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Resumen

La criopreservación permite la conservación de recursos genéticos de peces en peligro 
de extinción y mejora procesos reproductivos en cautiverio. El objetivo del estudio 
fue evaluar semen de dorada con tres crioprotectores internos a dos porcentajes de 
inclusión. Se utilizaron reproductores en fase espermiación (n=12), inducidos con 5 
mg de extracto hipofisario de carpa/Kg. Seis horas después el semen fresco (SF) fue 
colectado y diluido en soluciones crioprotectores compuesta por glucosa 6%, yema 
de huevo 12% y los crioprotectores dimetilsulfóxido (DMSO), dimetilacetamida 
(DMA) y etilenglicol (EG) a porcentajes de inclusión de 5 y 10%; luego empacado en 
pajillas de 0.5 mL y congelado con vapores de nitrógeno. El semen fue descongelado 
quince días después en baño serológico. La calidad del SF, precongelado (SP) y 
descongelado (SD) fue evaluada con el software SCA® (Sperm Class Analyzer). Fue 
evaluada la movilidad total (Mt), tipos de movilidad, velocidades, progresividad total 
y concentración espermática. En SD se estimaron los daños en membrana espermática 
(D-Mem), mitocondria (D-Mit) y fragmentación de DNA (F-DNA) mediante 
citometría de flujo. La Mt del SF fue de 97.0±7.0%, en SP fue de 82.5±17.9% y en SD 
de 45.4±13.6%; siendo mayor cuando fue tratado con DMSO10% (p<0.05). En SD 
los D-Mem oscilaron de 62.1±18.8% (DMA 5%) y 49.89.8% (DMSO 5%); los D-Mit 
de 59.4±14.8% (DMA5%) a 83.4±4.2% (DMSO10%) y F-DNA entre 9.5±14.0% 
(EG10%) y 1.6±0.2% (DMA10%) (p>0.05). Los resultados obtenidos permiten inferir 
que los crioprotectores evaluados incluidos a 5 y 10%, son una alternativa viable para la 
crioconservación de semen de dorada. 

Palabras claves: Dimetilacetamida, dimetilsulfóxido, etilenglicol, peces reofílicos, 
reproducción.

Abstract

Cryopreservation allows the conservation of genetic resources of fish in danger 
of extinction and improves reproductive processes in captivity. This research 
aimed to evaluate semen from dorada with three cryoprotectants at two inclusion 
percentages. Spermation phase breeding males (n=12) were used, induced with 5 
mg of carp pituitary extract/Kg. Six hours later, fresh semen (SF) was collected and 
diluted in cryoprotectant solutions composed of glucose 6%, egg yolk 12% and the 
cryoprotectants dimethylsulfoxide (DMSO), dimethylacetamide (DMA) and ethylene 
glycol (EG) at inclusion percentages of 5 and 10%; then packed in 0.5 mL straws and 
frozen with nitrogen vapors. The semen was thawed fifteen days later in a serological 
bath. The quality of the FS, pre-frozen (PS) and thawed (TS) was evaluated with the 
support of the SCA® software (Sperm Class Analyzer). Total motility (Mt), types 
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Introducción
La dorada Brycon sinuensis es un pez reofílico, endé-
mico de la cuenca del río Sinú, con importancia pis-
cícola (Morales y Lasso, 2011); en razón a su rápido 
crecimiento, fácil adaptación a dietas comerciales y al 
cautiverio. La construcción de la hidroeléctrica Urrá, 
fragmentó el río Sinú a la altura de Angostura de Urrá, 
lo cual afectó su migración aguas arriba y generó dis-
minución de sus áreas de desoves (Atencio-García, 
2000). Además, la construcción de un dique de re-
presamiento en el caño de Betancí, impide el ingreso 
de las larvas a la ciénaga para continuar con su ciclo 
biológico durante la temporada reproductiva; lo cual 
anuló a la ciénaga de Betancí, como lugar de cría y 
alimentación de la dorada y de las demás especies de 
peces migradores (Atencio-García, 2000). Estas altera-
ciones ha llevado a que la dorada sea categorizada 
como especie casi amenazada en el Libro Rojo de Pe-
ces de Agua Dulce de Colombia (Mojica et al., 2012).

La criopreservación es una herramienta biotecnológi-
ca que permite la conservación de especies amenaza-
das o en peligro de extinción (Bobe y Labbé, 2010), ya 
que permite un manejo simplificado de los reproduc-
tores, disminuyendo su número y posibilitando tener 
semen durante y fuera del periodo de reproducción 
de la especie (Cabrita et al., 2010), contribuyendo a 

disminuir la presión sobre las poblaciones silvestres 
ejercida por los piscicultores para la obtención de 
nuevos sementales. Además, ofrece ventajas porque 
optimiza los procesos reproductivos en cautiverio de 
especies con maduración gonadal asincrónica y ciclos 
reproductivos estacionales (Espinosa, 2013), así como 
un uso eficiente del semen durante los procesos de 
reproducción artificial (Lahnsteiner et al., 2004). 

Los diluyentes o agentes crioprotectores tienen como 
función proteger la integridad del espermatozoide de 
la acción tóxica de los productos generados por su 
propio metabolismo durante el proceso de criocon-
servación y reducir la temperatura de congelación del 
medio en el que se encuentran suspendidas las células 
para disminuir o contrarrestar la formación de cristales 
de hielo (Cabrita et al., 2001). La determinación del 
porcentaje de inclusión del crioprotector es importan-
te porque define la capacidad de protección a la célula 
espermática y reduce la toxicidad sobre la misma.

Sin embargo, al tratar de utilizar protocolos de criocon-
servación exitosos en algunas especies de peces en 
otras especies los resultados no han sido los mejores, 
debido a que se considera un proceso especie-específi-
co (Cabrita 2014). Para que un protocolo de crioconser-
vación de semen de una especie de pez sea exitoso es 

of motility, velocities, total progressivity and sperm concentration were evaluated. Damage to the sperm membrane (D-Mem), mitochondria 
(D-Mit) and DNA fragmentation (F-DNA) were measured by flow cytometry in TS. The Mt of SF was 97.0±7.0%, in SP it was 82.5±17.9% 
and in SD it was 45.413.6%, being higher when treated with DMSO10% (p <0.05). In TS, the D-Mem ranged from 62.1±18.8% (DMA 5%) to 
49.89.8% (DMSO 5%), the D-Mit from 59.4±14.8% (DMA 5%) to 83.4±4.2% (DMSO 10%) and F-DNA between 9.5±14.0% (EG10%) and 
1.6±0.2% (DMA10%) (p>0.05). The results allow us to infer that the evaluated cryoprotectants, including 5 and 10%, are a viable alternative for 
the cryopreservation of dorada sperm.

Keywords: Dimethylacetamide, dimethylsulfoxide, ethyleneglycol, rheophilic fish, reproduction.

Resumo

A criopreservação permite a conservação dos recursos genéticos de peixes em perigo de extinção e melhora os processos reprodutivos em cativeiro. 
O objetivo do estudo foi avaliar o sêmen de dorada com três crioprotetores internos em duas porcentagens de inclusão. Doze machos foram usados 
na fase espermática e foram induzidos com 5 mg de extrato de hipófise de carpa/Kg. Seis horas depois, o sêmen fresco SF foi coletado e diluído em 
solução crioprotetora composta por 6% de glicose, 12% de gema de ovo e crioprotetores internos dimetilsulfóxido (DMSO), dimetilacetamida 
(DMA) e etilenoglicol (EG) nas porcentagens de inclusão de 5 e 10%; em seguida, embalado palhetas de 0,5 mL e congelado com vapores de 
nitrogênio. O sêmen foi descongelado quinze dias depois em banho sorológico. A qualidade do SF, pré-congelado (SP) e descongelado (SD) foi 
avaliada com o software SCA® (Sperm Class Analyzer). Foram avaliados a mobilidade total (Mt), tipos de mobilidade, velocidades, progressividade 
total e concentração espermática. Em SD, danos à membrana espermática (D-Mem), mitocôndrias (D-Mit) e fragmentação de DNA (F-DNA) 
foram estimados por citometria de fluxo. O SF apresentou Mt de 97,0±7,0%; enquanto SP de 82,5±17,9% e DP de 45,4±13,6% foram maiores 
quando tratados com DMSO10% (p <0,05). Em SD, o D-Mem variou de 62,1±18,8% (DMA 5%) a 49,89,8% (DMSO 5%), o D-Mit de 
59,4±14,8% (DMA 5%) a 83,4±4,2% (DMSO 10%) e F-DNA entre 9,5 ± 14,0% (EG10%) e 1,6 ± 0,2% (DMA10%) (p> 0,05). Os resultados 
obtidos permiteram inferir que os crioprotetores avaliados, incluído a 5 e 10% é uma alternativa viável para a criopreservação de sêmen de dorada.

Palavras-chaves: Dimetilacetamida, dimetilsulfóxido, etilenoglicol, peixes reofílicos, reprodução.
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necesario ajustar cada uno de los factores considerados 
críticos en este proceso; entre los cuales se destacan la 
recolección del semen, la composición del diluyente, la 
concentración del crioprotector y las curvas de conge-
lación y descongelación (Tiersch, 2008).

El proceso de crioconservación ocasiona daños a 
las células espermáticas producidos por los choques 
térmicos, la formación de hielo, el estrés tóxico y os-
mótico en las fases de precongelación, congelación y 
descongelación (Dietrich et al., 2015). Se ha sugerido 
que la mayoría de los criodaños ocurren en el rango 
de temperatura entre 0 y -40°C, ocasionados princi-
palmente por la remoción de calor y la aplicación de 
los crioprotectores (Muchlisin y Siti, 2009). Además, se 
han reportados daños a nivel de membrana plasmáti-
ca, mitocondrias, DNA y morfología celular del semen 
crioconservado que afectan la viabilidad espermática 
y en últimas su capacidad fertilizante (Dietrich et al., 
2015; Xin et al., 2020).

En el proceso de crioconservación la membrana plas-
mática es la primera estructura en ser afectada por los 
cambios en la composición química o choques térmi-
cos y se sugiere que la resistencia del espermatozoide 
a la congelación y toxicidad del medio es influenciada 
por la composición química de lípidos y proteínas que 
constituyen la membrana (Muchlisin y Siti, 2009); sien-
do la membrana plasmática una estructura importante 
en la activación de la movilidad (Bobe y Labbé, 2010). 
La morfología e integridad de las mitocondrias tam-
bién se consideran factores clave en la funcionalidad 
del espermatozoide y su daño disminuye la movilidad 
de las células, así como los niveles de ATP después 
de la congelación y descongelación (Figueroa et al., 
2017); considerándose el estrés oxidativo como una 
de las principales causas del daño mitocondrial (Cabri-
ta et al., 2010). La integridad del DNA espermático está 
asociado al éxito de la fertilización, desarrollo normal 
de los embriones o su descendencia (Cordelli et al., 
2005); convirtiéndose la fragmentación del DNA en 
una variable de importancia para predecir el fracaso 
o éxito de la fertilización (Li et al., 2008) y por tanto 
del proceso de crioconservación. El estrés oxidativo ha 
sido señalado como uno de los mecanismos responsa-
bles de la fragmentación del DNA como consecuencia 
de la oxidación de bases específicas que podrían ocu-
rrir durante el proceso de crioconservación (Aitken et 
al., 2012).

El desarrollo de programas de mejoramiento de la pro-
ductividad en la piscicultura ha llamado la atención 
durante los últimos años, razón por la cual, la elabo-

ración de un protocolo para la crioconservación de 
semen de dorada sería una herramienta importante 
para la reproducción en cautiverio y una estrategia 
para la conservación de esta especie, por tal motivo, 
el objetivo del presente estudio fue evaluar la criopre-
servación de semen con tres crioprotectores internos: 
dimetilsulfóxido (DMSO), dimetilacetamida (DMA) y 
etilenglicol (EG), incluidos a dos porcentajes (5 y 10%) 
para contribuir a los programas de fomento piscícola y 
conservación de esta especie.

Materiales y métodos

Sitio de estudio y material biológico
El estudio se realizó en el Instituto de Investigaciones 
Piscícolas de la Universidad de Córdoba (CINPIC), mu-
nicipio de Montería, ubicado en el norte de Colombia 
(Latitud: 8°47.5´ N; Longitud:75°51.8´ W). Se utiliza-
ron machos (n=12) con edad de dos a tres años en 
fase de espermiación, los cuales fueron trasladados a 
piletas circulares (4 m3), con flujo de agua constante (5 
L/min), donde permanecieron durante 48 horas, para 
adaptarlos a las condiciones experimentales y reducir 
el estrés generado por la manipulación y cambio de 
ambiente. Los reproductores se indujeron hormonal-
mente con extracto pituitario de carpa (Argent, USA) 
en dosificación de 4 mg/Kg de peso vivo en aplicación 
única (Atencio et al., 2017). 

Para la extracción del semen los animales fueron tran-
quilizados con Eugenol (Proquident, Col) a razón de 
100 ppm, para reducir el estrés por manipulación. 
El semen se obtuvo seis horas después de la induc-
ción hormonal, por medio de masajes abdominales 
en sentido cráneo-caudal. Los peces fueron envueltos 
en toallas húmedas, secados suavemente en la región 
de la papila urogenital con papel toalla y luego de ex-
pulsada la orina y heces para evitar contaminación, se 
realizó suave presión en la región ventral para la reco-
lección del semen. El semen fue recolectado en tubos 
Eppendorf graduados de 2 mL y fue descartado el que 
registró contaminación con orina, sangre o heces. Las 
muestras obtenidas, fueron mantenidas bajo condicio-
nes de laboratorio (26±1°C), para las evaluaciones de 
calidad del semen fresco, la cual sirvió como referencia 
para evaluar el semen precongelado y descongelado.

Evaluación seminal 
La movilidad del semen fresco, precongelado y des-
congelado, se estimó con ayuda de un microscopio 
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DMA10%, EG5% y EG10%) y semen fresco (SF) como 
control. Se realizaron tres ensayos y cada tratamiento 
se evaluó por triplicado para un total de nueve repe-
ticiones. Para el empaque se utilizó un pool (mezcla) 
de semen de por lo menos tres machos por tratamien-
to, el cual debió tener una movilidad total mínima de 
90%, el semen fue diluido en proporción 1:4 (Velas-
co-Santamaría et al., 2006) a temperatura de 26±1°C. 
Las muestras de semen permanecieron durante cinco 
minutos expuestas (tiempo de equilibrio) a la solución 
crioprotectora (semen precongelado, SP), luego se 
tomó una alícuota de 1 mL, a la cual se le realizaron 
las pruebas de movilidad y velocidades espermáticas 
(VSL, VCL) para tener un patrón de comparación con el 
semen descongelado (SD) y analizar los posibles efec-
tos provocados por la concentración del crioprotector 
y/o el proceso de crioconservación. Posteriormente la 
mezcla fue empacada en pajillas de 0.5 mL (Gmbh, 
Alemania) selladas con polivinilo e introducidas en un 
termo (dry shipper) de vapores de nitrógeno líquido 
de 4 L (MVE, SC 4/2v, USA) por 30 minutos; inme-
diatamente después, las pajillas fueron trasladadas a 
un termo de almacenamiento 34 L (MVE, XC 34/18, 
USA) y sumergidas directamente en nitrógeno líquido 
(Cruz-Casallas et al., 2006b) hasta el momento de la 
descongelación.

Descongelación del semen
El semen fue descongelado 15 días después del proce-
so de congelación, por inmersión directa en un baño 
serológico (Mermmert, WNB 7, Alemania) mediante 
una curva de descongelación de 35°C durante 60 se-
gundos (Cruz-Casallas et al., 2006b), seguidamente se 
evaluó movilidad y velocidad espermática, fragmenta-
ción del DNA y daño de la membrana y las mitocon-
drias.

Evaluación de daños
Daños en la membrana espermática y mitocondrias. 
Se evaluó en semen descongelado, para lo cual se to-
maron alícuotas de 10 µL, esta muestra se tiñó con 
1 mL de solución compuesta por yoduro de 3,3’-di-
hexiloxacarbocianina DiOC6(3) (70 nM) y Ioduro de 
Propidio (IP) (Sigma Chemical, USA) a razón de 2 µg/
mL y se incubó por 20 minutos en completa oscuri-
dad, posteriormente se analizó mediante citometría de 
flujo. La tinción con DiOC6(3) permitió distinguir las 
células con alta captación de DiOC6(3) (viables), baja 
captación (con daño en mitocondria y sin daño en la 
membrana espermática) y la tinción con IP indicó las 

óptico de contraste de fase (Nikon, E50i, Japón) y el 
programa asistido por computadora para análisis de 
semen Sperm Class Analyzer SCA® (Microptic SL, SCA 
VET 01, España); para lo cual una muestra de 0.25 µL 
de semen y 75 µL de agua bidestilada (dilución 1:300) 
fueron depositados en una cámara de conteo Makler 
(Sefi Medical Instruments, Israel). Las muestras fueron 
analizadas en un periodo de cuatro segundos por 
el SCA®, obteniéndose la movilidad total y tipos de 
movilidad (rápidos, medios y lentos) y porcentaje de 
espermatozoides inmóviles. Los porcentajes de esper-
matozoides rápidos fueron aquellos con velocidades 
mayores a 100 µm/seg, los medios con velocidades 
entre 45 y 100 µm/seg y lentos entre 10 y 45 µm/
seg (Atencio-García et al., 2017; Cruz-Casallas et al., 
2006). El SCA® también estimó las velocidades curvilí-
nea (VCL) y lineal (VSL); así como la progresividad total 
(Cruz- Casallas et al., 2006). El semen precongelado se 
evaluó a los cinco minutos de exposición del semen 
fresco en la solución crioprotectora (tiempo de equi-
librio).

La concentración espermática se estimó tomando una 
muestra de 1 µL de semen la cual fue mezclada con 
699 µL de glucosa 6% en un Eppendorf de 2 mL (di-
lución 1:700), la mezcla fue homogenizada durante 
cinco segundos en un vórtex a 1200 rpm (Velp Scienti-
fic, Zxclasic, China) (Cruz- Casallas et al., 2006); luego 
10 µL del semen diluido fue colocado en una cámara 
Makler (Sefi Medical Instruments, Israel) y con ayuda 
de un microscopio óptico de contraste de fase (Nikon, 
E50i, Japón) y el programa SCA® fue estimada la con-
centración espermática. Este procedimiento se realizó 
por triplicado para obtener un valor promedio de la 
concentración espermática, y no se permitió una dife-
rencia mayor al 10% entre las lecturas; en tal caso se 
repitió el proceso.

El tiempo de activación se determinó solo en semen 
fresco desde el instante en que se adicionó la solu-
ción activadora (agua bidestilada) hasta que aproxima-
damente el 90% de los espermatozoides dejaron de 
moverse.

Tratamientos y diluyentes
Se utilizó como diluyente una solución de glucosa 6% 
(p:v 0.33 M) (Protokimica, Col), yema de huevo 12% 
(p:v) y DMSO (Merck, Alemania), o DMA (Sigma Che-
mical, USA) o EG (GmbH, Alemania) a dos porcentajes 
de inclusión (5 o 10%, v:v). De este modo se obtuvie-
ron seis tratamientos (DMSO5%, DMSO10%, DMA5%, 
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alteraciones de la membrana espermática. Se utilizó 
un citómetro FACS CANTO II (BD Biosciences, USA) me-
diante la excitación de láser de 488 nm y la detección 
de la fluorescencia a 530/30 nm y 670 nm, para el 
DIOC6(3) y el IP, respectivamente. Los resultados se 
expresaron en porcentajes de espermatozoides con 
daños en mitocondria y espermatozoides con daño en 
membrana (Padilla 2014).

Fragmentación del DNA.  Se evaluó en semen des-
congelado, tomando alícuotas de 100 µL, las cual se 
fijó con 300 µL de etanol 70% (Sigma Chemical, USA), 
posteriormente se incubó por 4 horas a 4°C, luego se 
lavó con PBS ultrafiltrado BD libre de calcio con agita-
ción mecánica en vórtex, se centrifugaron a 2500 rpm 
durante 10 minutos a 4°C. Se descartó el sobrenadan-
te y el precipitado se resuspendió en 300 µL de IP + 
RNasa A (20 u) por cada millón de células; se mezcló 
en vórtex y se incubaron en la oscuridad por 20 minu-
tos a temperatura ambiente y finalmente se analizaron 
por citometría de flujo. Se utilizó un citómetro LSR 2 
FORTESSA (BD Biosciences, USA) para el análisis de las 
muestras, se excitaron con un láser de fase sólida a 
355 nm y se analizaron la fluorescencia a 450/50 nm. 
Los resultados se expresaron en porcentajes células 
haploides con DNA fragmentado (Padilla 2014).

Análisis estadístico
Los datos fueron expresados como promedio ± des-
viación estándar. Se utilizó un diseño completamente 

aleatorizado con arreglo factorial 3x2. Fue estableci-
do el factor A como la solución crioprotectora, la cual 
estaba compuesta por tres niveles (DMSO, DMA, EG) 
y el factor B como el porcentaje de inclusión del crio-
protector (5, 10%). A todas las variables analizadas se 
les realizó pruebas de normalidad (Prueba Kolmogó-
rov-Smirnov) y de homogeneidad de varianza (prueba 
Barlett). Una vez fueron cumplidos los supuestos de 
normalidad y homocedasticidad fue evaluado el efec-
to de cada factor y su interacción en cada parámetro 
analizado mediante análisis de varianza (ANOVA) y 
cuando se encontró diferencia significativa se realizó 
la prueba de rango múltiple de Tukey. En todos los ca-
sos p<0.05 fue utilizado como criterio estadístico para 
revelar diferencia significante. Todos los análisis esta-
dísticos se realizaron con el software R versión 3.3.2 
(2017) para Windows.

Resultados
El semen fresco de dorada (n=12) presentó color en el 
rango de amarillo a amarillo pardo, volumen seminal 
promedio de 1.2±0.3 mL, movilidad superior a 90%, 
tiempo de activación de 37.1±1.5 s y una concentra-
ción espermática de 17524.0x106±3542.4 espermato-
zoides/mL.

La tabla 1, registra los valores promedios de algunas 
características del semen fresco y precongelado con 
DMSO, DMA y EG a dos porcentajes de inclusión (5 
y 10%). Los valores de movilidad total (97.0±7.0%), 

Tabla 1. Características seminales del semen fresco (control) y precongelado de dorada Brycon sinuensis con tres crioprotectores 
a dos porcentajes de inclusión (5 o 10%). DMSO, dimetilsulfóxido; DMA, dimetilacetamida; EG, etilenglicol. 

Letras diferentes en la misma fila indican diferencia significativa (p<0.05) (n=12).

Parámetro
Semen 
fresco

Semen precongelado

DMSO5% DMSO10% DMA5% DMA10% EG5% EG10%

Mt (%) 97.0±7.0a 73.7±17.2bc 82.5±17.9ab 31.7±5.1e 33.1±1.4e 59.9±11.8cd 43.5±6.8de

Rápidos (%) 53.1±27.1a 6.6±4.8b 9.3±6.8b 0.2±0.1b 0.1±0.2b 1.4±0.8b 0.9±0.5b

Medios (%) 32.3±19.1a 26.8±12.9abc 28.6±15.5ab 1.4±0.4d 2.4±1.1d 11.2±5.7bcd 5.2±2.8cd

Lentos (%) 11.6±11.8d 40.3±1.6abc 44.7±13.2ab 30.0±4.7c 30.6±0.2bc 47.3±5.3a 37.4±3.9abc

Inmóviles (%) 3.0±7.0e 26.3±17.2cd 17.5±17.9de 68.3±5.1a 66.9±1.4a 40.1±11.8bc 56.5±6.8ab

VCL (µm/s) 92.0±23.0a 48.1±11.2b 48.6±14.0b 20.0±1.7c 21.2±2.4c 32.2±4.1bc 27.2±4.3bc

VSL (µm/s) 42.0±11.2a 20.9±2.6b 24.3±6.2b 4.4±1.2c 5.6±1.1c 9.3±1.8c 7.7±1.0c

Pt (%) 60.6±23.7a 15.6±5.5b 20.6±8.7b 0.5±0.4b 1.0±0.8b 4.3±2.0b 2.7±0.4b

Mt, movilidad total; VCL, velocidad curvilínea; VSL, velocidad lineal; Pt, progresividad total.
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DMA y EG a dos porcentajes de inclusión (5 y 10%) 
y su comparación con semen fresco. El semen fresco, 
fue estadísticamente diferente al semen descongelado 
en todos los tratamientos (p<0.05). En el semen des-
congelado la mayor movilidad total fue registrada con 
DMSO 5 y 10% (40.5±8.7 y 45.4±13.6%), así como el 
menor valor de espermatozoides estáticos respectiva-
mente (59.5±8.7 y 54.6±13.6%) (p<0.05). La movilidad 
total, porcentaje de espermatozoides lentos, inmóviles 
y velocidades espermáticas (VCL, VSL) del semen des-
congelado con DMA, bien sea al 5 o 10%, mostró valo-
res similares a los registros del semen precongelación.

progresividad total (60.6±23.7%); así como las veloci-
dades curvilíneas (92.0±23.0 µm/s) y lineal (42.0±11.2 
µm/s) fueron mayores en semen fresco, observándose 
diferencia significativa con los valores que registró el 
semen precongelado en los diferentes tratamientos 
(p<0.05). Del semen precongelado la mayor movilidad 
total fue registrada con DMSO 5 y 10% (73.7±17.2 y 
82.5±17.9%), así como los menores porcentajes de es-
permatozoides estáticos respectivamente (26.3±17.2 
y 17.5±17.9%) (p<0.05). 

La tabla 2, registra los valores promedios de algunas 
características del semen descongelado con DMSO, 

Tabla 2. Características seminales del semen fresco (control) y descongelado de dorada Brycon sinuensis con tres crioprotectores 
a dos porcentajes de inclusión (5 o 10%). DMSO, dimetilsulfóxido; DMA, dimetilacetamida; EG, etilenglicol. 

Letras diferentes en la misma fila indican diferencia significativa (p<0.05) (n=12).

Parámetro
Semen 
fresco

Semen descongelado

DMSO5% DMSO10% DMA5% DMA10% EG5% EG10%

Mt (%) 97.0±7.0a 40.5±8.7bc 45.4±13.6b 34.8±5.8cd 32.1±7.6d 33.9±7.4d 32.7±5.3d

Rápidos (%) 53.1±27.1a 2.5±2.4b 2.2±1.9b 2.1±2.9b 2.1±2.2b 2.6±3.5b 2.0±2.1b

Medios (%) 32.3±19.1a 6.2±2.8b 8.0±4.0b 4.1±3.2b 4.0±3.3b 5.1±4.1b 4.7±2.8b

Lentos (%) 11.6±11.8c 31.7±9.2ab 35.2±11.8b 28.6±6.6b 25.9±6.2b 26.2±5.2b 26.0±5.7b

Inmóviles (%) 3.0±7.0d 59.5±8.7bc 54.6±13.6c 65.2±5.8ab 68.0±7.6a 66.1±7.4a 67.3±5.3a

VCL (µm/s) 92.0±23.0a 27.6±3.7b 28.2±3.9b 24.1±5.7b 25.3±5.3b 26.3±5.9b 26.4±3.2b

VSL(µm/s) 42.0±11.2a 10.0±2.4b 10.1±2.2b 6.7±3.0c 6.9±2.7c 8.0±3.5bc 7.9±2.3bc

Pt (%) 60.6±23.7a 4.8±3.7b 5.4±3.6b 4.0±5.0b 3.9±4.0b 4.9±5.9b 4.0±3.9b

Mt, movilidad total; VCL, velocidad curvilínea; VSL, velocidad lineal; Pt, progresividad total.

Tabla 3. Daños en membrana espermática (D-Mem), 
mitocondrias (D-Mit) y fragmentación del DNA (F-DNA) 

en semen crioconservado de dorada Brycon sinuensis con tres 
crioprotectores a dos porcentajes de inclusión (5 o 10%). 

DMSO, dimetilsulfóxido; DMA, dimetilacetamida; 
EG, etilenglicol. Letras diferentes indica diferencia 

significativa (p<0.05).

Tratamiento D-Mem (%) D-Mit (%) F-DNA (%)

DMSO5% 49.8±9.8a 78.9±3.2a 7.9±10.9a

DMSO10% 55.5±1.6a 83.4±4.2a 6.6±9.7a

DMA5% 62.1±18.8a 59.4±14.8a 3.2±2.9a

DMA10% 58.5±11.9a 76.0±3.7a 1.6±0.2a

EG5% 59.8±1.0a 63.1±22.0a 8.1±11.7a

EG10% 55.8±1.6a 62.4±35.1a 9.5±14.0a

Los porcentajes de daños en mitocondrias (D-Mit),  en 
membrana espermática (D-Mem) y la fragmentación 
de DNA (F-DNA) del semen descongelado de dorada 
se muestra en la tabla 3. Los D-Mit oscilaron entre 
83.4±4.2% (DMSO10%) y 59.4±14.8% (DMA5%), 
sin observarse diferencia estadística entre estos va-
lores (p>0.05). Los daños en membrana espermática 
(D-Mem) oscilaron entre 62.1±18.8% (DMA5%) y 
49.8±9.8% (DMSO5%), sin observarse diferencia es-
tadística entre estos valores (p>0.05); mientras que 
F-DNA osciló entre 9.5±14.0% (EG10%) y 1.6±0.2% 
(DMA10%), sin observarse diferencia estadística entre 
estos valores (p>0.05).

Los efectos de los factores evaluados (crioprotector 
y porcentaje de inclusión) en la calidad del semen 
criopreservado de dorada se presentan en la tabla 4. 
El factor crioprotector afectó altamente las variables 
de calidad seminal, caso contrario pasó con el factor 
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porcentaje de inclusión e interacción de las variables, 
los cuales no tuvieron efecto, en los porcentajes de 
inclusión evaluados (5 o 10%) sobre las variables ana-
lizadas.

Tabla 4. Efectos factores y su interacción sobre la calidad del 
semen criopreservado-descongelado de dorada.  

*** altamente significativa (p<0.001).

Parámetros
Factor A 

Crioprotector

Factor B 
Porcentaje 
inclusión

Interacción 
AxB

Movilidad total 
(%)

*** - -

Rápidos (%) *** - -

Medios (%) *** - -

Lentos (%) *** - -

Estáticos (%) *** - -

Progresividad 
Total (%)

*** - -

Velocidad 
curvilínea (µm/s)

*** - -

Velocidad lineal 
(µm/s)

*** - -

Daños en 
membrana 

- - -

Daños en 
mitocondria

- - -

Fragmentación 
del DNA

- - -

Discusión
El semen fresco dorada utilizado en el presente es-
tudio, fue colectado en el inicio de la temporada re-
productiva (marzo-abril) y registró alta movilidad total 
(>95%); lo cual sugiere un semen de buena calidad. 
Estudios previos con espermatozoides de dorada re-
gistraron tiempo de activación (33.7 s) y concentra-
ción espermática (12393.1 x106 espermatozoides/ml) 
(Atencio et al., 2017) similares a los reportados en el 
presente estudio.

En semen precongelado la movilidad total, tipos de 
movilidad y velocidad espermática disminuyeron con 
relación a SF (p<0.05); pero cuando fue utilizado DMA, 
a 5 o 10%, la movilidad total y las velocidades esper-
máticas (VCL, VSL) se redujeron a menos de la tercera 
parte y el porcentaje de espermatozoides estáticos se 
incrementó alrededor de veinte veces con relación 
a semen fresco. Mientras que el semen tratado con 

DMSO 10% fue el que registró la mejor cinemática es-
permática en la fase de precongelación. En esta fase 
los efectos sobre la movilidad, tipos de movilidad y 
velocidad espermática se sugieren como consecuen-
cia del choque hiperosmótico y la toxicidad del crio-
protector. Según Maulida et al. (2021) cada solución 
crioprotectora presenta ventajas y desventajas particu-
lares debido a que cada especie de pez requiere un 
criprotector específico a una concentración óptima. 

En el presente estudio todas las soluciones criopro-
tectoras fueron altamente hiperosmóticas (>1500 
mOsmol/Kg). Cuevas-Uribe et al. (2011) atribuyeron 
la disminución de la movilidad a las altas presiones 
osmóticas provocadas por las altas concentraciones 
del crioprotector así como a los efectos tóxicos de los 
crioprotectores. Padilla (2014) señaló que desde el 
mismo momento en que el semen entra en contacto 
con la solución crioprotectora se produce daños en 
las mitocondrias y membrana espermática como con-
secuencia del choque hiperosmótico y la toxicidad del 
crioprotector y que estos daños se incrementan du-
rante los procesos de congelación y descongelación 
y la magnitud de los daños criogénicos puede resultar 
en la disminución de la movilidad en asociación con 
reducción de la velocidad y la fertilidad. Martínez y 
Pardo (2010) sugirieron que disminución de la movi-
lidad total y velocidad espermática en la precongela-
ción, está relacionada con la alteración de la síntesis 
de las proteínas implicadas en la producción energé-
tica celular y las reservas de ATP. He y Woods (2004) 
reportaron que el nivel de ATP del semen preconge-
lado de Morone saxatilis disminuyó considerablemen-
te cuando el crioprotector entró en contacto con las 
células espermáticas. Golpour et al. (2016, 2017) afir-
man que los compartimentos subcelulares de los es-
permatozoides de peces, incluidos el acrosoma (caso 
esturiones), núcleo (cabeza), pieza intermedia, flagelo, 
citosol y membrana plasmática, son vulnerables a los 
daños criogénicos que conducen a la discapacidad de 
la función celular (Nynca et al., 2015). 

En semen descongelado los resultados de movilidad 
total, tipos de movilidad y velocidad indican que los 
espermatozoides fueron afectados por los procesos 
de congelación y descongelación. Después de la des-
congelación se observó menos del 5% de espermato-
zoides rápidos, los medios se redujeron a menos del 
10%, aumentaron los espermatozoides lentos y estáti-
cos y disminuyeron las velocidades espermáticas (VCL, 
VSL). El semen tratado con DMA a los dos porcentajes 
de inclusión (5 y 10%), luego de descongelado man-
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servación encontraron alteración en varias proteínas 
implicadas en múltiples funciones asociadas principal-
mente con el metabolismo, así como la repuesta al 
estrés, señal de transducción, apoptosis, transcripción, 
translación, plegamiento de proteínas y reparación del 
DNA; estas alteraciones de las proteínas comprometen 
funciones fisiológicas como movilidad, capacidad fer-
tilizante y eventos iniciales después de la fertilización.

En semen descongelado tampoco se evidenció que 
la intensidad del daño en mitocondria estuviera aso-
ciada al crioprotector, así como a su nivel de inclu-
sión. El estrés oxidativo se considera como una de las 
principales causas del daño mitocondrial (Cabrita et 
al., 2010), debido a que promueve la liberación de es-
pecies reactivas de oxígeno (ROS) las cuales afectan 
la eficiencia respiratoria mitocondrial (Ferramosca et 
al., 2013); también se sugiere como posible causa del 
daño mitocondrial los cambios morfológicos ocurridos 
en la pieza media del espermatozoide que afectan la 
pérdida de la envoltura densa de las mitocondrias (Yao 
et al., 2000). La pérdida de la funcionalidad mitocon-
drial reduce el potencial de la membrana mitocondrial 
ocasionando pérdida de la movilidad y velocidad es-
permática. 

Un comportamiento similar fue observado en la frag-
mentación del DNA, donde sin importar el criopro-
tector o su nivel de inclusión, no fueron observadas 
asociaciones entre los distintos niveles de los factores 
evaluados. La fragmentación de DNA ocasionada por 
la crioconservación afecta el desarrollo del embrión 
e incrementa la mortalidad de los embriones tempra-
nos (Zribi 2008). Se ha sugerido que el DNA nuclear 
sufre fragmentación debido a la generación de espe-
cies reactivas de oxígeno (ROS) (Cabrita et al., 2014), 
por lo que el estrés oxidativo además de modificar las 
histonas presentes en el DNA nuclear, podría causar 
efectos sobre la expresión de los genes (Chervona y 
Costa 2012). Según Cabrita et al. (2014), las bases ni-
trogenadas en el DNA, en particular guanina, son el 
principal objetivo de ataque de las ROS, generando 
8-hidroxy,2´-deoxyguanosina (8OHdG); esta reacción 
debilita el enlace entre la guanina y la unidad de ribosa 
adyacente, produciendo la pérdida de la base oxidada, 
desestabilizando la estructura del DNA y resultando en 
la fragmentación de las hebras localizadas. Labbé et al. 
(2001) encontraron que el daño del DNA del esperma-
tozoide crioconservado de trucha arco iris se relacio-
nó negativamente con la fertilización, no obstante, no 
atribuyeron totalmente la baja capacidad fecundante 
a la alteración del DNA. Se ha sugerido que daños en 

tuvieron estables sus valores de cinemática espermá-
tica en comparación con el semen precongelado. Sin 
embargo, DMSO a los dos  porcentajes de inclusión 
registró una marcada reducción de la cinemática es-
permática de casi el 50% de los valores obtenidos en 
la precongelación. Este comportamiento permite su-
gerir que, para el semen de dorada, DMSO tiene un 
efecto menos tóxico como crioprotector, pero ofrece 
menos protección contra los choque térmico durante 
los proceso de congelación y descongelación; com-
portamiento inverso al observado para DMA quien po-
siblemente tenga un efecto más tóxico como agente 
crioprotector en la fase de precongelación, pero ejer-
ce una mejor protección sobre el espermatozoide en 
los procesos de congelación y descongelación

En semen descongelado el daño a nivel de membra-
na osciló entre 62.1±18.8% (DMA5%) y 49.8±9.8% 
(DMSO5%). Se ha sugerido que los cambios que ocu-
rren en la membrana plasmática durante la criocon-
servación están fuertemente asociados con el tipo de 
crioprotector, el nivel de inclusión y el diluyente que 
podrían ocasionan apoptosis celular, que junto con los 
daños en mitocondrias ocasionan la disminución de la 
movilidad y velocidad espermática (Marco-Jiménez et 
al., 2006). Cabrita et al. (2001) señalaron que durante 
el proceso de congelación y descongelación la sensi-
bilidad de la membrana produce cambios en la esta-
bilidad y aumento de la fragilidad de la misma, lo que 
resulta en un incremento de su permeabilidad al agua 
y a cationes, que provoca un estrés osmótico; además 
durante la descongelación, se produce un flujo de agua 
al interior de la célula, lo cual puede causar la ruptura 
de la membrana (Drokin, 1998). Igualmente, los proce-
sos de deshidratación o hidratación provocan fricción 
excesiva del agua superando la capacidad de difusión 
de la membrana del esperma (Muldrew y McGann, 
1990). La velocidad de difusión del crioprotector a tra-
vés de la membrana plasmática puede verse afectada 
también por el aumento en la proporción de colesterol 
en la membrana durante el descenso de temperatura, 
ya que, al aumentarlo para proporcionarle una mayor 
estabilidad mecánica, la permeabilidad de la membra-
na a pequeñas moléculas disminuye, afectando así la 
penetración del crioprotector a la célula (Spinel, 2002). 
El daño a la membrana plasmática produce la pérdida 
de componentes intracelulares como proteínas y en-
zimas, así como otros componentes que coeluyen en 
la reducción de la actividad metabólica y, en conse-
cuencia, a una disminución en la calidad espermática 
(Li et al., 2010). Dietrich et al. (2015) mediante análisis 
proteómico del líquido seminal después de la criocon-
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la cromatina tiene efectos importantes en el desarrollo 
embrionario inicial más que en la fertilización, en vir-
tud de su papel en el control de la expresión génica en 
las primeras etapas del desarrollo embrionario (Delbès 
et al., 2010).

Los resultados del presente estudio permiten concluir 
que las mitocondrias, membrana plasmática e integri-
dad del DNA del espermatozoide de dorada sufren 
daños importantes en la fase de congelación/descon-
gelación cuando es crioconservado con DMSO, DMA y 
ETG en inclusiones del 5 y 10%; que afecta su cinemá-
tica espermática. En la congelación/descongelación el 
nivel de inclusión del crioprotector (5 o10%) es inde-
pendiente de los daños que ocasiona en membranas, 
mitocondrias y DNA; por lo cual se sugiere que una 
solución crioprotectora que incluya los crioprotecto-
res evaluados (DMSO, DMA, ETG), a los porcentajes de 
inclusión (5 o 10%), en combinación con glucosa 6 % 
y yema de huevo 12%, utilizando una curva de des-
congelación a 35°C durante 90 segundos es una alter-
nativa para la crioconservación de semen de dorada.
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