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Criopreservacion
en peces marinos

Cryopreservation
in marine fish

El presente documento es una revision del conocimiento desarrollado
hasta ahora sobre teoria y técnicas sobre criopreservacion de peces
marinos. La criopreservacion se ha consolidado como una herramienta
eficaz en la conservacion del material genético de diversas especies con

relevancia comercial, ecoldgica o que presenten problemas de

extincion. La efectividad del protocolo puede ser determinada mediante

el monitoreo de la calidad y viabilidad de las muestras conservadas en

condiciones criogénicas. Se sugiere explorar el uso y la

comercializacion responsable de semen crioconservado e impulsar el

desarrollo de técnicas para criopreservacion con el objetivo de ampliar

4 )
a OPEN ACCESS

Este es un articulo de
acceso abierto distribuido
bajo los términos de Ila
Licencia Creative Commons
Atribuciéon-No Comercial-
Compartir igual (CC  BY-
NC-SA  4.0), que permite
compartir y adaptar siempre
que se cite adecuadamente la
obra, no se utilice con fines
comerciales y se comparta
bajo las mismas condiciones
que el original

J

Palabras clave: Crioperservacion, Peces.

las herramientas disponibles para su uso en granjas acuicolas.
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C ABSTRACT

This document reviews the knowledge developed to date on the theory
and techniques of marine fish cryopreservation. Cryopreservation has
established itself as an effective tool for conserving the genetic material
of various species with commercial or ecological relevance, or those
facing extinction problems. The effectiveness of the protocol can be
determined by monitoring the quality and viability of samples preserved
under cryogenic conditions. It is suggested that the responsible use and
marketing of cryopreserved semen be explored, and that the
development of cryopreservation techniques be promoted, with the goal

of expanding the tools available for use in aquaculture farms.

Keywords: Cryopreservation, Fish

INTRODUCCION

La criopreservacion se ha consolidado como una herramienta eficaz en
la conservacion del material genético de diversas especies con
relevancia comercial, ecologica o que presenten problemas de extincion
(Magnottietal., 2018; Judyckaetal.,2019). Los beneficios de la técnica
se han visto reflejados en diversas especies marinas de interés comercial
(Paniagua-Chavez et al 2011), principalmente en la optimizacién de
programas utilizados en el cultivo de peces, en la facilidad de
intercambio genético entre centros de produccion de organismos y en el
resguardo de lineas genéticas relevantes para la investigacion enfocada
en el mejoramiento de poblaciones de interés comercial (Cabrita et al.,
2010; Yongshengetal., 2020).

Durante el proceso de la criopreservacion, material biologico es
mantenido en ultra-bajas temperaturas (-196 °C) en nitrégeno liquido,
esto con el proposito de bajar su tasa metabolica sin afectar su viabilidad
y poder restituirla en el momento mas oportuno (Cabrita et al., 2022).
Bajo estas condiciones, el material biologico preservado presenta un
estado similar a la animacién suspendida en donde las actividades
biologicas de la célula se detienen, incluyendo las reacciones

bioquimicas responsables de la degradacion del ADN (Hagedorn et al.,

- 2018; Betsy y Kumar, 2020). @
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No obstante, durante este proceso es recomendable tener bajo control los
cambios bruscos de temperatura, la formacidén de hielo y el estrés
osmadtico, los cuales pueden comprometer los mecanismos biologicos y
bioquimicos en estos sistemas y ocasionar dafios irreversibles
(Hazevehei et al 2018; Contreras et al., 2019). Por tanto, el uso de
diluyentes o soluciones extensoras (SE), asi como aditivos formulados
especificamente para mantener la viabilidad, conocidos como Agentes
crioprotectores (ACP), son determinantes en los sistemas bioldgicos que
pretenden ser preservados en estas condiciones de temperatura
(Hazevehei et al 2018). Finalmente, la efectividad del protocolo puede
ser determinada mediante el monitoreo de la calidad y viabilidad de las
muestras conservadas en condiciones criogénicas (Medina-Robles et al.,
2020):

Diluyentes

Las SE son diluyentes cuya que poseen la funcion de evitar el deterioro
de las funciones bioldgicas durante condiciones criogénica,
generalmente de caracter especie-especifico (Contreras et al., 2019). La

composicion quimica de estos diluyentes es muy variada, sin embargo,

en el caso de peces, se recomienda esté en funcion de la composicion del
plasma seminal de la especie en cuestion (Bobe y Labbe 2009; Paniagua-
Chavez et al 2011) y precisamente la especificidad de los protocolos se
debe a que las caracteristicas bioldgicas del esperma varian dependiendo
de caracteristicas especificas de los organismos (Magnottietal., 2018).

En espermatozoides de peces, los diluyentes utilizados pueden ser

- ~N simples (1-2 ingredientes) o de composicion compleja, cuando se

a OPEN ACCESS mezclan varios aditivos (Betsy y Kumar 2020). Su funcién es mantener
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J durante la congelacion y descongelacion de las células (Bustamante- @
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Gonzalez et al., 2019). Debido a la diversidad bioldgica entre especies
acuaticas, los protocolos de crioconservacion, incluida la eleccion y
concentracion de los crioprotectores, deben ser especificos para cada

especie (Martinez-Paramo etal., 2017).

Evaluacion de calidad del esperma

Durante la criopreservacion las células estan sometidas a procesos que
causan varias formas de estrés (como el choque por frio, las tasas de
enfriamiento y congelacion, la composicion del diluyente y el estrés
osmético). Estos procesos provocan “criodafios” las cuales pueden
variar en severidad, desde letales hasta subletales lo que causa una
disminucioén en la calidad del material criopreservado (Boryshpolets et
al., 2020). Es por esto que se han desarrollado varios parametros para
medir la calidad (motilidad) y viabilidad de las células criopreservadas.
Motilidad espermdtica

Lamotilidad espermadtica se reconoce actualmente como el biomarcador
mas usado para evaluar la calidad del esperma en peces, ya que refleja la
capacidad de los espermatozoides para desplazarse y, por tanto, la
probabilidad de éxito en la fertilizaciéon (Medina-Robles et al., 2020;
Ciereszko et al., 2020). Una clevada motilidad, entendida como
movimiento progresivo hacia adelante se correlaciona de manera
consistente con mayores tasas de fertilizacion y eclosidon en diversas
especies (Thilak-Pon-Jawahar y Betsy 2020). Ademas, la velocidad de
desplazamiento de los espermatozoides se asocia directamente con su
habilidad para fecundar el 6vulo, dado que este movimiento es
indispensable para que la célula alcance el sitio de la fecundacion
(Medina-Robles et al., 2020; Thilak-Pon-Jawahar y Betsy 2020). Por lo
tanto, el porcentaje de espermatozoides mdviles y su velocidad media
constituyen indicadores objetivos y predictivos de la viabilidad
reproductiva post-congelacion (Medina-Robles et al., 2020; Ciereszko
etal.,2020).

Integridad de membrana

En el espermatozoide la membrana plasmatica desempefia un papel

crucial en la regulacion de la concentracidn intracelular de iones, lo cual
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es esencial para la motilidad espermatica mediante diversas vias de
sefializacion, por lo que su integridad es fundamental y se utiliza
ampliamente como un parametro de viabilidad espermatica
(Horokhovatskyi etal.,2016). Los métodos utilizados para la evaluacion
de la integridad de membrana se basan en la tincion dual con colorantes
fluorescentes que permite distinguir entre células con membranas
integras y dafiadas, esto es posible debido a que la membrana plasmatica
esta compuesta por una delgada bicapa lipidica que actua como barrera
protectora con permeabilidad selectiva lo que causa que las células con
membranas dafiadas permitan el ingreso de los colorantes (Carton-
Garciaetal.,2013; Figueroaetal.,2016).

Integridad de mitocondria

Laintegridad mitocondrial, por su parte, desempefia un papel esencial en
la funcionalidad espermatica, especialmente bajo condiciones de
criopreservacion. Esto debido a que los espermatozoides de peces
disponen Unicamente de reservas de ATP suficientes para mantener la
motilidad por cortos periodos y, por tanto, la calidad de las mitocondrias
y sus reservas energéticas resultan determinantes para el éxito de la
fecundacion (Bustamante-Gonzalez et al., 2019). Durante el proceso de
congelacion, las estructuras mitocondriales pueden verse drasticamente
afectadas lo que conduce a una disminucion del ATP necesario para el
movimiento flagelar y, por ende, a una pérdida de motilidad (Cabrita et
al.,2022).

Integridad de ADN

La integridad del ADN espermatico constituye otro pilar fundamental
para la transferencia 6ptima de informacion genética a la siguiente
generacion, ya que el espermatozoide debe transportar el ADN paterno
al ovulo sin que se produzcan rupturas o alteraciones en la cromatina,
pues cualquier dafio en el ADN puede repercutir negativamente en la
fertilidad y en el desarrollo embrionario (Bustamante-Gonzalez et al.,
2019). Lacriopreservacion, a través de la formacion de cristales de hielo,
el estrés osmdtico y el estrés oxidativo, puede inducir dafios en la
estructura del ADN sin necesariamente afectar otros parametros de

calidad como la motilidad (Martinez-Paramo et al., 2009; Gallego y

Cimar 2025, 06 https://revistas.uas.edu.mx/index.php/CIMAR
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Criobancos

La criopreservacidon en una herramienta ampliamente utilizada en los
criobancos o bancos de recursos genéticos son instituciones en las cuales
se preserva el material genético de multiples organismos en ultra-bajas
temperaturas. A nivel mundial, operan criobancos como el Frozen Ark
Consortium (Reino Unido), Cryo-Brehm (Alemania), RIFCH Bank
(Republica Checa), CryoAqua (Francia), USDA-NAGP (EE. UU.) y
EMBRAPA (Brasil), que buscan conservar la diversidad genética
principalmente de especies endémicas (Martinez-Paramo et al., 2017).
En México, se ha establecido el Centro Nacional de Recursos Genéticos,
que forma parte del Sistema Nacional de Recursos Genéticos. Los
objetivos del CNRG incluyen preservar y proteger los recursos genéticos
del pais, asi como contribuir y promover el uso ordenado y racional de los
recursos genéticos de México (Paniagua-Chéavezetal 2011).

Las investigaciones en crioconservacion han abarcado diferentes formas
de material genético en peces, incluyendo espermatozoides, células
somaticas, células germinales, ovocitos y embriones. Sin embargo, el
material genético mas comuinmente crioconservado son los
espermatozoides, esto debido a su pequefio tamafio y relativa resistencia
al enfriamiento, ademds de ocupar menos espacio de almacenamiento
(Medina-Robles etal.,2020; Cabritaetal.,2022).

Criopreservacion de germoplasma de peces marinos

La criopreservacion de esperma en peces marinos se encuentra menos

desarrollada en comparacidn con las especies de agua dulce, esto debido

4 )
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OPEN ACCESS
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conservacion para distintas especies de peces.

En la siguiente tabla (Tabla 1) podemos observar protocolos
simplificados de criopreservacion de algunas especies de importancia
comercial, en esta tabla podemos observar que, a pesar de que los
organismos pertenezcan a una misma familia, estos varian tanto en la

solucion extender a utilizar como en el agente crioprotectante mas

Tabla 1. Familias con especies que poseen protocolos de criopreservacion. Protocolos de

Familia Especie SE v ACP Dilucion Cita
Lutianus analis Solucion C v 13 Sanches et al.
4 DMSO 10% : (2013)
. Ringery i Vuthiphandchai
—— L. argentimaculatus DMSO 10% 1:1 etal (2009)
’ L. campechanus c£-HBSS y 13 Riley et al.
' P DMSO 10% ’ (2004)
I symacris Solucion C v 13 Sanches et al.
- SYnagy DMSO 10% ) (2015)
. ] . NaCl vy i Gwo et al.
Scombridae Thurnus orientalis Metanol 10% 1:9 (2005)
Mounib vy .
Gadus morhua Propilenglicol 13 Rideout et al.
10% (2004)
Gadidae .
Mounib v .
Melanogrammus Provilenslicol 13 Rideout et al.
aeglefinus °p‘1 gf}f 1o : (2004)
Epinephelus LG-ASP2 vy i .
bruneus Glicerol 10% 12 Lim y Le (2013)
L NaCl vy i Peatpisut v Bart
N E coioides 1 palosal5% L (2010)
priephiehdas E NaCl, BSA v L9 Cabrita et al.
- moara DMSO 10% : (2009)
E. septemfasciatus 0oL DVO0 149 Kohetal (2010)
Pa maior HBSS v 13 Chen et al.
Soarid grus ma DMSO 15% : (2010)
pandae s . NaCly DMSO L6 Cabrita et al.
parus aurata 0% : (2005)
. Hippoglossus MIE v i Babiak et al.
Pleuronectidae hippoglossus  Metanol 10% 12 (2008)
. Lateolabrax Ringer y ] .
Lateolabracidae aponicus DMSO 10% 11 Tietal (2004)

que el original
J
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De cara al futuro

La criopreservacion aun estd en la busqueda de mejorarse a si misma 'y
para esto, algunos autores proponen la estandarizacion de metodologias,
instrumentacidon y variables de calidad espermdtica que permitan
generar protocolos transferibles al sector productivo (Martinez-Paramo
et al., 2017; Medina-Robles et al., 2020). Por otro lado, es fundamental
promover bancos de recursos genéticos para especies icticas nativas,
acompafiados de la adecuada identificacion genética y evaluacion
molecular de dafios celulares, garantizando asi la calidad del material
preservado (Medina-Robles et al., 2020). Por ultimo y no menos
importante, se sugiere explorar el uso y la comercializacion responsable
de semen crioconservado, e impulsar el desarrollo de técnicas para
criopreservacion con el objetivo de ampliar las herramientas disponibles

parasuuso en granjas acuicolas (Cabritaetal.,2022).
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