérdida de cromatina nuclear
(53), dándose una pérdida de la funcionalidad
mitocondrial y una disminución de las reservas de
energía necesarias para el movimiento flagelar del
espermatozoide, comprometiendo la osmoregulación
celular.

Efecto sobre el material genómico

Además del estudio de los efectos sobre las
membranas plasmática, nuclear y sobre las
mitocondrias, el daño producido por la crioconservación
en el material genómico debe empezar a ser
considerado para encontrar posibles correlaciones
entre el desarrollo de los primeros estados embrionarios,
las tasas de fertilidad, la sobrevivencia y el desempeño
larval.

La técnica de electroforesis alcalina en gel de
células individuales, ha sido utilizada en
espermatozoides de O. mykiss sometidos a congelación
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para determinar la fragmentación del ADN. En estos
estudios, el porcentaje de núcleos espermáticos
crioconservados con ADN alterado, estuvo relacionado
inversamente con la tasa de fertilización; sin embargo,
a esta alteración no puede atribuírsele absolutamente
la disminución en la capacidad de fertilización de los
espermatozoides (27).

El incremento en la proporción de células con ADN
alterado después de la crioconservación, puede llegar
a ser más bajo que el incremento en la proporción de
espermatozoides reportados con daño en membrana y
daño en mitocondria (42).  El daño entonces en el ADN
podría ser solamente un componente menor del daño
causado a las células por crioconservación (27).
Aunque son variados los efectos del proceso de
crioconservación sobre la célula espermática, éstos no
pueden ser considerados como únicos e independientes
y, en una mayor proporción, la combinación de ellos
implica un aumento o disminución de la capacidad
fertilizante del espermatozoide.

Expectativas de investigación

La emergencia alimenticia a la cual se ha visto
sometida la población mundial por el incremento de la
tasa de natalidad, especialmente en los países en vía
de desarrollo, ubican a la piscicultura como una
herramienta para suplir la demanda de proteína
requerida para las necesidades nutricionales de la
población (19).

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

Actualmente nos vemos sometidos a ciclos
estacionarios de reproducción, lo que limita la
disponibilidad de semilla (alevinos) durante todo el año,

de aquí surge la necesidad de implementar
investigaciones ya sea ampliando los ciclos
reproductivos por medio de su manipulación en
cautiverio (domesticación) y el uso de inductores
hormonales y la crioconservación de gametos, que
puede perfilarse como la mejor herramienta a más corto
plazo.

Sin embargo, la implementación de herramientas
biotecnológicas como la crioconservación, involucran
la necesidad de investigación sobre la biología
reproductiva y especialmente sobre las características
seminales de las especies. Por tal razón se hace
prioritario esfuerzos sobre el conocimiento de las
características seminales de nuestras especies nativas,
con el objetivo de adecuar las condiciones óptimas para
los procesos de crioconservación. Recientemente se
esta empezando a trabajar en especies de la Orinoquía
que pueden representar un alto valor genético y
comercial. Dentro de estas cabe destacar a la barbilla
(Rhamdia sebae c.f.), en la cual la determinación
realizada sobre sus características seminales (55)
permitirá empezar a evaluar el potencial para su
crioconservación.

En cuanto a crioconservación, actualmente se hace
necesario identificar y precisar varios aspectos como
son los mecanismos de interacción entre los
crioprotectores y la membrana espermática y su
relación con la osmolaridad seminal, las curvas de
congelación, las concentraciones de crioprotectores,
la optimización del uso de macropajillas y sus
temperaturas de descongelación para su utilización a
corto tiempo a nivel comercial y la relación eficiente
de espermatozoide – huevo.

Las investigaciones a nivel celular, pueden aportar
información que mejore significativamente la
estandarización de los protocolos de congelación en
semen de peces, sin embargo, la implementación de
investigaciones de campo puede permitir un desarrollo
mayor de estas herramientas en un tiempo más corto.
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Summary

General aspects of the spermatic cryopreservation in teleosts

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

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