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Introduccién

La aplicacion de la biotecnologia en el control de los procesos reproductivos se ha convertido en una herramienta de suma
importancia para el mejoramiento de la produccion animal y conservacion de las especies. La crioconservacion se define
como una técnica para la conservacion de tejidos, células u otros materiales biolégicos a muy baja temperatura
(generalmente a -196° C), a la cual permanecen genéticamente estables y metabdlicamente inertes. Entre las células mas
comunmente sometidas a procesos de crioconservacion se encuentran los espermatozoides de diferentes especies
domésticas y silvestres, los cuales han sido ampliamente utilizados en los procesos de inseminacion artificial y fertilizacién
in vitro, tanto en programas de mejoramiento genético como de conservacion.

Durante los Gltimos 20 afios la publicacion de articulos cientificos sobre crioconservacion de semen de especies acuaticas
ha presentado un aumento continuo (Figura 1). Segun Tiersch y Masik (2000), entre 1953 y 1996 se han publicado mas de
185 articulos cientificos sobre este tema, involucrando aproximadamente 83 familias diferentes, siendo los salménidos la
familia mas estudiada (36% de todos los reportes). Estos resultados contrastan con los reportes publicados en especies
tropicales, en las cuales ha sido incipiente el desarrollo y aplicacion de esta tecnologia.
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Figura 1. Variacion del niumero de publicaciones en periddicos internacionales sobre crioconservacion de semen de peces,
durante los quinquenios correspondientes al periodo 1950 - 2005. Adaptado de Tiersch y Masik (2000).

Igual que en muchas especies de interés zootécnico, la crioconservacion de gametos de peces ofrece importantes
ventajas para la industria de la acuicultura. En primer lugar, aumenta la posibilidad de reproducir especies por fuera de su
estacion reproductiva, facilita el movimiento e intercambio de material genético entre productores, mejora la eficiencia en
la utilizacion de parentales y contribuye a la conservacion de las poblaciones silvestres, al disminuir la captura de
reproductores del habitat natural de la especie (Medina-Robles et al., 2005a). Otras ventajas que pueden derivarse de la
aplicacion de esta tecnologia en teledsteos, son las siguientes:

1 Mejoramiento genético a través de la utilizacion masiva de los mejores reproductores. 2 Incremento de la proteccion



sanitaria, permitiendo la introduccion de nuevas lineas genéticas con minimo riesgo de transmisién de patégenos a los
sistemas de produccion. 3 Suministro permanente de gametos para la 6ptima utilizacién en criaderos o en investigacion. 4
Facilidad de transporte de material genético entre criaderos, realizando proteccién genética con gametos y embriones
crioconservados.

En el ambito internacional son muchas las especies de peces de interés comercial cuyos gametos, particularmente
espermatozoides, han sido crioconservados exitosamente (ver anexo 1). En contraste, la crioconservacion de semen de
peces en Colombia es un campo relativamente nuevo, en el cual todavia no se ha logrado muchos progresos practicos a
escala comercial. De hecho, hasta la presente ninguna de las granjas nacionales dedicadas a la produccién comercial de
alevinos emplea rutinariamente semen crioconservado en sus procesos de fertilizacion, recurriendo siempre a
reproductores mantenidos en cautiverio o, en la mayoria de los casos, a ejemplares capturados y retirados de su habitat
natural. Sin embargo, durante los dltimos afios el Instituto de Acuicultura de la Universidad de los Llanos ha ejecutado
varios proyectos de investigacion, orientados principalmente a la crioconservacion de semen de peces nativos tropicales,
tales como cachama blanca (Piaractus brachypomus), yamu (Brycon amazonicus) y bagre rayado (Pseudoplatystoma
fasciatum). El presente documento, describe los procedimientos utilizados en estas especies, asi como los resultados mas
importantes.

Procedimiento para la crioconservacion de semen de peces

El procedimiento para la crioconservacion de semen de peces en términos generales no varia mucho entre las diferentes
especies. Las principales etapas del proceso se describen a continuacion.

1.Seleccion de los reproductores

Para la obtencion del semen deben seleccionarse individuos sexualmente maduros y durante la época reproductiva de la
especie. Los reproductores deben ser revisados periodicamente con el fin de identificar aquellos que presenten signos de
seminacion después de un suave masaje abdominal en sentido craneo-caudal. La presencia de semen en la papila genital
indica que el individuo ha alcanzado la madurez gonadal y por lo tanto, puede ser sometido al tratamiento hormonal para
inducir la espermiacion (Arias et al., 2002).

Los animales preseleccionados son llevados a estanques pequefios o piletas de manejo, donde son identificados,
pesados y medidos (longitud total). Inicialmente se realiza la estimacion indirecta de la concentracion espermatica por
medio del espermatocrito. Para el caso del yamu (B. amazonicus) se deben seleccionar animales con espermatocrito
mayor de 12%, los cuales son posteriormente sometidos al tratamiento hormonal para la maduracion final de las génadas
y la espermiacion, utilizando una Gnica inyeccion intramuscular de extracto de hipdfisis de carpa (EHC), equivalente a 4
mg.kg-1 de peso corporal. La hormona se diluye en solucién salina fisiologica, hasta un volumen suficiente para
administrar entre 0.5 y 1.0 mL por animal.

2.0btencién del semen

El semen se obtiene 18 a 20 horas después de la inyeccion del EHC. Los reproductores son previamente tranquilizados
por inmersion durante 3 a 5 minutos en una solucién de 2-fenoxietanol (300 ppm, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO,
USA). Cuando los animales pierden el eje de nado se retiran inmediatamente de la solucién anestésica, y las aletas y el
abdomen deben secarse cuidadosamente para evitar el contacto del semen con agua durante su obtencién, ya que ésta
activa la movilidad de los espermatozoides. De igual manera, debe realizarse una suave presion sobre la papila urogenital,
con el objetivo de eliminar restos de agua, orina o heces. El semen es obtenido mediante masaje abdominal en sentido
craneo-caudal, colectandolo directamente en un tubo de vidrio o de plastico de 15 mL aforado, estéril y seco. El masaje es
suspendido cuando haya evidencia de contaminantes en el semen tales como sangre, bilis, orina, heces o agua. En todos
los casos, muestras contaminadas no deben procesarse, ya que estas sustancias disminuyen la calidad seminal
(Dreanno, 1998). La figura 1 ilustra la secuencia de eventos para la obtencion del semen en yamu (B. amazonicus).



Figura 1. Obtencion de semen de yamu (B. amazonicus) para crioconservacion. A, induccién hormonal con EHC via IM
para maduracion final de las gbénadas. B, tranquilizacion por inmersién en 300 ppm de 2-fenoxietanol, obsérvese la
pérdida del eje de nado como indicador del estado de tranquilizacion. C, manipulacion del animal tranquilizado. D, secado
de la regiéon abdominal, aletas y papila urogenital previo a la obtencion del semen. E, obtencién del semen por
estrujamiento en sentido craneo-caudal y recoleccién en tubos estériles aforados. Tomado de Cruz-Casallas et al., 2006.

3.Evaluacién del semen precongelacion

Después de recolectada la muestra se realiza la evaluacion seminal, con el fin de conocer la calidad del semen
precongelacion. Este procedimiento consta de una evaluaciébn macroscopica y microscopica y debe hacerse
inmediatamente después de la obtencion de la muestra.

3.1Evaluacion macroscoépica

Volumen seminal: se determina directamente en el tubo aforado de recoleccion y se expresa en mL.

Color: se registra para evidenciar la posible presencia de sustancias contaminantes, siendo blanco puro o marfil el color de
una muestra ideal.

Evaluadas las variables anteriores, la muestra debe ser mantenida a temperatura ambiente (28 + 1°C) por no mas de 30
min, tiempo durante el cual debe realizarse la evaluacion microscépica (Cruz-Casallas et al., 2005).

3.2Evaluaciéon microscopica



Concentracion espermatica: permite conocer el nimero de células espermaticas por unidad de volumen. El método mas
utilizado es el hemocitémetro, que consiste en diluir una muestra de semen con solucién salina fisiolégica (NaCl 0.9%), en
una proporcion que varia de acuerdo con la concentracion espermatica (1:1000 - 1:2000). Posteriormente se realiza el
conteo individual de los espermatozoides en una camara contadora de particulas (Neubauer o Makler).

Movilidad masal y tiempo de activacion: determina la movilidad masal de la muestra, activando una gota de semen (20 pL)
con agua (180 pL) y se registra la duracion del movimiento de los espermatozoides. Las muestras aptas para congelacion
deben presentar movilidad masal superior a 80% y un tiempo de activacion de 40 a 50 seg.

4.Congelaciéon del semen

El semen puede ser procesado individualmente o mezclando muestras provenientes de varios machos de calidad
espermatica similar. En este Ultimo caso se recomienda determinar nuevamente el nimero de espermatozoides por L,
con el fin de conocer la concentracion final del material seminal a congelar.

4.1Preparacion del diluyente

El diluyente mas utilizado es una solucién en agua destilada estéril de 5.5% (p:v) de glucosa, 12% (v:v) de yema de huevo
de gallina y 10% (v:v) de dimetilsulféxido (DMSO) como sustancia crioprotectora. La Tabla 1 muestra los porcentajes de
fertilidad observados con este diluyente, utilizando DMSO o sustancias crioprotectoras alternativas, en las tres especies
estudiadas en el Instituto de Acuicultura de la Universidad de los Llanos en Villavicencio.

Tabla 1.Composicion de los diluyentes y porcentajes de fertilidad observados en tres especies icticas de la Orinoquia
Colombiana, utilizando semen crioconservado.

_ Yemade | o5q = Crioprotector (%) | Fertilidad )
Especie huevo » Referencia
(%) (%) DMSO @ MET ETG (%)
Yamu (Brycon 12 55 10 - - 58.2+108 Cruz-
SMAIONICUS) i i Casallas et
15 - - 18.9+6.4 al, 2004
10 -- -- 54.0£3.0 Yelasco-
Santamaria
et al, 2006
Cachama blanca 12 55 10 < s 36.0+6.0 Navarro et
(Piaractus i x al., 2004
Prachyporus) -- 10 -- 16.0£3.0
-- - 51 38.0£5.0
Bagre rayado 20 55 75 2 es 350+1.0 Pinzdn-
(Pseudopiatystoma SIcinisgas
fasciatum) et al, 2005

* Este valor corresponde solamente a la movilidad espermética.
1 Diluyente a base de leche entera en polvo y agua destilada.

En el caso de los diluyentes que utilizan DMSO como crioprotector, primero se mezcla la glucosa con aproximadamente el
60% del agua destilada, previamente calentada a 37° C y luego se adiciona la cantidad total de DMSO. La yema de huevo
debe incorporarse inmediatamente antes de la utilizacién del diluyente y cuando la reaccion exotérmica del DMSO con el
agua haya terminado. Finalmente, se adiciona la cantidad suficiente de agua destilada para completar el volumen de
diluyente deseado. Es recomendable no almacenar diluyente, ya que se favorece la proliferacion bacteriana.

4.2Empacado y congelacion

Semen y diluyente se mezclan a temperatura ambiente (28 + 1° C) en proporciones que dependeran de la concentracion y
de la dosis inseminante establecida para la especie (1:4 - 1: 10, semen:diluyente). La Figura 2 ilustra el efecto del nUmero
de espermatozoides por ovocito, seminando con semen fresco (A) o crioconservado (B) en yama.
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Figura 2. Efecto del nimero de espermatozoides por ovocito seminando con semen fresco (A) o crioconservado (B) en
yamu (B. amazonicus).

Inmediatamente después se empaca en pajillas (0.5 mL o macrotubos de 4.0 mL (Minitub, Abfil - und Labortechnik GmbH
& Co., KG), las cuales deben sellarse en sus extremos con polivinilo y algodén o con esferas de acero inoxidable.

Para la congelacion, las pajillas se colocan en posicion vertical en un soporte construido con polimero de PVC y aluminio,
disefiado segun la longitud de las pajillas y la altura del termo de congelacion. La Figura 2 ilustra el soporte utilizado en el
Laboratorio del Instituto de Acuicultura de la Universidad de los Llanos.

En el caso de semen de yamu y cachama blanca, una vez dispuestas las pajillas en el soporte, se introducen en un termo
seco de vapores de nitrégeno liquido (Taylor-Wharton, CP 100, Theodore, AL, USA) durante 30 min, el cual permite una
tasa de enfriamiento rapido (27.3° C/min desde 28 a -20° C, 29.9° C/min desde -20 a -100° C, 5.5° C.min-1 desde -100 a -
196° C). Alcanzada la temperatura de crioconservacion de -196° C (30 min. después de la introduccion de las pajillas en
vapores de nitrégeno), las pajillas se trasladan rapidamente a un termo de almacenamiento (Taylor-Wharton HC 35,
Theodore, AL, USA), sumergiéndolas directamente en el nitrogeno liquido, alli te6ricamente pueden permanecer por
tiempo indefinido.

Figura 2. Soporte de polimero de PVC y aluminio utilizado para la congelacion seminal en yamui (Brycon amazonicus). Las
pajillas son ubicadas de forma vertical. N6tese la sonda de la termocoupla insertada en una de las pajillas para evaluar el
descenso de temperatura durante la congelacion.

El volumen del sistema de empaque tedricamente podria influir sobre los porcentajes de movilidad y fertilidad
posdescongelacion de semen crioconservado, sin embargo, las diferencias observadas no son estadisticamente



significativas (Tabla 2).

Tabla 2. Movilidad espermatica y porcentaje de fertilidad de semen de yamu y cachama blanca empacado en diferentes
volimenes de empaque, usando como crioprotector DMSO.

Brycon amazonicus Piaractus brachypomus

Empaque i

Movilidad Fertilidad Movilidad Fertilidad
0.5mL 35+ 2 ‘ 54+3 | 283:4 | 79516
1.8mL 39+2 43+ 2 -- -
2.5mL 332 51.2+2 2832 8214
4.0mL 39+3 52+ 2 - --
5.0mL | = ‘ = | 33322 | 871
Referencias Velasco-Santamatia et af, 2006 ‘ Ramirez et a1, 2005

5.Descongelacion del semen

Las pajillas congeladas y conservadas en nitrogeno liquido, deben ser descongeladas por inmersion directa en bafio de
agua a 35° C durante 90 seg. Para este propdsito, un bafio Maria o un recipiente artesanal, debe prepararse previamente
con agua a dicha temperatura, con el objetivo de que el intervalo entre el retiro de la pajilla del nitrégeno liquido y la
inmersion en el bafio de descongelacion, sea lo mas corto posible (< 5 seg). Con el fin de determinar la temperatura de
descongelacién que ofrece mejores resultados en cuanto a movilidad, tiempo de activacién y fertilidad, se han llevado a
cabo en yamu (B. amazonicus) varios experimentos evaluando tres temperaturas de descongelacion (35, 60 u 80° C). Las
pajillas de 0,5 mL descongeladas a 60° C u 80° C han mostrado una caida drastica y altamente significativa de la
movilidad espermética (p

Tabla 3. Movilidad y tiempo de activaciobn espermatica post-descongelacién de semen de yamu (Brycon amazonicus)
crioconservado en pajillas de 0,5, 1,8, 2,5 0 4,0 mL y descongelado a diferentes temperaturas. Los datos corresponden a
la media + EE.

Volumen Movilidad (n = 13) Tiempo de activacion (n=7)
(%) (seg)
dela
p Temperatura de descongelacion Temperatura de descongelacion
pajilla s ¢ 0)
(mL)
35 60 80 35 60 80
0,5 353+2,3% | 13,7+4.6° | 7,242,2° 57,0¢4,8% | 47,8+1,7° | 38,6+6,1°

1,8 42,02 4% 38931 | 36,8:28° 59,4£52% | B0,4£2,7° | 550+1,5%
2,5 37.5+1,58" | 356£3,3" | 40,0+1,0° 59,747 4% | 59 2+5 0% | 57 0£35%
4,0 47,0+1,6% | 40,2¢28> | 379+2 3 60,242 4% | 59 8+4 3% | 55 8+32%®

a,b,c Dentro de cada variable, medias con sobrescritos distintos son significativamente diferentes (p<0,05).

Referencias bibliograficas

Arias CJ, Zaniboni-Filho E, Pardo-Carrasco SC, Atencio-Garcia V, Vasquez-Torres W. Desarrollo gonadal y efectos de la
domesticacion y la restriccion alimenticia de yamu Brycon siebenthalae en cautiverio. En: Memorias VIII Jornada de
Acuicultura. Villavicencio, Meta, 2002; p. 55-63.

Babiak I, Glogowski J, Luczynski MJ, Luczynski M, Demianowicz W. 1999. The effect of egg yolk, low density lipoproteins,
methylxanthines and fertilization diluent on cryopreservation efficiency of Northern pike (Esox lucius) spermatozoa.
Theriogenology 52:473-479.

Bart AN, Wolfe D F, Dunham R A. 1998. Cryopreservation of blue catfish spermatozoa and subsequent fertilization of
Channel catfish eggs. Transaction of American Fisheries Society 127:819- 824.

Ciereszko A, Dabrowski K. 1993. Estimation of sperm concentration of rainbow trout, whitefish and yellow perch using a
spectriphotometric technique. Aquaculture 109:367-373.

Ciereszko A. 1999. Effects of extenders and time of storage before freezing on motility and fertilization of cryopreserved
Muskellunge spermatozoa. Transaction of American Fisheries Society 128:542-548.



Cruz-Casallas PE, Lombo-Rodriguez DA, Velasco-Santamaria YM. 2005. Milt quality and spermatozoa morphology of
captive Brycon siebenthalae (Eigenmann) broodstock. Aquaculture Research 36: 682-86.

Cruz-Casallas PE, Pardo-Carrasco S, Arias-Castellanos JA, Lombo-Castellanos PE, Lombo-Rodriguez DA, Pardo-Marifio
JE. 2004. Cryopreservation of Yamu Brycon siebenthalae Milt. Journal of the World Aquaculture Society 35(4):529-535.

Cruz-Casallas PE., Medina-Robles VM., Velasco-Santamaria YM. 2006. Protocolo para la crioconservacion de semen de
yamu (Brycon amazonicus Spix & Agassiz 1829). Revista Colombiana de Ciencias Pecuarias (En prensa).

Dreanno C, Suquet M, Desbruyeres E, Cosson J, Le Delliou H, Billard R. 1998. Effect of urine on semen quality in turbot
(Psetta maxima). Aquaculture 169: 247-62.

Fabbrocini A, Lubrano-Lavadera S, Rispoli S, Sansone G. 1999. Cryopreservation of Seabream (Sparus aurata)
spermatozoa. Cryobiology 40:46-53.

Fogli da Silveira W, Kavamoto ET, Narahara MY. 1990. Avaliacdo espermética, preservacdo criogénica e fertilidade do
sémen do Pacu Piaractus mesopotamicus (Holmberg, 1887), proveniente de reproducdo induzida. Boletim Instituto do
Pesca 17:1-13.

Lahnsteiner F, Weismann T, Patzner R. 1996. Cryopreservation of semen of the grayling (Thymallus thymallus) and the
Danube salmon (Hucho hucho). Aquaculture 144:265-274.

Linhart O, Rodina M, Cosson J. 2000. Cryopreservation of sperm in common carp Cyprinus carpio: sperm motility and
hatching success of embryos. Cryobiology 41:241-250.

Medina-Robles VM., Velasco-Santamaria YM., Cruz-Casallas PE. 2005a. Aspectos generales de la crioconservacion
espermatica en peces teledsteos. Revista Colombiana de Ciencias Pecuarias 18(1): 34-48.

Medina-Robles VM., Velasco-Santamaria YM., Cruz-Casallas PE. 2005b. Tasa de congelacion-descongelacion de semen
de yamu (Brycon amazonicus) empacado en pajillas de diferentes volimenes y su efecto sobre la calidad espermética
postdescongelacion. Revista Colombiana de Ciencias Pecuarias 18(4):331.

Navarro OJ, Velasco-Santamaria YM, Cruz-Casallas PE. 2004. Evaluacion de cinco protectores para la crioconservacion
de semen de Cachama Blanca (Piaractus brachypomus). Revista Colombiana de Ciencias Pecuarias 17 (Suplemento):53-
59.

Ohta H, Kawamura K, Unuma T, Takegoshi Y. 2001. Cryopreservation of the sperm of the Japanese bitterling. Journal of
Fish Biology 58:670-681.

Phronen J. 1994. Composition and cryopreservation of sperm from some Finnish teleost fish. Finnish Fisheries Research
15: 27-48.

Pinzén-Arciniegas SM., Mojica-Rodriguez JE., Cruz-Casallas PE. 2006. Ensayos preliminares sobre crioconservacion de
semen de bagre rayado (Pseudoplatystoma fasciatum Linnaeus, 1766). Orinoquia 9(2): 28-37.

Ramirez MJA, Velasco-Santamaria YM, Medina-Robles, VM, Cruz-Casallas PE. 2005. Crioconservacion de semen de
cachama blanca (Piaractus brachypomus cuvier, 1818): efectos del volumen de empaque y de la sustancia crioprotectora
sobre la calidad seminal. Revista Colombiana de iencias Pecuarias 18(4):331.

Richardson GF, Wilson CE, Crim LW, Yao XZ. 1999. Cryopreservation of yellowtail flounder (Pleuronectes ferrugineus)
semen in large straws. Aquaculture 174:89- 94.

Steinberg H, Hedder A, Baulain R, Holtz W. Cryopreservation of rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) semen in straws.
Proceedings of the fifth International Symposium on the Reproductive Physiology of Fish. University of Texas at Austin.
1995; 147p.

Taddei AR, Barbato F, Abelli L, Canese S, Moretti F, Rana KJ, Fausto AM, Mazzini M. 2001. Is cryopreservation a
homogeneous process? Ultrastructure and motility of untreated, prefreezing, and postthawed spermatozoa of Diplodus
puntazzo (Cetti). Cryobiology 42(4): 244-255.

Tiersch TR, Figiel ChR, Wayman WR, Williamson JH, Carmichael GJ, Gorman OT. 1998. Cryopreservation of sperm of the
endangered Razorback sucker. Transaction of American Fisheries Society 127:95-104.

Velasco-Santamaria YM, Medina-Robles VM, Cruz-Casallas PE. 2006. Cryopreservation of yamu (Brycon amazonicus)
sperm for large scale fertilization. Aquaculture (En prensa).

Viveiros ATM, Lock EJ, Woelders H, Komen J. 2001. Influence of cooling rates and plunging temperatures in an interrupted
slow-freezing procedure for semen of the African catfish, Clarias gariepinus. Cryobiology 43:276-287.

Yao Z, Crim LW, Richardson GF, Emerson CJ. 2001. Motility, fertility and ultrastructural changes of ocean pout
(Macrozoarces americanus L.) sperm after cryopreservation. Aquaculture 181:361-375.

Anexo 1. Resultados de experiencias de crioconservacion de semen en algunos peces teledsteos

(Modificado de Medina-Robles et al., 2005).
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Hipodus puntazm 047 M Clarhidrate de Sodie 282 mOsm/L M5 min. Bafios de agua a =50% de motili- Taddei =t &,
+ 15% D50 (A, 22l miosmil 22% Cimin. de < C ZEQE por 20 seg daﬂ COn menos 2001
0.1.M Citrats de Sodio + 2Zyp a-30°C y luege a 1520 . Cfm'nc-‘ dafies morfald-
10% DRSO (B0, Ipgilas dens 00 ®Cimin, fasta-Z"C w 133" gicos para (B)
24400 15 alas de Lo b oo WL C/min. hasta 20
IWacmzoames Diluyente de semen de 302 mOsmMa MR A0 Cpor? zeqg  G0-70%  motii-  vaoeds., 2000
FAEFCITUE Ocean pout+ 20% DME0 “TE 2 vapores de ML dad
3 FFajiillas de ;g °Cmin hasts -
025y 17ml o520 luegoa HL
Cyprt e s cagio TWledio kurokura + 40% NI " Cpor? adh  Bafos de agua a 56%  Fediliza- Linhat et &,
ChsS0 “HLr “4*Ciminded a- 35% C por 110 cidn 2000
218 Pajillas de 2 9% C, 11° Cimin =eq £2% Eclosidn
ml de-11.3-80°C, G
min. a -2 “C vy
luego a ML
E 50 i3 Spiaomng y "Diluyente Erdahl y Graham NI MR En TrissHCL 30, 452% de Edo- Ciereszho, 1999
+ 10% DMSO + 10% vema <HD “Directamente en  mM a =zidn
de huewn IFellets de 01 hielo zeco (-72° temperatura
“1:4 ml C) por 3-5 min. v ambiente por 5.2
luego a HL ¥ =seqg.
Ezow lumiu s A .M Sucrosa + 15%  THD Itdantenido entre Rapida: en G95% de Edo- Babiak =t &.
DMSO + 10% Lipoprateinas <MD 0.3 2°C por A solucién de des sidn 1929
de baja densidad (LLL). IPellets de seg. congeladon (120
“1:3 0.2 ml “Directaments 3 mM HaCl + Dilu-
hiela =eco (-¥9 wyente de feriliza-

SCY por 5 min oy
luego a ML.

cidn FDY a 30°C.




E=pecie 10iluwerte+ 10=molaridad  Mempo de Condicion de Resultados Referencia
crioprotectar 2nH equilibrio. descongs acidn
Mas=a de dilucidn Eoistema de !‘-.-’el.u:ic.Iad de
envasado ernfriamianto
SnFne Fuata T NaCl + 5% DMSO0a)  THD 190 min. Bafios de agua a (&)255% motili-  Fabbrodni e &,
1% MaCl + 10% Etilen glical 2WD 290 Cimin. deq g 307 C(1E7Ciming  dad, 1899
(B). 3R gjillas de -180°C vluego a (B v C) S0%
1% MaCl + 10% FPropilen 0.25 mi HL. motilidad.
glical [C].
Sk
Pleumreces 10,437 .0M MaCl, 0041 M "290 mOshikg  "ND Bafios de agua a S92% Ferllidad Richardson et &,
femugineus KCL, 0003 M HagHFO4 + <77 “115° Cimin. de - 30°Cpor? seg.  525% Edosion 1992
10% Prapilen glical. 3 gjillas de 5. 3 -5 C, 167
LMD 0.25 y1.7ml °Cfmin.de 2153 -
45°C, luego hasta
-25% C v entonces
a ML
Xyrauchen lexanues C-F HBSS + 0% Metanol "ND B0 min. a19°C.  Bafes de agua 18 + 4 % de Tiersch =t &,
(A, “MD g1+ 9° Cmin. v entre 20 - 407 © modilidad (&), 1952
C-F HBSS + 10% DMSO 3Pgilasde 05 luego a ML por 7-9=eg. g+ 4 % de
1) w248 ml motilidad (8.
24
1:1
ktalurws fumatis 'HBSS + 15% leche en 'ND '3 min. A temperatura 0 % fertlidad Barted &., 1292
polwo + 15% Metanol (4. 72 “fapores de HL a  ambiente de 25°% (&)
HBSS + 15% leche en polvo 3Pajilla de 05 6. cm sobre la C(a unatasa de 32%  fertlidad
+ 0% D50 (B, wlml fase liquida por 6 290° Chmin.) (B
2.3 124 min. hasta -66° C
W luego a NL.
Thywallvzthewalles  M03 mhi Hacl, 90 mbd KCL, THD THD Bafios de agua a3 953% Ferliza- Lahnsteiner o
:LIIIEJ".IEIM mcalt:q:_zH D.ﬁ....r:duﬁ! Ir o Tygpores de NL 2 25°Cpor3lseg.  cidn. al., 1995
=ty A1 M epes+ 1.0 g 1.5.6m de la fase
% Albumina s&rica Bovinag + n-lF'Iajlll.aS de 0.5 liquida 110 + 2
T% wema de huewo + 0.5% ’ °C) por 5 min.
2511.!:-:-53 + 0% hetanal. luége a ML.
Especie Diluyerte+ 10smolzrided  Mempo de Condicidan de Resultados Referzncia
criopratector InH equilibrio. descongd acidn
Tasza de dilucidn igistema de !V‘El_‘:':i‘:_'ad de
arvasado enfriamierto
ot Wik 1S alucién de sucrosa 0.5 M WD THD Bafins de agua a 81%  ferllidad Steinberg =t &,
i whi s s +10% DMS0 (A). ET) Zyapares de NL a Z5°C por3S seg. (A 1985
Soluddn de sucrosa LGM +  3pgjias de 5 -150°C v luego a 835 % fertilidad
20% DMWS0 (B ml. HL. (B
M EZA
Aciperserfulestens 'Sucroza 06 M + 0%  'Hipertdnica 1 min. HD 192 % de mot- Cieresgho v Da-
DS, con respects “Directamente  a lidad. broweski, 1993
B P al plasma ML dentro  de
seminal. viales plasticos.
ZND
Falletz 0.1 ml
Figractu s Diluyente Stein v Bayrle + HD TMD Agua a FOS0°C 21% ferilidad Fagli da Silweira
fresogotImicy 5 10% D50 ENT 2357 C por medio por3-d=eg. et 2., 18990
3 I gilas de 05 de  agua  con

ml

cubos de  hielo;
20°C/min. ded 3
-20%C y luega ML

ND= No determinado NR= No realizado NL= Nitrégeno liquido
* Medio Kurokura= 1284 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 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 MgS04, 0.15 mM Glucosa.

* Solucidn salina de inhibicion de motilidad espermatica buferada (BSMIS)= 75 mmol/L NaCl, 70 mmol/L KCI, 2 mmol/L CaCl2, 1
mmol/L MgS04, 20 mmol/L Tris.

* Diluyente Erdah y Graham= 0.29 g CaCl2, 0.4 g MgCI2 , 0.5 Na2HPO4, 5.1 g KClI, 11.7 g NaCl, 0.2 g Acido citrico, 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 NacCl, 3.75 mM KCl, 3.0 mM CaCl2, 2.65 mMNaHCO3.
* Diluyente de fertilizacion FD= 0.9% NaCl, 1 mM Ca, buferado a pH 9.0 con 20 mM Tris + 30 mM glicina.
« Solucién salina balanceada Hanks HBSS= 8 g/l NaCl, 0.40 g/l KCI, 0.14 g/l CaCl2, 0.20 g/l MgS0O4, 0.06 g/l Na2HPO4, 0.03 g/I



KH2PO4, 0.17 g/l NaHCO3, 1.0 g/l Glucosa.

* Solucion salina balanceada Hanks libre de calcio CF-HBSS= 8 g/l NaCl, 0.40 g/l KCI, 0.20 g/l MgS0O4, 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 KCI, 100 mg Glucosa, 20 ml Yema de huevo, 100 m.




