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Resumen  

El presente trabajo de investigación se desarrolló, con el propósito de evaluar el efecto de dos tiempos de criopreservación y dos 
crioprotectores, sobre la viabilidad del semen de Colossoma macropomum, “gamitana”. y se desarrolló en las instalaciones del Centro 
de Investigaciones “Fernando Alcántara Bocanegra”, del Instituto de Investigaciones de la Amazonía Peruana-IIAP. Se utilizó una 
proporción sexual 1:2 (Hembra: Macho), colectando el semen en solución de 0,4 M de sacarosa.  Para el proceso de criopreservación 
el semen, se sometió a dos tiempos de congelación (6 minutos y 9 minutos) y dos niveles de crioprotectores (Nivel 1:10% de DMSO 
a 0,1 M y nivel 2:43% de dextrosa a 0,3 M). Se fertilizó con 25 µL de semen descongelado, utilizando un diseño factorial de 22, los 
cuales fueron sometidos a un ANOVA, al 95% de confianza. 
Los resultados demuestran en la evaluación del semen fresco, que el tiempo de motilidad, presentó diferencia significativa p=0,021. 
Sin embargo, en la evaluación del semen post descongelación, el tiempo de motilidad y porcentaje de motilidad, no presentaron 
diferencia significativa (p>0,05) para cada reproductor, pero se evidenció una reducción de los tiempos promedios, en comparación 
al semen fresco. Para el porcentaje de fertilización, sólo el tiempo de congelación presentó diferencia significativa (p=0,000001), para 
el macho 1 y para el macho 2 no se encontró diferencias significativas entre los tratamientos. Para el porcentaje de eclosión, según 
tiempo de congelación y porcentaje de crioprotector, para el macho 1, no se encontró diferencias significativas p>0,05 y para el 
macho 2, se encontró diferencias significativas (p=0,043), para el porcentaje de crioprotector. En relación al porcentaje de 
malformación de las larvas, el tiempo de congelación y tipo de crioprotector, no mostraron diferencias significativas (p>0,05), para 
los reproductores; sin embargo, fueron superiores en relación al tratamiento con semen fresco. Por lo cual se evidencia, que habría 
un factor desconocido del macho, que no permitía replicar los valores obtenidos, lo cual se manifiesta en la sinergia de las variables 
estudiadas, para esta especie. 
Palabras claves: Colossoma macropomum, criopreservación de semen, dextrosa, motilidad, tiempo de activación. 

Abstract 

The present research work was developed, with the purpose of evaluating the effect of two cryopreservation times and two 
cryoprotectants, on the viability of Colossoma macropomum semen, "gamitana". and it was developed in the facilities of the 
“Fernando Alcántara Bocanegra” Research Center, of the Peruvian Amazon Research Institute-IIAP. A sex ratio of 1:2 (Female: Male) 
was used, collecting semen in a 0.4 M solution of sucrose. For the cryopreservation process, the semen was subjected to two freezing 
times (6 minutes and 9 minutes) and two levels of cryoprotectants (Level 1:10% DMSO at 0.1 M and level 2:43% dextrose at 0.3 M). 
It was fertilized with 25 µL of thawed semen, using a factorial design of 22, which were subjected to an ANOVA, at 95% confidence. 
Fresh semen evaluation shows that motility time presented a significant difference p=0.021. However, in the post-thaw semen 
evaluation, motility time and motility percentage did not present a significant difference (p>0.05) for each breeder, but a reduction 
in the average times was evidenced, compared to fresh semen. For fertilization percentage, only freezing time presented a significant 
difference (p=0.000001), for male 1 and male 2 no significant differences were found between treatments. For hatching percentage, 
according to freezing time and percentage of cryoprotectant, for male 1, no significant differences were found p>0.05 and for male 
2, significant differences were found (p=0.043), for cryoprotectant percentage. In relation to larvae malformation percentage, freezing 
time and type of cryoprotectant, did not show significant differences (p>0.05), for breeders, however, they were higher in relation to 
fresh semen treatment. Therefore, it is evident that there would be an unknown factor of male, which did not allow replicating the 
values obtained, which is manifested in the synergy of variables studied, for this species. 
Keywords: Colossoma macropomum, cryopreservation of semen, dextrose, motility, activation. 
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1. Introducción 

 

Los beneficios de la criopreservación de gametos 

(espermatozoides) son ampliamente conocidos e 

incluyen desde facilitar el mejoramiento genético de 

las especies de interés comercial hasta permitir la 

conservación de especies amenazadas o las que se 

encuentran en peligro de extinción (Cabrita et al., 

2010; Liu, 2006; Martino, 2006; Otemé et al., 1996; 

Munkittrick & Moccia, 1984). 

Sin embargo, varios protocolos para la crio 

preservación de espermatozoides de peces han sido 

desarrollados durante los últimos 25 años a pesar del 

gran número de estudios e investigaciones sobre 

criopreservación de semen, aun no se han logrado los 

procesos prácticos suficientes que permitan el uso de 

esta técnica a escala comercial (Lichtenstein et al., 

2010; Vuthiphandchai et al., 2009; Muchlisina, et al. 

2004; Carolsfeld et al., 2003; Chereguini et al., 1992; 

Leung & Jamieson, 1991). En general, los resultados 

son muy variables, indicando una alta sensibilidad de 

los protocolos propuestos, lo cual hace necesario, en 

la mayoría de los casos, ajustar el procedimiento para 

cada especie (Mocé et al., 2010; Rideout et al., 2004; 

Krone & Wittbrodt, 1997; Ciereszko & Dabrowski, 

1993). 

Aunque se han realizado varios esfuerzos para lograr 

la crioconservación eficiente de semen de algunas 

especies amazónicas, los índices de fertilidad hasta 

ahora obtenidos aún son inferiores a aquellos 

observados utilizando semen fresco. Los bajos índices 

de fertilidad podrían explicarse porque la mayoría de 

los protocolos estudiados han sido derivados de 

aquellos utilizados en especies marinas, 

particularmente salmónidos y ciprínidos. (Murgas et 

al., 2001; Martino, 2006; Maria et al., 2006). 

Surge entonces la necesidad de realizar trabajos que 

permitan perfeccionar un protocolo para la 

crioconservación del semen de esta especie, que 

garantice adecuados índices de fertilidad y que 

permita aprovechar las ventajas que ofrece la 

inseminación artificial. 

Por lo acotado, esta investigación tuvo por finalidad 

evaluar el efecto de diferentes tiempos de 

criopreservación, sobre la viabilidad de semen de C. 

macropomum, que garantiza un adecuado índice de 

fertilidad. Los resultados obtenidos, en esta 

investigación, brinda información y nuevos aportes 

científicos, en la optimización de la técnica de 

criopreservación. 

Los hallazgos de este trabajo constituyen un paso 

muy importante, orientado hacia la conservación de 

la especie. Como también promover un banco 

genético con semen viable, que permitirá mantener 

las opciones de tener semen de buena calidad, 

disponible en el tiempo, de acuerdo a las demandas 

de reproducción. 

 

2. Materiales y Métodos 

 

Para la evaluación del efecto de diferentes tiempos de 

criopreservación, sobre la viabilidad del semen de 

Colossoma macropomum “gamitana”, se realizó el 

experimento en las instalaciones del Centro de 

Investigaciones de “Fernando Alcántara Bocanegra” 

(CIFAB) del Programa de Investigación para el Uso del 

Agua y sus Recursos (AQUAREC) del Instituto de 

Investigaciones de la Amazonía Peruana (IIAP), en el 

distrito de San Juan Bautista, provincia de Maynas, 

región Loreto, durante un periodo de 210 días 

aproximadamente trabajando con reproductores de C. 

macropomum “gamitana” que recibían una 

alimentación a razón de 1,5% de su biomasa, 

considerando contenido de 30,5 % de proteína y 2800 

kcal de energía; alimentado de 2 a 4 veces/día. 

Se trabajó con un diseño de bloques al azar de arreglo 

factorial simétrico de 22 con 3 repeticiones (Tabla 1), 

para la evaluación del porcentaje de fertilización, 

porcentaje de eclosión y porcentaje de larvas 

malformadas. 

 

Tabla 1. Factores y niveles de estímulo, aplicado a dos lotes 

de semen crio preservado de Colossoma 

macropomum “gamitana” 

 

Crio protector*\ 

Factores* 

Tiempo de congelación 

(T) 

T1 T2 

C1 T1 C1 x 3 

Rep. 

T2 C1 x 3 

Rep. 

C2 T1 C2 x 3 

Rep. 

T2 C2 x 3 

Rep. 

Nota: C1=10% DMSO; C2=43% de Dextrosa; T1= 6 

Min.; T2=9 Min; Rep.= Repeticiones 

Variable dependiente (X): % de fertilización, % de 

eclosión y % de larvas malformadas. 

Variable independiente (Y): Tiempo de congelación y 

crioprotectores 

 

Se empleó un total de 20 reproductores machos y 9 

hembras de los cuales se seleccionaron 3 

reproductores: dos machos y una hembra en función 

a su estado de maduración gonadal, para realizar el 

proceso de inducción hormonal empleando diferentes 
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dosis (Tabla 2). Así también se colectaron dos lotes de 

semen con solución de sacarosa 0.4 M a una 

proporción de 1/10 y 5,0 g., aprox. de óvulos de una 

misma progenie. Se trabajó con veintisiete (27) 

bandejas rectangulares de plástico de medio (1/2) 

litro colocadas en un tanque de cemento, revestido 

con mayólica blanca de 1,5 m. x 1,0 m x 1,0 m., de 

largo y con un tirante de agua de 0,7 m. 

Tabla N° 02. Dosificación de EHC y Conceotal© para 

Colossoma macropomum “gamitana” 

 
 

Nota: EHC: Extracto hipofisiario de carpa 

Fuente: *Arias & Hernández, 2009; **Alcantara et al., 

2002. 

 

Procedimientos, técnicas e instrumentos de 

recolección de datos. 

 

Se realizó la evaluación de concentración, volumen y 

motilidad de semen y para llevar a cabo la técnica de 

criopreservación de semen se realizó el mezclado de 

semen con crioprotectores a diferentes proporciones 

(Tabla 3), luego el sellado hermético por la presión en 

calor de las pajillas; posterior a ello el congelado a 

diferentes tiempos (6 y 9 min.) en cajas adiabáticas de 

20 L empleando contenedores de nitrógeno líquido 

de 60 L de capacidad, dado durante 10 días de 

almacenamiento hasta el momento de la fertilización, 

previa descongelación (con agua a temperatura 

ambiente) para la obtención de óvulos. La fertilización 

de los óvulos, se realizó por el método seco, que 

consistió en echar semen (tanto fresco como 

descongelado) sobre la bandeja que contenían 

óvulos, según como lo recomendado por IIAP (2000). 

Primeramente, se descongeló las pajillas que 

contenían el semen congelado en nitrógeno líquido, 

luego se agregó una gota de solución de Bicarbonato 

de Sodio (NaHCO3), a 0,1 M (para la activación de la 

motilidad), según lo recomendado por Vicuña (2012), 

para una mejor recuperación y activación de los 

espermatozoides congelados. 

Tabla 03. Participación de crioprotectores, aplicado a los 

lotes de semen para criopreservación de cada reproductor 

macho de Colossoma macropomum “gamitana” 

 

 

 

Se trabajó con los siguientes tratamientos: 

 

Tratamiento 1 (T1). - Criopreservación semi lenta 

(congelado en vapor de nitrógeno líquido, a unos 5 

cm., de la superficie del nitrógeno, con un tiempo 

estimado de congelación de 6 min. 

Tratamiento 2 (T2). - Criopreservación lenta 

(congelado en vapor de nitrógeno líquido, a unos 10 

cm., de la superficie del nitrógeno, con un tiempo 

estimado de congelación de 9 min. 

Tratamiento 3 (T3). - Semen fresco. 

Así mismo, la incubación de los óvulos fertilizados se 

dio en envases de plástico descartables de 15 cm x 

10 cm x 4 cm de alto, hasta su eclosión (18 horas post 

fertilización). Culminado el periodo de incubación se 

determinó la tasa de eclosión y tasa de larvas 

deformes. 

Con los datos obtenidos, como resultado del 

experimento fueron procesados, para porcentajes de 

fertilización, para cada macho fueron descritos 

estadísticamente y expresados como media ± 

desviación estándar, valores mínimos y máximos, de 

acuerdo a los casos. Los factores de tiempo de 

congelación y los niveles de crioprotector fueron 

sometidas a un análisis de varianza factorial, previa 

normalización de los valores o resultados expresados 

en porcentajes, siendo transformados por el método 

del arco seno previo a su análisis en ANOVA 

siguiendo las recomendaciones de Lochmann et al.  

(2009) y al presentarse diferencias significativas, se 

realizó la prueba de comparación de medias. Los 

valores de P<0,05 se consideraron como diferencia 

significativa. 

Hormona Sexo Dosis 

total 

Nº de 

inyecciones 

Intervalo 

Dosis 

EHC H* 5.0 

mg/kg 

2 12 hrs 

Conceptal© M** 1.0 

ml/kg 

1 - 

Lote de 

semen 
Crioprotector Participación (%) 

Sub lote 1 

(Nivel 1) 

10% DMSO 

DMSO 10 

Yema de huevo 5 

Semen 10 

Sacarosa 75 

Sub lote 2 

(Nivel 2) 

43% 

Dextrosa 

Yema de huevo 5 

Semen 10 

Sacarosa 42,5 

Dextrosa 42,5 



Revista de Investigación Científica REBIOL                                                                                   REBIOL 42(2): 126-140 (2022) 
ISSN 2313-3171 (On line)                                                                                                                                        Llasaca & Llasaca 

129 
 

3. Resultados 

Efecto de dos tiempos de criopreservación y 
porcentajes de crioprotector, sobre el porcentaje 
de motilidad post descongelación, del semen de 
Colossoma macropomum, “gamitana” 

Los porcentajes de motilidad espermática post 

descongelación, de los tratamientos no presentaron 

diferencias significativas, tanto para cada variable o la 

interacción de las mismas, para cualquiera de los 

machos (p>0,05). Obteniendo p= 0,81 y p= 0,35, para 

el tiempo de congelación y para el porcentaje del 

crioprotector respectivamente y para la interacción de 

ambas variables se obtuvo un p=0,35, para el macho 

1 (Figura 1. a y b). 

El segundo reproductor presentó un p= 0,51, p= 0,87 

y p= 0,87, para el tiempo de congelación, porcentaje 

del crioprotector y la interacción de ambas variables, 

respectivamente (Figura 1.c y d). Lo que nos permite 

deducir, cuando comparamos la tasa de motilidad 

post descongelación entre los reproductores, que el 

tiempo de congelación y el porcentaje de 

crioprotector, no influyeron en el porcentaje de 

motilidad de semen post descongelado, siendo 

semejantes las tasas de motilidad para ambos 

machos. Sin embargo, cuando comparamos los 

valores medios, de la tasa de motilidad entre el semen 

post descongelado y el semen fresco, se evidencia la 

reducción del porcentaje de motilidad.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Motilidad de semen de “gamitana” post descongelación, según tiempo de congelación y porcentaje de crioprotector, para 

el macho 1 (a y b) y tiempo de congelación y porcentaje de crioprotector, para el macho 2 (c y d). 

 

Así también, se observa que el rango del porcentaje 

de motilidad del espermatozoide post descongelado 

de los reproductores, varía de 3,6 ± 1,15 seg., hasta 

8,3 ± 2,89 seg., lo cual está muy por debajo del 

porcentaje de motilidad del semen fresco, el cual fue 

de 90,00 ± 0,00 (Tabla 4). 

a) b) 

d) c) 
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Tabla 4. Valores promedio ±DS, de porcentaje de motilidad post descongelación, de lotes de semen criopreservado, según 

reproductor 

 

Efecto de dos tiempos de criopreservación y 
porcentajes de crioprotector, sobre el porcentaje 
de fertilización de huevos de Colossoma 
macropomum “gamitana” 

Los valores de fertilización con semen descongelado, 
presentó para el tiempo de congelación diferencias 
significativas (p=0,000001), lo que indica que el 
tiempo de congelación, si influyó sobre la capacidad 
fertilizadora de los espermatozoides. Para el 
porcentaje del crioprotector, no se encontró 
diferencia significativa (p=0,087), lo cual mostró que, 
no influyó del porcentaje del crioprotector sobre el 
espermatozoide descongelado. Sin embargo, cuando 
interactuaron ambos factores, si existió diferencia 
significativa (p=0,042), por lo cual el tiempo de 
congelación, influyó sobre el porcentaje del 
crioprotector utilizado. Obteniendo los mejores  

 

resultados cuando se criopreservó a 9 minutos y con 
10% de DMSO, para el macho 1 (Tabla 5; Figura 2. a 
y b). 

Para el macho 2, no existió diferencia significativa, 
para las variables de tiempo de congelación, 
porcentaje de crioprotector y la interacción de ambos 
(p=0,10, p=0,64 y p=0,54 respectivamente). Sin 
embargo, es de señalar que el tiempo de congelación 
de 9 minutos con 43% de Dextrosa, presentó el valor 
más alto en porcentaje de fertilización (47,97 ± 11,99).  
Siendo todos estos resultados, mucho menores que 
los logrados, cuando se fertilizó con semen fresco 
(65,69 ± 7,85) (Tabla 5; Figura 2. c y d). 

Así también, se observa que el rango del porcentaje 
de fertilización de huevos, varía de 4,3% ± 2,27., hasta 
47,97% ± 11,99 (Tabla 5).

 

Tabla 5. Valores promedio ±DS, de porcentaje de fertilización, de óvulos de Colossoma macropomum “gamitana” 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Reproductor 
Tiempo de 

congelación 
Crioprotector 

Motilidad Post 

descongelación (%) 

Motilidad pre 

congelación (%) 

1 

6 Min 
10% DMSO 7,3 ± 2.5 

90,0 ± 0,00 
43% Dextrosa 7,3 ± 2.51 

9 Min. 
10% DMSO 5,6 ± 1.15 

43% Dextrosa 8,3 ± 2.89 

2 

6 Min. 
10% DMSO 4,0 ± 1.73 

90,0 ± 0,00 
43% Dextrosa 3,6 ± 1.15 

9 Min. 
10% DMSO 4,3 ± 1.15 

43% Dextrosa 4,3 ± 1.15 

3                              Testigo          90,0 ± 0,00 

Reproductor Tiempo de congelación Crioprotector Fertilización (%) 

1 

6 Min 
     10% DMSO 4,3 ± 2,27 

43% Dextrosa 4,57 ± 1,29 

9 Min. 
     10% DMSO 33,26 ± 2,20 

43% Dextrosa 27,4 ± 7,77 

2 

6 Min. 
     10% DMSO 40,32 ± 9,22 

43% Dextrosa 34,61 ± 8,93 

9 Min. 
     10% DMSO 38,73 ± 5,38 

43% Dextrosa  47,97 ± 11,99 

3 Testigo 65,69 ± 7,85 
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Figura 2. Valores de fertilización con semen descongelado, de “gamitana”, según tiempo de congelación y porcentaje 

de crioprotector, para el macho 1 (a y b) y para el macho 2 (c y d). 

 
 

Efecto de dos tiempos de criopreservación y 

porcentajes de crioprotector, en el porcentaje 

de eclosión de huevos de Colossoma 

macropomum “gamitana” 

El porcentaje de eclosión, para el primer macho, 

no presentó diferencias significativas (p>0,05), 

para el tiempo de congelación, porcentaje de 

crioprotector y la interacción entre ambos 

factores, para todos los tratamientos, siendo p= 

0,32, p= 0,45 y p= 0,73 respectivamente. Lo cual 

evidenciaría, que para el macho 1, el tiempo de 

congelación y el porcentaje de crioprotector, no 

influyeron sobre la tasa de eclosión (Tabla 6; 

Figura 3. a y b).  

Para el segundo reproductor, se observó p= 0,12, 

p= 0,04 y p=0,512, para el tiempo de congelación, 

porcentaje de crioprotector y la interacción de 

ambas variables, evidenciando la diferencia 

significativa en el porcentaje de crioprotector. Lo  

 

 

que indicó que el porcentaje de eclosión fue 

influenciado por el porcentaje de crioprotector. Así 

mismo, el porcentaje de crioprotector influyó de 

manera independiente, no teniendo influencia sobre 

el tiempo de congelación. Por lo cual, la interacción 

entre ambos factores no influyó sobre la tasa de 

eclosión, evidenciando los mejores resultados, cuando 

se congeló a 9 minutos y con 10% de DMSO (94,25 

± 3,28), comparándolo aún con el testigo (semen 

fresco) (Tabla 6; Figura 3. c y d). 

Así también, se observó que el rango del porcentaje 

de eclosión, varió de 79,05% ± 21,45 hasta 94,25% ± 

3,28 (Tabla, 6). Lo cual está muy por debajo del 

porcentaje de fertilización del semen fresco el cual fue 

de 65,69% ± 7,85 (Tabla 5). 

 

b) a) 

c) d) 
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     Tabla 6. Valores promedio ± DS, de porcentaje de eclosión, de óvulos de, Colossoma macropomum “gamitana”

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  Figura 3. Valores de eclosión, con semen descongelado de “gamitana”, según tiempo de congelación y porcentaje de 

crioprotector, para el macho 1 (a y b) y para el macho 2 (c y d). 

 

 

 

Reproductor Tiempo de congelación Crioprotector Eclosión (%) 

  

  

1 

  

6 Min 
       10% DMSO 79,05 ± 21,45 

43% Dextrosa 80,75 ± 8,34  

9 Min. 
       10% DMSO 83,36 ± 2,91 

43% Dextrosa 91,10 ± 2,70  

 2 

6 Min. 
       10% DMSO 89,80 ± 4,54 

43% Dextrosa 86,63 ± 1,44 

9 Min. 
       10% DMSO 94,25 ± 3,28 

43% Dextrosa 88,80 ± 2,03 

3 Testigo 78,42 ± 1,32 

    

a) b) 

c) d) 
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Efecto de dos tiempos de criopreservación y 

porcentajes de crioprotector, en el porcentaje de 

malformación de larvas, de Colossoma 

macropomum “gamitana” 

Los porcentajes de malformaciones de larvas para el 

macho 1, no presentaron diferencias significativas 

para el tiempo de congelación, porcentaje de 

crioprotector y la interacción entre ambos factores, 

para todos los tratamientos, siendo p= 0,77, p= 0,87 

y p= 0,70, respectivamente. (Tabla 7, Figura 4. a y b). 

Así también, para el segundo reproductor se 

evidenció p=0,27, p=0,92 y p= 0,23, para el tiempo 

de congelación, porcentaje de crioprotector y la 

interacción de ambos factores, respectivamente 

(Figura 4. c y d). Lo cual indicó que, para ambos 

machos, el tiempo de congelación no influyó, sobre 

el porcentaje de criopreservación (Tabla 7; Figura 4). 

Lo cual nos permite inferir, que los valores de larvas 

deformes obtenidas en las diferentes técnicas de 

criopreservación, es estadísticamente similar, para 

todos los tratamientos. 

Así mismo, se observó los mayores valores de larvas 

malformadas, cuando se congeló en 9 minutos y 10% 

de DMSO, para el macho 1 y 2 (53,40 ± 40,48 y 52,39 

± 14,71, respectivamente). Así también, los menores 

valores de larvas deformes, se observó cuando se 

congeló en 6 minutos y con 10% de DMSO, para el 

macho 1 y 2 (36,11 ± 12,73 y 31,33 ± 13,05, 

respectivamente). Por lo cual, se podría pensar según 

las medias observadas, que el tiempo de congelación 

podría estar influyendo sobre el porcentaje del 

crioprotector en la malformación de larvas, 

observando que en 6 minutos de congelación y con 

10% de DMSO, se obtuvo los valores más bajos de 

malformación de larvas y congelando en 9 minutos, 

aún en presencia de DMSO, se observó los valores 

medios más altos de larvas malformadas. Por lo cual, 

congelando a 6 minutos y con 10% de DMSO, se 

protege mejor la célula al daño del ADN, por el 

proceso de criogénesis (Tabla 7, Figura 4). 

Estos valores obtenidos, nos permite inferir que el 

efecto tóxico del DMSO, aumentó cuando se congeló 

en 6 minutos, en presencia de sacarosa.  

Así también, se observa que el rango del porcentaje 

de larvas deformes, varió de 31,33% ± 13,05 a 53,40 

± 40,48, lo cual está por encima del porcentaje de 

deformes del testigo, el cual fue de 18,39% ± 10,11 

(Tabla 7).

 

Tabla 7. Valores promedio ±DS, de porcentaje de malformación de larvas, Colossoma macropomum “gamitana”. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Reproductor Tiempo de congelación Crioprotector Deformes (%) 

1 

6 Min 

10% DMSO 36,11 ± 12,73 

43% Dextrosa 40,95 ± 20,07  

9 Min. 10% DMSO 53,40 ± 40,48 

43% Dextrosa 38,39 ± 11,67  

 2 

6 Min. 10% DMSO 31,33 ± 13,05 

43% Dextrosa 41,14 ± 16,51 

 9 Min. 
10% DMSO 52,39 ± 14,71 

43% Dextrosa 40,06 ± 14,81  

3 Testigo 18,39 ± 10,11 
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Figura 4. Valores de malformación de larvas de “gamitana”, según tiempo de congelación y porcentaje de 

crioprotector, para el macho 1 (a y b) y macho 2 (c y d). 

 

4. Discusión 

Efecto de dos tiempos de criopreservación y 

porcentajes de crioprotector, sobre el porcentaje 

de motilidad post descongelación, del semen de 

Colossoma macropomum “gamitana” 

Si bien la estrategia reproductiva y el hábitat en la 

que se encuentre una determinada especie 

condiciona el tiempo de activación espermática que 

se pueda presentar (Osorio, 2017; López et al., 2018; 

Medina et al., 2020), por lo general, se considera que 

tanto el tiempo de vida como el tiempo de activación 

de los espermatozoides en peces es muy corto 

(Boryshpolets et al. 2018), además de ello, en 

procesos de criopreservación se generan daños 

celulares que influyen tanto en la calidad final de 

semen como en la fertilidad seminal, y en casos de 

activación de semen post descongelado se reduce 

más el tiempo disponible para la fertilización (Harvey 

& Carolsfeld, 1993; Medina et al., 2005; Medina et al., 

2020), debido al estrés osmótico a nivel celular y a la 

deshidratación, cristalización/recristalización, 

toxicidad y cambios en los fosfolípidos en la 

membrana plasmática (Mazur, 1984; Watson, 2000; 

Martínez, 2010), trayendo como consecuencia la 

desnaturalización de las macro moléculas de la célula, 

produciendo el encogimiento de la célula (membrana 

plasmática) de forma irreversible (Medeiros et al., 

2002), así mismo, una tasa de congelación entre -15°C 

a -60°C es la más crítica, pudiendo ocurrir la 

formación de cristales de hielo extracelular e 

intracelular (Marques, 2013). Así mismo, cuando la 

velocidad de congelación se da lentamente, el medio 

se vuelve ligeramente hiperosmótico, lo cual provoca 

que la tensión en la membrana plasmática aumente, 

ocurra deshidratación celular y la afluencia de iones 

(Mazur, 1984; Yang & Tiersch, 2009). Así también, 

diferentes estudios recomiendan el desarrollo de una 

descongelación rápida, debido a que se disminuye la 

recristalización del hielo, generando un menor daño a 

nivel celular (Bernardi et al., 2015 y Valera & Stive, 

2021); por lo tanto, el tipo de congelamiento es 

importante en el proceso de criopreservación, en 

a) b) 

c) d) 
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semen de peces, porque puede influenciar en la 

velocidad de congelamiento y descongelamiento 

(Rodina et al., 2007). En función a ello, se considera 

que para evitar los daños señalados se emplee 

diluyentes, que pueden diferir en cada especie, con 

propiedades crioprotectoras que protejan o 

disminuyan el daño producido por los efectos de la 

congelación (Pegg, 2014). 

La inactivación temporal de la motilidad de 

espermatozoides es importante para conservar la 

calidad seminal durante el proceso de 

criopreservación, así mismo la célula debe mantener 

su integridad y funcionalidad hasta el momento de la 

descongelación (Maria et al., 2011; Carneiro et al., 

2012), por lo cual los estudios realizados en esta 

especie reportan drásticas reducciones de motilidad 

de espermatozoide expuesto a nitrógeno líquido. 

Martino, (2006) reporta motilidades entre 5% a 20%, 

utilizando solución salina 0,9%, 10% DMSO y 10% de 

Yema de huevo. Lo que coincide con Varela et al. 

(2012) y Maria et al. (2011), en relación al porcentaje 

de criorprotector. Así mismo, Galo et al., (2020) 

reporta motilidades de 14,40 ± 9,15 % empleando 

DMSO.  

Varela et al. (2012), reportó motilidades hasta 20% 

(incluyendo motilidad nula), utilizando 10% de DMSO 

como crioprotector, cuando aumenta la concentración 

de DMSO a 20%. Esto también coincide con Carolsfeld 

et al. (2003), que reportó motilidades de 0% a 5% 

activado con 25 mMol de NaCl y hasta el del 20% de 

motilidad con 1% de Bicarbonato de sodio, como 

medio de activación de la motilidad, para algunas 

especies de peces migradores brasileños. Así también, 

se reportaron, similares valores para otras especies de 

peces. Por todo esto, nuestros valores obtenidos 

guardan relación con el protocolo de criopreservación 

ejecutado, estando nuestros valores dentro de los 

reportados.  

Una explicación, a la reducción del porcentaje de 

motilidad está referido, que, dentro del testículo, los 

fluidos seminales, contienen iones y azúcares, que le 

permite mantener la estabilidad al espermatozoide, 

algo que se busca lograr cuando le adicionamos 

sustancias crioprotectoras, que tienen como principal 

función deshidratar en parte a la célula, para que 

ingrese el crioprotector intracelular y que no permita 

la formación de cristales al interior de la célula. Sin 

embargo, el incremento del DMSO, mezclado con 

glucosa en combinación con 10% de DMSO, también 

causan daño en el espermatozoide (Martínez, 2010). 

Así también, Stock et al. (2018) establecieron que el 

DMSO es un componente muy usado en procesos de 

criopreservación debido a su capacidad de 

deshidratar células, lo cual podría evitar la formación 

de cristales de hielo, sin embargo, pueden ser tóxicos, 

lo cual guarda relación con nuestro trabajo 

considerando que se presentó elevados porcentajes 

de malformación de larvas, según los diferentes 

crioprotectores. Diferentes autores indican la 

toxicidad del DMSO frente a los espermatozoides, lo 

cual influye negativamente en la estabilidad del 

mismo, existiendo reportes que indican la toxicidad a 

partir del 5%, para Lates calcarifer (Leung, 1998, Gwo 

& Arnold, 1991) y en algunos caracidos: Prochilodus 

lineatus (Viveiros et al., 2009) y en B. amazonicus 

(Cruz-Casallas et al., 2004), cuando la concentración 

DMSO también llegó a 15%.  En estudios para B. 

moorei se presentó una menor movilidad (30,6±7,9%). 

Así como, movilidad nula (69,4±7,9%) con el uso de 

DMSO al 15 % (Atencio-García et al., 2017). Para 

nuestra especie, Varela et al. (2012), reporta 24% de 

daños producido a nivel de la integridad de la 

membrana, trayendo como consecuencia valores del 

20% de tasa de motilidad, cuando se utilizó 10% de 

DMSO, llegando a motilidad nula a 20% de presencia 

del DMSO. Por lo cual, los daños tanto en a nivel de 

células espermáticas (toxicidad), se puede dar por la 

sola presencia del crioprotector o la ausencia en el 

interior celular, lo que altera los procesos de 

nucleación (Zachariassen & Kristiansen, 2000) y 

también, se podría mencionar en combinación con la 

glucosa (Martínez, 2010). Guardando relación con lo 

anteriormente reportado por otros autores, en 

relación a los resultados obtenidos. 

Efecto de dos tiempos de criopreservación y 

porcentajes de crioprotector, sobre el porcentaje 

de fertilización de huevos de Colossoma 

macropomum “gamitana” 

El proceso de fertilización, se da cuando el 

espermatozoide logra fecundar al óvulo, ocurriendo 

cuando el espermatozoide, se activa. Pérdidas en 

cuanto a la fertilización es posible cuando el 

espermatozoide no ha sido activado 

homogéneamente. Siendo el plasma seminal el que 

se encarga de la su inactivación (Tiersch & Green, 

2011). 

El proceso de criopreservación, influye sobre el 

funcionamiento biológico de la célula, como la 

alteración de la estructura física, comprometiendo la 

carga genética (Labbe et al., 2001; Cabrita et al., 2005), 

lo que podría ocasionar una reducción de la calidad 

seminal criopreservada (Medina et al., 2020), lo cual 
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repercutirá en la tasa de fertilización. El proceso de 

descongelación rápida del semen ayuda a reducir los 

daños ocasionados al principio del proceso de 

criopreservación (Noel, 2017). 

En la fertilización con semen criopreservado Freitas, 

(2013), reporta la utilización de 250 µL/g de óvulo de 

“gamitana”, obteniendo valores entre 15% a 20% de 

tasa de fertilización, teniendo una densidad de 

9,73x105 espermatozoides/óvulo, utilizando 250 µL de 

semen descongelado/g de óvulo, activando los 

espermatozoides con agua destilada, lo cual es 

inferior a lo observado en este experimento, en 

relación a la tasa de fertilización. Valores similares, al 

reportado en este trabajo, coincide con lo reportados 

por Martino (2006), quien obtiene de 10% a 34 % de 

la tasa fertilización, para esta especie, aproximándose 

nuestros valores a los obtenidos por Marques, (2013), 

quien reporta tasas de fertilización de 41% a 45%, lo 

cual difiere con Varela et al. (2012)., quien reporta 

valores de fertilización de 22% hasta 74%. Por lo 

mencionado anteriormente, para otras especies de la 

misma familia (B. siebenthalae), se obtiene tasas de 

fertilización de 51% hasta 75%, lo cual es inferior a los 

valores obtenidos (77% a 85%) con semen fresco, 

según lo reportado por Cruz-Casallas & Velasco 

(2002). 

Leite et al. (2013), reportó que es necesario 100 000 

espermatozoides/ovocito, en procesos de fertilización 

artificial. Nuestros valores de relación 

espermatozoides/ovocito están cercanos, habiendo 

utilizado 75 000 espermatozoides/óvulo. Por lo cual, 

nuestros tasas de fertilización en general están dentro 

de lo reportado, considerando que fueron activados 

con solución de Bicarbonato de sodio (NaHCO3) a 0,1 

M, como medio activador, lo que coincide con 

Carolsfeld et al. (2003), para P. corruscans; Cruz-

Casallas et al. (2004), para B. amazonicus; Andrade-

Talmelli et al. (2001), para B. insignis; Kamavoto et al. 

(1996), para P. lineatus; Luz et al. (2001), para S. 

scriptum; Vicuña (2012), para Colossoma 

macropomum  y Marques (2013), para P. magdalenae; 

en relación a la capacidad como medio promotor de 

la activación espermática, ayudando a aumentar la 

fertilización. 

Los resultados obtenidos, sobre el efecto del tiempo 

de congelación en la tasa de fertilización, 

corroborarían lo descrito anteriormente, con relación 

a la capacidad fecundante de los espermatozoides 

(motilidad), que son afectados por el proceso de 

congelación y descongelación, con relación al estado 

de integridad de la célula, tanto externamente como 

internamente. Sin embargo, podría pensarse que el 

volumen de semen empacado podría influenciar en la 

capacidad fertilizadora. Según lo reportado por 

Marques (2013), la capacidad de fertilización de los 

espermatozoides, no fue afectada por el volumen del 

semen congelado en criotubos. Así también, el tiempo 

de descongelamiento del semen, es otro factor que 

podría estar influenciando negativamente en relación 

a la calidad y capacidad fertilizadora de los 

espermatozoides de ésta especie, cuando fue 

descongelada a 60°C (Marques, 2013), Considerando 

que incluso cambios bruscos de temperatura podrían 

ser letales para los espermatozoides, por ello es 

importante el control tanto de tiempo como de 

temperatura en este proceso (Ramírez et al., 2010; 

Bernardi et al., 2015). Sin embargo, en otras especies 

como el B. amazonicus, la mayor tasa de fertilización 

se logró descongelando semen criopreservado a 35°C. 

y en Prochilodus lineatus, no se observó diferencia en 

la calidad y fertilización del semen criopreservado, 

que fue descongelado a 30°C y a 60°C (Martínez, 

2010). 

Efecto de dos tiempos de criopreservación y 

porcentajes de crioprotector, en el porcentaje de 

eclosión de huevos de Colossoma macropomum 

“gamitana” 

Nuestros resultados permiten inferir, que el 

crioprotector tiene influencia independientemente 

sobre el porcentaje de eclosión y sobre el 

reproductor. Esto podría deberse, en las cualidades 

propias de cada reproductor y el rol del crioprotector. 

Siendo el DMSO uno de los mejores crioprotectores 

por su efectividad en la crioconservación, cuando se 

trabaja con semen de especies icticas, en su mayoría 

tropicales (Atencio et al., 2013; Restrepo-Betancur et 

al., 2017), lo cual se ve reflejado en lo reportado por 

Varela et al. (2012)., quien reporta una tasa de 

eclosión del 47,3% ±2,5, cuando utilizó 10% de 

DMSO, en comparación con 37,4% ± 4,5 de eclosión 

cuando fue con 5% de DMSO, sin embargo, la tasa de 

eclosión fue inversamente proporcional, a medida que 

aumentaba la concentración de DMSO, lo cual 

evidencia el nivel tóxico de este crioprotector 

intracelular, en mayores proporciones. Esto es un 

inconveniente por cuanto se requiere obtener 

mayores tasas de eclosión, pero sin efectos tóxicos 

secundarios que permitan llegar a niveles comerciales. 

Sin embargo, Freitas (2013), reporta tasas de eclosión 

de 65% a 85% aproximadamente, utilizando 10% de 

DMSO y glucosa como medio de dilución. Nuestros 

resultados obtenidos están dentro de lo reportado 
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anteriormente, para ambos reproductores. Sin 

embargo, en este experimento, nuestros resultados, 

pondrían en evidencia, que los parámetros 

zootécnicos pueden variar entre reproductores. Si 

consideramos lo manifestado por Varela et al. (2012), 

que indica que la integridad del espermatozoide 

probablemente produzca un impacto negativo sobre 

la tasa de eclosión. Lo cual se evidenciaría, por lo 

descrito en las discusiones anteriores, cuando 

comparamos con otros autores, que si bien, es posible 

replicar el proceso, los valores a obtener no podrían 

ser los mismos, considerando las sinergias entre las 

variables estudiadas, para lo cual habría que 

agregársele las condiciones del reproductor, como un 

factor a estudiar. Lo cual pondría en manifiesto, que 

habría que desarrollar una metodología más eficaz de 

evaluación de la integridad del espermatozoide, como 

medio de evaluación de calidad espermática para los 

procesos de criopreservación.  

Al comparar nuestros resultados, con las tasas de 

eclosión del tratamiento testigo, evidenciamos que los 

mejores resultados fueron obtenidos, cuando fue 

incubado en envases de medio litro, sin flujo de agua. 

Lo cual, evidenciaría que el tipo de incubadora y/o el 

sistema de incubación, podría también afectar la tasa 

de eclosión, como por ejemplo el movimiento de los 

embriones durante el tiempo de incubación, está 

influenciado por el caudal que no puede ser constante 

y que los embriones no estén en suspensión durante 

todo el tiempo de incubación o se golpeen entre 

ellos. 

Efecto de dos tiempos de criopreservación y 

porcentajes de crioprotector, en el porcentaje de 

malformación de larvas, de Colossoma 

macropomum “gamitana” 

La presencia de larvas deformes, en trabajos de 

investigación, no es considerada, puesto que es algo 

común en sistemas de producción de peces, 

considerando que la presencia no sólo se puede dar 

cuando se usa semen criopreservado, sino también 

con semen fresco, según lo reportado por Miskolczi 

et al. (2005), para el Clarias gariepinus. Lo que 

coincide con lo manifestado por Martínez (2010), 

quien reportó la presencia de larvas malformadas para 

P. magdalenae, usando semen fresco y 

criopreservado, así también indicó que es posible 

encontrar grandes cantidades de larvas malformadas, 

inclusive superiores al tratamiento control de manera 

significativa. Por lo cual, es posible inferir que el daño 

del crioprotector hacia la integridad celular, también 

esta mediado por la presencia de glucosa, la cual 

aumentaría el daño a nivel del ADN. Por lo cual, a 

medida que aumenta el crioprotector aumentaba el 

daño o la malformación larval. Lo cual coincide con lo 

reportado por Proaño (2013) en la especie Rhinella 

marina, donde a una concentración de 15% de DMSO 

se presentó una mayor tasa de malformación que al 

emplear un 5 o 10 % de DMSO. En estudios realizados 

por Miskolczi et al. (2005), para P. magdalenae, 

reportó tasas de malformación larval, sin embargo, no 

encontró diferencia significativa con el grupo control. 

Para nuestro estudio, coincide con lo reportado, en 

relación los valores encontrados, de malformación de 

larvas entre los tratamientos, no siendo así cuando 

comparamos con el grupo control, que si bien, hay 

presencia de larvas deformes, éstas son en tasas 

inferiores, lo cual coincide con Horváth & Urbanyi 

(2000) y Varela et al. (2012), manifiesta que la 

integridad del espermatozoide probablemente 

produzca un impacto negativo sobre en la alteración 

del desarrollo embrionario. Así entonces, la 

temperatura de congelamiento y la presencia de 

azúcares, aumenta la capacidad tóxica del DMSO, por 

lo cual se evidencia, el efecto del proceso de 

congelación y crioprotector, sobre la calidad de larvas 

a obtener. 

Kopeika et al. (2004), reporta la existencia de sistemas 

de reparación de ADN en ovocitos en peces, los 

cuales pueden reparar el daño de la fragmentación de 

los ácidos nucleicos en el espermatozoide, que hayan 

sido afectados por algún agente tóxico, siendo esta 

capacidad de forma limitada, según el tipo de daño. 

Así también, lo confirma Martínez (2010), para el P. 

magdalenae, en la cual no encontró la existencia de 

una correlación entre la fragmentación del ADN y la 

malformación de larvas, demostrando la existencia de 

ese mecanismo de reparación celular. Así mismo, May 

et al. (1988), indicaron que las larvas con un solo “n” 

cromosomal (haploides), sea del padre 

(androgenéticas) o la madre (ginogenéticas), exhiben 

tipos de malformación. En nuestro trabajo, la mayoría 

de las larvas malformadas, presentaban curvatura de 

la espina o columna vertebral, lo que coincide con 

Martínez, (2010), quien reportó los mismos daños y 

ausencia de saco vitelino, cabeza y cola, presentes en 

el tratamiento de 10% de DMSO y 6,5% de Glucosa. 

De modo que, para nuestro caso, habría la posibilidad 

de dicho efecto reparador, que podrían vislumbrarse, 

con estudios más específicos de la existencia de este 

mecanismo, que podría ser una adaptación evolutiva 

de reparación intracelular. 

. 
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5. Conclusiones 

Las técnicas de criopreservación, reducen 

drásticamente, el porcentaje de motilidad de los 

espermatozoides de Colossoma macropomum, 

pudiéndose obtener mayores tasas de fertilización, 

congelando espermatozoides a una velocidad de 

enfriamiento relativamente lenta, 

independientemente del tipo de crioprotector y 

obtener tasas de eclosión semejantes, 

independientemente del tiempo de congelación o 

tipo de crioprotector; observando la afectación del 

proceso criogénico sobre las tasas de larvas 

malformadas, influyendo el factor macho sobre estos 

parámetros zootécnicos reproductivos 
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