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RESUMEN 

El objetivo del estudio fue evaluar el efecto de diferentes métodos de congelación y 

descongelación sobre la calidad de espermatozoides de alpaca. Se utilizaron 4 alpacas 

macho a los cuales se les colectó semen con el método de vagina artificial. Se aceptaron 

las muestras con motilidad total g 60 % y concentración de 80 x 106 espermatozoides/ 

mL. Se procedió a efectuar la primera evaluación de parámetros del pool de eyaculados 

como control para que más adelante la muestra fuera dividida en cinco alícuotas que se 

diluyeron en una proporción 1:1 con la fracción A (tris, ácido cítrico, fructosa, tilosina, 

gentamicina, lincomicina y yema de huevo) del dilutor a 35 °C y enfriaron hasta 5 °C en 

120 min, después nuevamente se diluyó en proporción 1:1 con la fracción B (tris, ácido 

cítrico, fructosa, tilosina, gentamicina, lincomicina, yema de huevo y glicerol) para ser 

envasadas en pajuelas de 0.25 mL siendo posteriormente sometida a 5 métodos  

diferentes de congelación: T1: 1cm/15 min; T2: 4cm/15 min; T3: 7cm/15 min; T4: 

4cm/10 min y 1cm/5 min; T5: 7cm/10 min y 4cm/5min luego fueron almacenadas. Cada 

tratamiento fue sometido a dos procesos de descongelación, el primero a 37 °C por 30 

segundos y el segundo a 60 °C por 10 segundos. Se evaluó la motilidad total (MT) y 

progresiva (MP) mediante el sistema CASA, viabilidad mediante microscopía de 

fluorescencia y la integridad de la membrana mediante HOST. Los resultados fueron 

analizados utilizando el procedimiento de modelo lineal general (ANOVA) del SPSS 

20.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, EE. UU.). El método de congelación T5 (p<0.05) obtuvo el 

mejor efecto sobre los parámetros de viabilidad (30 ± 10.27 %), MT (28.20 ± 12.82 %) e 

integridad de membrana (9 ± 10.75 %) al descongelado, brindando valores superiores a 

los demás. Los parámetros de calidad espermática al descongelado a 37 °C por 30 

segundos fueron superiores (p˃0.05) a 60 °C en 10 segundos. Se concluye que el método 

de congelación de los espermatozoides de alpaca a 7 cm por 10 minutos y 4 cm por 5 

minutos y el método de descongelación de 37 °C por 30 segundos proporcionaron los 

mejores resultados en los parámetros de MT, viabilidad e integridad de membrana. Los 

resultados de este estudio ayudarán a promover la optimización de un protocolo de 

criopreservación seminal mejorando el uso de biotecnologías reproductivas necesarias para el 

mejoramiento genético en alpacas. 

Palabras clave: Espermatozoide, alpacas, congelación, descongelación, fluorescencia.
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ABSTRACT 

The objective of the study was to evaluate the effect of different freezing and thawing 

methods on the quality of alpaca spermatozoa. Four male alpacas were used, from which 

semen was collected using the artificial vagina method. Samples with total motility g 

60% and concentration of 80 x 106 spermatozoa/mL were accepted. The first evaluation 

of the parameters of the ejaculate pool was carried out as a control so that later the sample 

was divided into five aliquots that were diluted in a 1:1 ratio with fraction A (tris, citric 

acid, fructose, tylosin, gentamicin , lincomycin and egg yolk) from the diluter at 35 °C 

and cooled to 5 °C in 120 min, then again diluted 1:1 with fraction B (tris, citric acid, 

fructose, tylosin, gentamicin, lincomycin, egg yolk and glycerol) to be packed in 0.25 mL 

straws and subsequently subjected to 5 different freezing methods: T1: 1cm/15 min; T2: 

4cm/15min; T3: 7cm/15min; T4: 4cm/10 min and 1cm/5 min; T5: 7cm/10min and 

4cm/5min were then stored. Each treatment underwent two thawing processes, the first at 

37 °C for 30 seconds and the second at 60 °C for 10 seconds. Total (MT) and progressive 

(MP) motility were evaluated using the CASA system, viability using fluorescence 

microscopy, and membrane integrity using HOST. Results were analyzed using the 

general linear model (ANOVA) procedure of SPSS 20.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). 

The T5 freezing method (p<0.05) had the best effect on the parameters of viability (30 ± 

10.27%), MT (28.20 ± 12.82%) and membrane integrity (9 ± 10.75%) upon thawing, 

providing values higher than others. The sperm quality parameters when thawed at 37 °C 

for 30 seconds were higher (p˃0.05) than at 60 °C in 10 seconds. It is concluded that the 

freezing method of alpaca spermatozoa at 7 cm for 10 minutes and 4 cm for 5 minutes 

and the thawing method at 37 °C for 30 seconds provided the best results in MT, viability 

and integrity parameters. membrane. The results of this study will help promote the 

optimization of a seminal cryopreservation protocol, improving the use of reproductive 

biotechnologies necessary for genetic improvement in alpacas. 

Keywords: Sperm, alpacas, freezing, thawing, fluorescence. 
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I. INTRODUCCIÓN  

 

Una de las actividades comerciales de gran consideración para el desarrollo de 

las comunidades altoandinas es la crianza de camélidos sudamericanos, no solo por 

su producción de fibra de buena calidad sino en la actualidad,  por su uso como 

fuente de alimento de alto contenido proteico (Huanca et al., 2007); sin embargo, el 

esquema de explotación que se ejecuta en las comunidades es deficiente y el 

incremento de su productividad depende de la aplicabilidad de los programas de 

mejoramiento genético entre otros.  

 

La biotecnología actual en el área de criopreservación facilita la conservación 

genética en reproductores de alto valor por tiempo ilimitado y facilita su transporte a 

distancias lejanas; sin embargo, la criopreservación seminal en camélidos 

sudamericanos (CSA) no ha tenido el éxito semejante al de otras especies ya que se 

obtienen bajos porcentajes de preñez (Huanca et al., 2007), es por ello que no existen 

campañas a nivel nacional de inseminación artificial con semen criopreservado. 

 

Se considera que los espermatozoides de CSA no toleran bien los 

procedimientos de congelación y descongelación, probablemente debido a la 

naturaleza viscosa del plasma seminal que impide que el crioprotector entre en 

contacto con los espermatozoides. La alta viscosidad y la mala calidad de los 

eyaculados son actualmente las principales desventajas para el desarrollo de una 

técnica de congelación. Por otra parte, Flores (2011) nos indica que el éxito de la 

criopreservación depende de muchos factores como la interacción entre 

crioprotectores, tipo de diluyente, velocidad de enfriamiento, velocidad de 

descongelación, envasado e incluso la variación entre animales individuales; sin 

embargo, en CSA, los estudios realizados se han enfocado más en el tipo de dilutor y 

crioprotector (Bravo et al., 2000; Aller et al., 2003; Vaughan et al., 2003; Santiani et 



2 
 

al., 2005) prestando poca atención al manejo de las tasas de congelación y 

descongelación que son importantes para la optimización de un protocolo de 

criopreservación. 

El objetivo de esta investigación es evaluar el efecto de diferentes métodos de 

congelación, temperaturas y tiempos de descongelación sobre  la calidad de los 

espermatozoides de alpaca, los resultados obtenidos en este estudio promoverán la 

optimización de un protocolo de criopreservación seminal y a su vez la mejora del 

uso de biotecnologías reproductivas, que son herramientas necesarias para el 

mejoramiento genético de caracteres con alta demanda económica por el mercado 

nacional e internacional como lo es la finura de fibra, produciendo mayor cantidad y 

mejor calidad por medio de la implementación de núcleos de reproductores de muy 

alta calidad genética en las zonas alpaqueras altoandinas. 
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II. REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 

2.1. CARACTERÍSTICAS DEL SEMEN DE ALPACA 

2.1.1. Propiedades Bioquímicas 

 

Las características bioquímicas del semen de CSA suelen ser similares con 

respecto a otras especies de producción. El plasma seminal radica en una compleja 

mixtura de secreciones que se originan en el testículo y en las glándulas sexuales 

accesorias del macho, cumpliendo la función de protección en el tracto reproductivo 

de la hembra (Tibary y Vaughan, 2006). 

 

Existen diferentes trabajos en donde se expresa el perfil bioquímico del plasma 

seminal en machos que ya alcanzaron su madurez sexual. Entre los componentes 

bioquímicos se encuentra la glucosa, que es la principal fuente de energía y es 

necesaria para el metabolismo de los espermatozoides en la respiración celular, esta 

puede ejercer una acción inhibitoria o estimuladora en la capacitación espermática. 

La concentración promedio de glucosa en el plasma seminal de alpaca es de 7 ± 0.4 

mg/dl (Garnica et al., 1993). Se resalta que el ácido cítrico y la fructosa tienen 

concentraciones que son independientes a la edad de cada macho, probablemente a 

causa de la ausencia de vesícula seminal en esta especie, las concentraciones de estos 

dos elementos son en promedio 4.3 ± 0.3 mg/dl (Garnica et al., 1995) y 4.0 ± 0.2 

mg/dl (Bravo et al., 2002) respectivamente en CSA. 

 

En relación con los lípidos, los niveles altos de colesterol previenen la 

capacitación espermática prematura y promueven una reacción acrosomal oportuna, 

por tanto, la alteración de estos niveles influye sobre la movilidad, conformación y 

activación enzimática (Demianowicz y Strezek,1996). Las concentraciones presentes 

en alpacas oscilan entre 86 ± 10 mg/dl (Bravo et al., 2000) y 95.0 ± 10.0 (Garnica et 

al., 1993). 

 

Las proteínas neutralizan el efecto de los metales pesados, la aglutinación 

celular, la capacitación y reacción acrosomal prematura. La concentración promedio 

en el plasma seminal (media ± DE) es de proteínas totales 3 ± 0.3 g/dl, el de 
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Albúminas 2 ± 0.3 g/dl y Globulinas 1 ± 0.1 g/dl (Garnica et al., 1993). Otros 

componentes tanto orgánicos como inorgánicos se hallan en diferentes 

concentraciones como el Cloro 404 ± 34 mEq/l (Malo et al., 2020), Calcio 18 ± 

1mg/dl, Fósforo inorgánico 8.0 ± 0.4 mg/dl, Fosfolípidos 29 ± 1 mg/dl y Nitrógeno 

total 548 ± 50 mg/dl (Garnica et al., 1993). 

 

El plasma seminal de CSA presenta altas cantidades de factor de crecimiento 

nervioso beta (β-NGF) (proteína de 13 kDa que representa el 27 % del contenido 

proteico del plasma seminal) (Ratto et al., 2010), siendo producido principalmente en 

la próstata. Dicho factor tiene participación sobre la generación del pico 

preovulatorio de hormona luteinizante (LH) en las hembras y por tanto induce a la 

ovulación (Huanca et al., 2012). La colocación del plasma seminal para inducir la 

ovulación en hembras puede ser directa en el útero de la hembra sin necesidad de 

empadre o por vía intramuscular (Huanca et al., 2012). sin embargo; la composición 

del factor inductor de ovulación aun es incierta. 

 

2.1.2. Morfología Espermática 

 

La célula espermática está conformada estructuralmente por la cabeza y la cola, 

ambos se encuentran envueltos por una membrana espermática llamada plasmolema. 

La primera está conformada por el núcleo que contiene al ADN que fue sustituido de 

manera parcial por pequeñas proteínas denominadas protaminas (Sutovsky y 

Manandhar, 2006). El extremo anterior de la cabeza se encuentra protegido por el 

acrosoma, esta estructura tiene forma de un saco membranoso de doble membrana 

localizado encima del núcleo a forma de casquete que contiene enzimas hidrolíticas 

como la acrosina y hialuronidasa que intervienen en la fecundación (Garner y Hafez, 

2002). 

 

La segunda estructura se divide en diferentes partes: cuello, segmento medio, 

segmento principal y segmento caudal. El cuello forma una lámina que se empalma a 

la depresión del extremo posterior del núcleo rodeado por un cúmulo de citoplasma 

residual al que se le denomina <gota citoplasmática=. El segmento medio es aquella 

zona de la cola envuelto por una cantidad numerosa de mitocondrias denominada 
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vaina mitocondrial (Garner y Hafez, 2002). El segmento principal está conformado 

por el axonema y sus fibras que llegan hasta casi la punta de la cola (Garner y Hafez, 

2002). El ultimo segmento está conformado solo por el axomena y es envuelto por la 

membrana plasmática (Sutovsky y Manandhar, 2006). 

 

Morfometricamente, el largo de las células espermáticas maduras en CSA son 

menores a los de otros machos de producción presentando unas dimensiones 

aproximadas de 6.1 ± 0.6 µm de largo y 3.6 ± 0.3 µm de ancho en la cabeza (Buendia 

et al., 2002).  

 

El análisis morfológico es un estudio de rutina que permite estimar la calidad 

del eyaculado. En muchas especies, el aumento del porcentaje en las anormalidades 

morfológicas se correlaciona con una baja tasa sobre la fertilidad del reproductor. 

Las evaluaciones morfométricas realizadas por computadora con el sistema CASA 

(Computer Asisted Sperm Analysis System) permiten la medición de forma 

imparcial de la forma y magnitudes de la cabeza de la célula espermática como 

indican los estudios realizados por (Buendía et al.,2002). La asistencia del programa 

computarizado en la evaluación espermática permite detectar diferencias tenues entre 

individuos que no son detectados en una evaluación subjetiva.  

 

La morfología es una característica muy útil para poder anticipar la capacidad 

de fecundación en un macho, fundamentándose en la forma y medida de las 

estructuras espermáticas para poder catalogarlas, esto nos permite clasificarla en 

anormalidades propias de la cabeza, pieza media y cola. Todas las anormalidades que 

están presentes en otros animales de producción se pueden hallar también en CSA. 

Según Bravo (1997a). 

 

Entre las anormalidades más comunes halladas en alpacas se puede encontrar 

las colas con curvaturas o curvaturas dobles (9 – 15 %), cabeza libre (3 %), cabezas 

dobles (13 %), existencia de gota citoplásmica (1 – 7 %) (Lichtenwainer et al., 

1996). Las pautas para que una célula espermática se considere normal contempla 

ciertos caracteres morfológicos como: La forma oval de la cabeza, carencia de 

vacuolas o escotaduras en la cabeza, la superficie de la cabeza debe estar ocupada de 

un 40 % a 70 % por el acrosoma, la gota plasmática debe estar presente en la pieza 
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intermedia y debe ser inferior a un 30 % de la superficie de la cabeza, la fijación 

entre el flagelo y la cabeza debe ser de forma axial y presencia del flagelo recto y 

uniforme. Cualquier expresión o distribución impropia de esas condiciones se 

consideran anormales (Lichtenwainer et al., 1996). Buendía (2002) menciona que el 

análisis morfológico por medio del uso del microscopio óptico es viable siempre que 

se usen las tinciones correctas, aquellas que resalten las estructuras espermáticas que 

se están evaluando. 

  

2.1.3. Factores que afectan las características del semen  

 
Uno de los factores que afectan la calidad seminal es el tiempo de cópula, ya 

que, si bien este no afecta directamente el volumen del eyaculado, sí repercute sobre la 

concentración y el porcentaje de vitalidad espermática. La cópula interrumpida ocasiona 

que se incremente el nivel de porcentaje de espermatozoides muertos, es por ello que se 

recomienda que la cópula no debe ser menor a los 15 minutos para que así no disminuya 

la concentración del eyaculado. Por otro lado, las colecciones sucesivas también pueden 

ser contraproducentes ya que estudios realizados por Bravo (2002) han demostrado que 

la concentración y volumen de las muestras de eyaculado disminuyen después del tercer 

eyaculado sucesivo. La edad de los machos en el momento de la cópula también es un 

factor relevante, ya que existe una variación significativa en la concentración 

espermática de los animales jóvenes es menor con respecto a los machos que tenían más 

edad (Gadea., 2005). 

 

El estrés térmico es un factor que afecta directamente la calidad seminal 

principalmente en lugares donde las variaciones térmicas son importantes, como 

aquellas zonas que presentan clima continental (Gadea., 2005). A su vez, al realizar las 

colecciones se debe tener en cuenta muchos factores adicionales como la estación del 

año, temperatura del ambiente exterior, el entorno social del animal en el corral, el tipo 

de nutrición, su edad, el desarrollo de características sexuales secundarios y la aparición 

de patologías (Bravo et al., 1997a). 
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2.2. CRIOPRESERVACIÓN 

2.2.1. Licuefacción del semen  

 

Una de las propiedades principales del semen de CSA es su gran viscosidad 

que presenta, esta característica es la que imposibilita su manipulación y estudio, se 

conjetura que establece un arquetipo de depósito en el útero de la hembra que ayuda 

a conservar los espermatozoides viables (Huanca et al., 2007). Debido a su 

naturaleza viscosa es que se utilizan elementos exógenos para <desgelificar= los 

eyaculados. Generalmente se utilizan enzimas proteolíticas como por ejemplo la 

hialuronidasa, colagenasa, tripsina y fibrolisina (Bravo et al., 2000, 2002); sin 

embargo, presentan efectos negativos sobre la viabilidad espermática e integridad 

acrosomal alterando sus características y disminuyendo la fertilidad de los 

eyaculados.  

 

Algunos estudios como los de Ccallo (1996) señalan que se produce un 

impacto importante sobre el porcentaje de espermatozoides vivos haciendo uso de 

cuatro enzimas de uso común como la fibrolisina, hialuronidasa, colagenasa y 

tripsina llegando a reducir la vitalidad en 7, 10, 23 y 18 %, respectivamente con 

respecto a las muestras sin desgelificar. Por otro lado, Huanca et al (2007) menciona 

que la colagenasa es efectiva en la reducción de la viscosidad sin causar un gran 

impacto sobre las características seminales. 

 

Se ha empleado la agitación mecánica con cierto porcentaje de éxito 

permitiendo una mejor manipulación, dilución, extensión y congelación. Dentro de 

este tipo de método está la aspiración y expulsión de la muestra de eyaculado por 

medio de una aguja hipodérmica obteniendo buenos resultados con respecto a la 

reducción de la viscosidad y la poca repercusión sobre las características seminales 

(Valdivia et al., 1999). 
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2.2.2.  Dilutores de semen  

 

Un dilutor correcto nos permite suministrar nutrientes a los espermatozoides, 

darle protección fuera del tracto reproductivo como las variaciones bruscas de pH y 

la presencia de un medio isotónico. También se protege a los espermatozoides ante el 

shock térmico al que se someten durante el proceso de criopreservación seminal y 

neutraliza el crecimiento microbiano (Garner y Hafez, 2002). Al diluir las muestras 

de semen podemos obtener numerosas dosis con la concentración requerida para 

realizar inseminación artificial optimizando su rendimiento. 

 

Entre los componentes más frecuentes se encuentran la yema de huevo y leche, 

que contienen lipoproteínas que estabilizan las membranas celulares brindándole así 

termoestabilidad a los espermatozoides contra el frio (Hafez, 2002), además de 

atenuar los cambios en el pH, la leche actúa como quelante de metales pesados 

(Salamon y Maxwell, 2000). sin embargo; la leche contiene una proteína llamada 

lactenina que es de naturaleza toxica para los espermatozoides por lo cual se requiere 

desnaturalizarla sometiéndola a tratamiento térmico antes de su uso, calentándola a 

temperaturas superiores a los 90 °C si es el caso de leche entera, es por ello que se 

recomienda el uso de leche UHT (Ultra High Temperature) ya que no requiere dicho 

tratamiento y la venden bajo condiciones de esterilidad o también el uso de leche 

descremada (Salamon y Maxwell, 2000).  

 

La yema de huevo ha sido utilizada en muchas especies domesticas como 

toros, carneros, verracos, equinos, camélidos y especies silvestres como 

termorregulador mejorando la fertilidad espermática (Hafez, 2002). Se puede usar 

sola o en unión con citrato de sodio, leche entera sometida térmicamente o leche 

descremada. Las LDL (liporoteínas de baja densidad) son las responsables de la 

protección termorreguladora brindada por la yema de huevo, ya que durante el 

proceso de congelación y descongelación las LDL se adhiere a la membrana 

plasmática de los espermatozoides formando una capa protectora en la superficie, 

proporcionándoles protección mediante la estabilización de membrana 

(Demianowicz y Strezek, 1996). El uso de las HDL (lipoproteínas de alta-densidad) 

redujeron los parámetros de cinética espermática en comparación con el grupo que 
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fue preservado con LDL, ya que las primeras contienen gránulos que actúan como 

componentes dañinos en la preservación seminal. 

 

El componente energético de la dilución se da gracias a la agregación de 

sustratos metabolizables, entre ellos tenemos a los azucares simples como la glucosa, 

fructosa o lactosa (Garner y Hafez, 2002). También se pueden utilizar como sustratos 

energéticos al sorbitol y glicerilfosforilcolina (Sandoval, 2005). Las sustancias 

iónicas y no iónicas mantienen una osmolaridad y pH adecuado; mientras que, la 

agregación de antibióticos como la penicilina, estreptomicina, gentamicina, entre 

otros, evitan un crecimiento bacteriano exponencial. 

 

Entre los dilutores más frecuentemente usados para el semen de alpaca se 

encuentran el: PBS, yema-glucosa-citrato, glucosa-citrato, tris y tridalyl, Andromed y 

Optixcell. El estudio realizado por Bravo (2002) sostiene que el Tris combinado con 

yema de huevo es el dilutor más eficaz al mantener la vitalidad espermática durante 

los procesos de dilución, refrigeración, congelación y descongelación. La dilución 

seminal varía dependiendo de la concentración espermática de la muestra de 

eyaculado. Usualmente una muestra de eyaculado (que ya es de naturaleza diluida) 

puede diluirse en relación de 1:1 (v- v) mientras que las muestras más viscosas 

pueden diluirse 1:2 o 1:3 con dilutor, incluso mencionan que puede ser productivo 

agregar 1mL del diluyente a la luz de la vagina artificial para conservar los 

espermatozoides durante una cópula prolongada (Valdivia et al., 1999). 

 

2.2.3. Crioprotectores 

 

Son soluciones de naturaleza hidrosoluble que dan protección ante la 

exposición al frio y actúan sinérgicamente en el proceso de deshidratación celular. El 

proceso de deshidratación parcial es indispensable para evitar la formación de 

cristales de hielo en el interior de la célula espermática a causa del líquido 

intracelular que contiene, desplazando o extrayendo agua del citoplasma y así 

disminuyendo el gradiente osmótico. Es por ello que la adición de crioprotectores 

desempeña un rol importante en la viabilidad de los espermatozoides en el proceso 

de criopreservación, reduciendo el impacto del shock térmico producido durante el 
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proceso de congelación y descongelación (Watson, 2000). Los crioprotectores se 

pueden clasificar según su permeabilidad en permeables y no permeables. 

 

2.2.3.1. Crioprotectores permeables  

 

La característica principal de este tipo de crioprotector es su bajo peso 

molecular, por este motivo tiene un ingreso pasivo por medio de la membrana 

celular. Una vez ocurrido su ingreso al espermatozoide, este tipo de crioprotectores 

reemplazan el volumen del agua del citoplasma y lo desplaza al medio extracelular 

previniendo la deshidratación excesiva, formación de cristales de hielo intracelulares 

y evitando así el colapso de la célula (Medeiros et al., 2002). En este grupo tenemos 

crioprotectores como el glicerol, etilenglicol, propilenglicol, propanediol (PROH) y 

dimetilsulfóxido (DMSO) (Boiso, 2001).  

 

El DMSO es un solvente bipolar que posee una acción crioprotectora que se 

fundamenta en la prevención de la acumulación excesiva de electrolitos, estabiliza la 

bicapa fosfolipídica de la membrana celular e interviene en el transcurso de 

solvatación del crioprotector en el agua (Boiso, 2001). 

 

El crioprotector más practico en la conservación de esperma de mamífero es el 

glicerol (Hafez, 2002). Su función durante la criopreservación consiste en ingresar de 

forma pasiva por la membrana espermática a través de los canales de acuaporinas 7, 

desplazando el agua del citoplasma hacia el medio extracelular, reemplazando 

osmóticamente el agua intracelular y deshidratando así a la célula. Esto sumado a 

una velocidad de congelación lenta reduce la producción de cristales intracelulares 

(Salamon y Maxell, 2000). El papel que cumple extracelularmente radica en 

aumentar el volumen con líquido que aún no está congelado (proveniente del 

citoplasma) disminuyendo así la concentración de electrolitos del medio extracelular, 

reduciendo el estrés osmótico o <efectos de solución= (Mazur, 1985). En síntesis, 

disminuye el estrés celular en el proceso de congelación actuando por medio del 

mecanismo <sal buffer= disminuyendo el volumen liquido intracelular que puede 

congelarse, deshidratando a la célula, pero manteniendo el volumen citoplasmático, 

previniendo la muerte celular por severa deshidratación. 
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Con respecto al etilenglicol (EG), éste es utilizado generalmente para el 

congelamiento del tejido ovárico y embrionario (Medeiros et al., 2002) ejerciendo un 

menor impacto negativo sobre la motilidad del semen de toro comparado a sus 

análogos como el glicerol o DMSO, disminuyendo así los daños osmóticos. 

 

El glicerol, utilizado en concentraciones de 2 a 7 % (0.27- 0.96 M), es el 

crioprotector más usado en alpacas (Santiani et al., 2005; Morton et al., 2010; 

Terreros et al., 2012); sin embargo, presenta efectos adversos, tóxicos para las 

células espermáticas a nivel de la membrana plasmática, ya que el glicerol influye 

sobre la reestructuración de los lípidos y proteínas de membrana afectando su 

potencial y disminuyendo su capacidad fecundante, incluso puede afectar a la 

membrana mitocondrial, la membrana acrosomal y la integridad del ADN. Carretero 

et al (2014) expone que el uso del glicerol a un porcentaje igual o mayor al 7% 

aumenta la toxicidad intracelular aumentando significativamente el porcentaje de 

espermatozoides con fragmentación de ADN llegando a valores de 93.8 %, esto 

puede repercutir sobre la tasa de fertilidad, preñez, disminución de calidad 

embrionaria y aumento de mortalidad embrionaria. A su vez, otros efectos del 

glicerol es que produce cambios sobre el volumen de los espermatozoides ya que, 

durante la congelación, la pérdida de agua de esta célula reduce casi a la mitad el 

volumen de ésta y en el momento en que entra al proceso de descongelación, cuando 

es suspendido en una solución isotónica, el espermatozoide puede expandir hasta dos 

veces su volumen (Parks y Graham, 1992).  

 

 Por lo mencionado, se han puesto a prueba otros crioprotectores como el 

etilenglicol a una concentración de 1 y 7 % (0.2 y 1.25 M) (Santiani et al., 2005; 

Terreros et al., 2012) y dimetil sulfoxido (DMSO) al 7 % (0.98 M) (Terreros et al., 

2012) obteniendo efectos inconsistentes para ser considerado óptimo en un protocolo 

de criopreservación (Santiani et al., 2005; Morton et al., 2010; Terreros et al., 2012). 
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2.2.3.2. Crioprotectores no permeables  

 

Son de elevado peso molecular por lo que son incapaces de atravesar la 

membrana celular (Boiso, 2001) y realizan su función crioprotectora en el medio 

extracelular por inducción osmótica a causa de la veloz deshidratación celular, esto 

provoca la reducción del agua intracelular previniendo la producción de cristales 

intracelulares (Medeiros et al., 2002). A su vez, aumenta la viscosidad del medio 

extracelular cuando desciende la temperatura potenciando su efecto. Los más 

empleados son los azúcares como la sacarosa, dextrosa, trealosa, glucosa, 

polivinilpirrolidona (PVP), polietilenglicol y dextrano.  

 

Se ha comprobado que los grupos hidroxilo de los azúcares interactúan de 

forma positiva con los fosfolípidos de la membrana celular, formando puentes de 

hidrogeno, sustituyendo el agua alrededor de la membrana lo que previene el daño de 

esta (Boiso, 2001). Si se usan concentraciones elevadas de un crioprotector no 

permeable se comporta de forma tóxica, promoviendo alteraciones a nivel de la 

membrana espermática y disminuyendo la movilidad espermática.   

La concentración de los crioprotectores dependerá de los componentes que se 

usarán en la dilución, la velocidad de enfriamiento que se empleará en la muestra, el 

método utilizado en el proceso de congelación y descongelación. Al ser muchos 

factores los que influyen sobre el éxito del uso de un criopreservante no se puede 

optimizar un protocolo estándar. 

 

2.2.4. Proceso de criopreservación seminal  

 

La criopreservación es una técnica en donde se puede congelar tejidos y 

células, a través del cual se detienen las funciones metabólicas celulares por un 

tiempo indefinido, dicha técnica se aplica actualmente en el área de la reproducción. 

Actualmente tiene como finalidad mantener la viabilidad y funcionalidad de todas las 

estructuras celulares sometiéndolas a muy bajas temperaturas. Para su correcta 

aplicación es necesario del uso de crioprotectores, por lo que se han estudiado y 
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verificado a través de su funcionalidad en base a los fenómenos que causan daño 

celular y el mecanismo físico y químico de la criopreservación. Se define que el daño 

celular en la criopreservación se da a causa de dos mecanismos: la producción de 

hielo en el espacio intracelular y la deshidratación o estrés osmótico. Estos factores 

están directamente ligados a las velocidades de congelación y descongelación 

utilizadas durante el proceso de criopreservación (Mazur et al., 1985).  

 

En CSA, diversos trabajos sobre criopreservación han sido ejecutados como se 

manifiesta en el cuadro 1. Usualmente se trabajan con muestras seminales 

provenientes de dos orígenes, colección de semen por vagina artificial y muestras 

provenientes del epidídimo de testículos refrigerados. Una vez criopreservadas las 

muestras de semen, estas tienden a reducir la motilidad espermática a valores que 

oscilan hasta 10 % y 20 % de la motilidad total (Valdivia et al., 2000; Vaughan et al., 

2003; Santiani et al., 2005); sin embargo, Bravo et al. (2000b) reportó valores 

superiores, señalando que las diferencias del porcentaje de motilidad post congelado 

pueden ser a causa de la metodología de la criopreservación utilizada durante el 

proceso. Rodríguez (2009) señala que, si bien el porcentaje de motilidad desciende a 

un valor usualmente menor al 20%, la vitalidad espermática puede mantenerse hasta 

en un 50 % e incluso preservando la integridad acrosomal, indicando que no 

necesariamente la disminución del porcentaje de motilidad causase la muerte 

espermática (Morton et al., 2010).  

 

Cuadro 1. Efecto del uso de diferentes tipos de diluyentes sobre la motilidad total de 

espermatozoides frescos y postdescongelados de alpaca. 

Autor Año Especie Tipo de 

Muestra 

Diluyente/ 

Crioprotector 

Motilidad % 

Fresco Congelado 

Vaughan et al 2003 Alpaca  Semen  Tris - Citrato - 
Fructosa 

50 10 

Santiani et al 2005 Alpaca Semen Leche  -  etilenglicol 72.0 20.0 

Leche - glicerol 15.3 

Tris - glicerol 4.0 

Tris - etilenglicol 1.0 

Bravo et al 2000
b 

Alpaca Semen Citrato - yema 80.00 30 a 40 

Valdivia et al 2000 Alpaca Semen Glicerol - yema 68.98 15 a 20 

Fuente: (Flores, 2011) 
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2.2.4.1. Proceso de refrigeración 

El proceso de refrigeración o enfriamiento consiste en reducir la temperatura 

de la muestra, que previamente ha pasado por un proceso de dilución, hasta los 5 °C 

(Salamon y Maxwell, 2000) en un tiempo que puede oscilar desde 0,5 hasta los 180 

minutos (Aisen et al., 2000). Reduciendo así, la cinética espermática (Sandoval, 

2005) con el fin de lograr una fase de estabilización celular.  

 

Posterior a ello, se adiciona el agente crioprotector a la muestra refrigerada 

otorgando aun mayor estabilidad celular a la dilución. Se recomienda agregar el 

crioprotector lentamente y en dos fragmentos, en el cual el segundo contenga el 

doble de concentración que en comparación a la primera (Sandoval, 2005). En caso 

se añada el agente de forma brusca o muy rápida ocasionará lesiones en la membrana 

espermática, el acrosoma y la cola debido a los efectos tóxicos propios del agente 

pudiendo reducir significativamente su vitalidad (Ávila-Portillo et al., 2006).  

 

En el momento de la refrigeración, en donde la temperatura baja de los 35 °C a 

los 5 °C, los espermatozoides soportan daños a nivel de la membrana espermática, 

acrosomal y mitocondrial debido a la exposición a bajas temperaturas y la rapidez 

con la que ocurren los eventos osmóticos (Bravo et al., 2000). Estos daños pueden 

ser morfológicos como la rigidez que adquieren las membranas o bioquímicos como 

la reducción del ejercicio respiratorio, reducción del funcionamiento de las bombas 

de ATP/ Iones de H⁺ y el daño causado sobre el ADN haciendo predominante en 

estos casos el transporte pasivo de moléculas (Canorio, 2008). Además, cuando 

ocurre daño específicamente sobre la membrana acrosomal se liberan las enzimas 

hidrolíticas, acrosina y hialuronidasa, causando que el espermatozoide pierda su 

capacidad fecundante. El estudio realizado por García, (2017) menciona que la tasa 

de preñez en el semen refrigerado de alpaca es 37 %, siendo inferior al 48 % 

obtenida con semen fresco. Las bajas tasas de preñez con semen refrigerado podrían 

ser un reflejo de los daños que se producen en esta etapa. 
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2.2.4.2. Proceso de congelación 

 

Al iniciar la congelación, los espermatozoides refrigerados son sometidos a un 

cuadro de estrés térmico y osmótico (Watson, 2000). Cuando inicia el proceso de 

congelación y la temperatura disminuye a -10 °C empieza la producción de hielo 

fuera de la célula que promueve el aumento de la concentración de solutos 

convirtiéndolo en un medio hipertónico y a consecuencia de la diferencia de 

gradiente el agua intracelular sale al medio extracelular deshidratando a la célula 

(Boiso, 2001). A este periodo en donde empieza la cristalización se le denomina 

<rango critico de temperatura= (Salamon y Maxwell, 2000), siendo la etapa donde 

ocurren los principales eventos de daño espermático.  

 

Usualmente, en el proceso de congelación se exponen las pajuelas de semen a 

una altura que puede ir de 1 a 10 cm sobre el nitrógeno líquido que se encuentra en 

proceso de evaporización por un tiempo que puede durar hasta los 15 min, antes de 

finalmente sumergirlas en el nitrógeno líquido (Ávila-Portillo et al., 2006). Este 

método tiene buenos resultados sobre la tasa de supervivencia espermática, a pesar 

de que manifiesta inconvenientes como la falta de uniformidad en la tasa de 

enfriamiento entre alícuotas o el hacer irreproducible las condiciones de congelación 

(Ávila-Portillo et al., 2006). 

 

2.2.4.3. Proceso de descongelación 

 

Durante el proceso de descongelación ocurren cambios osmóticos opuestos a 

los expresados en la congelación (Mazur, 1985). La rápida fusión del agua ocasiona 

una diferencia en la concentración de solutos extracelulares, reduciendo su 

concentración gradualmente causando a su vez que la célula se rehidrate para 

compensar la diferencia de gradientes entre el medio extra e intracelular, esto en 

presencia de un crioprotector penetrante cuya salida de la célula no pudo ejecutarse 

por la rapidez del proceso de descongelación causa la turgencia celular en 

consecuencia a la entrada de agua (Watson, 1990). Para recuperar las células de 
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forma más efectiva es necesario el empleo de una descongelación rápida ya que 

cuando las células vuelven a pasar por el rango crítico de temperatura en el proceso 

de descongelación, se tiende a la recristalización intracelular que tienen 

consecuencias letales (Salamon y Maxwell, 2000).  

 

Por otro lado, se ha corroborado que el cambio de temperatura afecta la 

estabilización molecular de la membrana, fenómeno de transiciones de fase de los 

lípidos, contribuyendo con la aparición de lesiones. Por lo tanto, las membranas se 

empiezan a desestabilizar tanto por el cambio de temperatura como por las altas 

concentraciones salinas durante la congelación y se manifiesta como la degeneración 

celular postdescongelación al acoplarse nuevamente con los efectos nocivos de la 

naturaleza térmica y osmótica (Demianowicz y Strezek, 1996). 

 

La tasa de descongelación se ve influenciada por diferentes factores como la 

temperatura ambiental, el método usado en la congelación y la conductividad térmica 

(superficie/ volumen del envase que contiene el semen diluido). La tasa de 

supervivencia en el mejor de los casos puede tener un éxito del 30 al 40 % 

postdescongelado en CSA (Bravo et al., 1997a) siendo influenciada por la diferencia 

entre machos, diferencias entre eyaculados del mismo animal, la concentración del 

crioprotector y la tasa de enfriamiento utilizada. 

 

En la etapa de descongelación se sumergen las pajuelas en baño maría cuyas 

temperaturas pueden variar desde los 37 °C hasta los 60 °C por un periodo de tiempo 

que va desde 1 segundo hasta 4 minutos (Aisen et al., 2000). En alpacas usualmente 

se utilizan métodos de descongelación lenta, 30 a 37 °C por 30 segundos (Valdivia et 

al., 1999; Aller et al., 2003). Por el contrario, se reporta métodos de descongelación 

rápida en camellos dromedarios de 60 °C por 10 segundos obteniendo resultados de 

hasta 82 ± 2 % de integridad de membrana postdescongelado (Malo et al.,2019).  
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2.2.5. Métodos de criopreservación 

 

Los métodos de criopreservación se clasifican de acuerdo con la velocidad de 

congelación y descongelación en: congelación lenta/ descongelación lenta, 

congelación lenta/ descongelación rápida, congelación rápida/ descongelación lenta, 

congelación rápida/ descongelación rápida y congelación ultrarrápida y vitrificación 

(Ferré et al., 2017). Durante el proceso de congelación lenta se suele añadir el 

crioprotector en diferentes etapas y el descenso de la temperatura usualmente se 

ejecuta por medio de un congelador programable; sin embargo, aún existe el empleo 

de métodos manuales en donde se utiliza la exposición sobre vapores de nitrógeno 

líquido (Ávila Portillo et al., 2006). En el caso de la descongelación lenta y rápida 

también se puede utilizar un congelador programable, pero es más común realizarlo 

sometiendo las pajuelas a baño maría mayor a una temperatura de 30 °C (Boiso, 

2001).   

              

La congelación ultrarrápida implica un proceso de deshidratación celular 

utilizando altas concentraciones del crioprotectora, comúnmente se utilizan dos 

agentes crioprotectores penetrantes y uno no penetrante en forma combinada y 

agregados de forma escalonada, seguido a esto se sumerge en el nitrógeno liquido 

(Ávila-Portillo et al., 2006). En el caso de la vitrificación, este es un proceso 

alternativo que no requiere de un congelador programable, en este caso se trabaja con 

concentraciones más elevadas de crioprotector, en comparación con la congelación 

ultrarrápida, que al estar expuesto a un descenso de temperatura tan critico 

incrementan exponencialmente su viscosidad formando una consistencia solida en 

forma semejante al vidrio, de ahí el nombre <vitrificación=, evitando totalmente la 

formación de hielo (Boiso, 2001). 

 

La sensibilidad de los espermatozoides frente al enfriamiento rápido se 

considera como criolesiones celulares que causan la pérdida de la permeabilidad 

selectiva y en consecuencia el daño a la membrana celular, acrosomal y 

mitocondrial. Provocando así, la perdida de motilidad y por lo tanto la pérdida de 

capa de sus competencias fecundantes ya que el espermatozoide no podrá llegar al 

sitio de fecundación ni tendrá la energía y elementos necesarios para penetrar el 
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ovocito (Watson et al., 1990). Los métodos de criopreservación aplicado a células 

espermáticas inducen además a cambios en la organización de lípidos de membrana 

y también el de las enzimas aledañas. Las criolesiones modifican a su vez la 

capacidad de fusion de la membrana y las vías de transducción de señales, afectando 

las respuestas bioquímicas normales y reduciendo la longevidad de las células 

espermáticas post descongelamiento (Watson., 1995b). 

 

El método más utilizado por los laboratorios para criopreservar semen es la 

exposición de pajuelas en vapores de nitrógeno líquido por un periodo aproximado 

de 10 minutos para después ser sumergidos finalmente en el nitrógeno líquido. Este 

procedimiento si bien es simple y rápido no permiten que las tasas de enfriamiento 

con las que se trabajen sean uniformes y por tanto resulta difícil repetir las 

condiciones de enfriamiento y congelación. En cambio, el uso de congeladores 

programables automáticos permite una verificación y control preciso de la tasa de 

enfriamiento durante la curva de congelación, permitiendo la repetitividad del 

proceso (Barbas et al., 2009).  

 

2.2.6. Factores críticos en el proceso de criopreservación 

 

En el transcurso de la congelación y descongelación de los espermatozoides, se 

modifican la naturaleza biofísica del medio intracelular y ocasionan alteraciones en 

los lípidos y proteínas celulares que dañan su estructura y fisiología (Barbas et al., 

2009), ocasionando una reducción drástica de su vida útil. La magnitud de estas 

lesiones depende mucho de la constitución de los diluyentes y la tasa de enfriamiento 

empleada. En alpacas se emplean velocidades moderadas y homogéneas que 

permiten un apropiado periodo de equilibrio entre los espermatozoides y el medio 

(Aller et al., 2003), logrando así reducir los efectos adversos del choque térmico en 

la fase de refrigeración; sin embargo, cuando empieza la congelación de los 

espermatozoides se produce un daño celular marcado a causa de la formación de 

cristales de hielo intracelulares (Watson., 1995b) reduciendo la calidad espermática 

postdescongelamiento.  
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Por ello se dice que el daño celular provocado a lo largo del proceso de 

criopreservación básicamente se produce por dos diferentes mecanismos. El primero, 

por la producción de hielo intracelular y el segundo por la deshidratación celular y el 

estrés osmótico que trae consigo. Ambos mecanismos están relacionados con la 

velocidad (Mazur et al., 1985).   

 

Cuando la velocidad de congelación es muy alta o baja ocurre un daño a nivel 

celular de forma irreversible pudiendo ser letal. A velocidades muy bajas el daño es 

causado por efecto de la solución y la diferencia de concentración de solutos y 

electrolitos, deshidratación celular considerable y la reducción no congelada del 

espacio extracelular. En el caso del uso de velocidades de congelación muy altas, el 

daño celular es producido por acción de los cristales de hielo intracelulares que lisan 

a la célula (Barbas et al., 2009). Se menciona que la velocidad de congelamiento 

óptima seria aquella suficientemente baja para evitar la formación de cristales y 

suficientemente alta como para reducir el impacto que genera el estrés osmótico, 

maximizando la supervivencia celular. 

 

El estrés oxidativo, por otro lado, es otro de los factores críticos que repercuten 

sobre el proceso de criopreservación ya que propicia a la desestabilización de 

membranas y la perdida de la función espermática causando una alteración de en la 

función celular de la población sobreviviente (Watson, 2000). Es por ello que es de 

gran importancia el uso de antioxidantes durante el proceso de criopreservación. Pese 

a que se haya tenido especial supervisión sobre los factores críticos en el proceso de 

criopreservación, siempre encontraremos en los resultados una disminución 

significativa de la cinética espermática, vitalidad e incluso daño en la estructura 

genética del ADN (Baumber et al., 2003). 
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2.3. EVALUACIÓN DE SEMEN  

 

El análisis del semen o también llamado espermiograma comprende una 

secuencia de estudios que evaluarán diferentes funciones celulares. Como resultado 

de estas pruebas se puede clasificar a la muestra como apta o no apta teniendo como 

fin su uso en la inseminación artificial ya sea usando la muestra en fresco, 

refrigerada o criopreservada (Gadea et al., 2005). Las técnicas de evaluación aún 

dependen del análisis rutinario clásico tanto para su uso práctico como de 

investigación, a pesar de sus limitaciones para predecir la tasa de fertilidad al que 

podría llegar la muestra. Pese a ello, el análisis de otros parámetros de evaluación 

hace posible definir el estado celular actual y permite correlacionarlo con la posible 

tasa de fertilidad y la calidad de la muestra.  

 

En el transcurso del tiempo ha sido posible el uso y el desarrollo de sistemas 

automatizados de análisis por imágenes CASA (por sus siglas en inglés, Computer 

Assisted Sperm Analysis) y sistemas que utilizan la citometría de flujo como 

fundamento. Estos sistemas brindan un mayor número de datos para evaluar 

distintos aspectos y cualidades espermáticas permitiendo el entendimiento respecto 

a la calidad de la muestra después de la congelación y determinando el rendimiento 

de los machos para su empleo en un programa de inseminación artificial. El 

conjunto de características macroscópicas y microscópicas del semen nos permite 

un diagnóstico relevante y concluyente sobre la calidad seminal de la muestra. 

 

2.3.1. Evaluación macroscópica 

 

El estudio macroscópico comprende lo observable a simple vista en la 

muestra de semen, se lleva a cabo en el laboratorio evitando el contacto directo de 

la muestra con la luz solar. Entre las características macroscópicas a evaluar se 

encuentran: el volumen, color, pH y densidad o consistencia (Bustinza, 2001). 
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CONSISTENCIA 

 

El semen de los camélidos presenta gran viscosidad/ filancia a causa de la alta 

concentración de glicosaminoglicanos, como por ejemplo el quetarán sulfato, que 

provienen de las secreciones de las gandulas bulbouretrales (Gonzáles, 2004), 

también presenta proteínas como la presencia de la mucina 5B que forman parte del 

plasma seminal que a su vez puede representar hasta un 85 % del volumen total del 

eyaculado (Rateb, 2016). La filancia dificulta el movimiento de los espermatozoides 

que quedan atrapados en el eyaculado ocasionando que presenten principalmente 

motilidad oscilatoria y bajos porcentajes de motilidad progresiva. Sumar (1994) 

menciona que la consistencia del semen es dependiente de la relación que existe 

entre el plasma celular y su estructura, concluyendo que la principal característica de 

este es consistencia viscosa y pegajosa difícil de manipular. 

 

COLOR 

 

El color de los eyaculados puede variar normalmente entre blanco lechoso y 

blanco cristalino, esto depende directamente de la concentración espermática de la 

muestra y el grado de contaminación por orina, sangre o algún elemento que le da 

un color más opaco (Fernández y Calderón.,1965).  

 

VOLUMEN 

 

El volumen se mide con ayuda de un tubo colector graduado y el rango 

promedio puede variar según la etapa fisiológica del macho, edad, raza, 

alimentación, método de colección empleado, ausencia o presencia de hembras en 

el mismo corral y frecuencia de colección (Sumar 1994). El método de colecta 

también puede influir sobre el volumen del eyaculado. La colección por vagina 

artificial generalmente obtiene un promedio de 0.4 a 3.5 mL mientras que mediante 

el método de electroeyaculación 1 ± 0.47 mL (Bravo et al.,2000).  

 

 El método de colección por medio de la vagina artificial puede llegar incluso 

a volúmenes de 10 a 12.5 mL (Bustinza et al., 2001); sin embargo, se debe hacer 



22 
 

énfasis en que el 88.5 % de su composición podría estar representado por plasma 

seminal. También se debe tomar en cuenta que no se excluye la idea de que el 

eyaculado de las alpacas se realice en un proceso continuo. 

 

pH 

 

El pH del eyaculado tiene gran impacto sobre la viabilidad de las células ya 

que del nivel de pH dependen funciones metabólicas y genéticas. El pH promedio 

de semen es de 7.7, en un rango que puede variar desde los 7.1 a 8.3 (Huanca et al., 

2011), el nivel ligeramente alcalino al que se encuentra permite la actividad óptima 

enzimática de las células espermáticas y por lo tanto una tasa metabólica elevada; 

sin embargo, si tiende más de lo normal a alcalinidad se reduce el índice metabólico 

celular por ello se le atribuye gran importancia a la dilución sobre un medio que 

resista los cambios de pH para mantener la viabilidad de la muestra (Sumar, 1991).   

 

Por otra parte, es válido resaltar que durante el proceso de criopreservacion, 

los espermatozoides y bacterias inmersas en la muestra crean metabolitos que 

podrían disminuir el pH afectando la motilidad y metabolismo celular de forma 

negativa. La producción de ácido láctico a consecuencia del metabolismo de la 

glucosa es el principal responsable de la reducción del pH, es por ello que es usado 

también como indicio de la calidad del semen (Huanca et al., 2011). 

 

 

2.3.2. Evaluación microscópica 

 

Es el método más conciso para la evaluación seminal ya que permite analizar 

con gran exactitud las características del eyaculado a nivel celular permitiendo 

predecir la fertilidad de la muestra. Comprende desde la valoración de la motilidad, 

viabilidad, morfología y la concentración de espermatozoides en la muestra.  

 

CONCENTRACION ESPERMÁTICA 

 

Es uno de los parámetros más importantes de evaluación de la fertilidad 

porque permite conocer la capacidad de producción de espermatozoides del macho 
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y calcular el número de dosis de producción por eyaculado para su posterior uso en 

inseminación artificial. Se expresa en el número de espermatozoides por unidad de 

volumen, ya sea mm³ o cm³. Su medición es realizada comúnmente a través de un 

conteo celular haciendo el uso de cámaras de conteo como la de Neubauer; sin 

embargo, la alta viscosidad del plasma seminal dificulta su extensión y adecuada 

manipulación en la cámara (Rodríguez et al., 2008). Antes de iniciar el recuento de 

espermatozoides, la muestra de semen se diluye bajo condiciones ya estandarizadas, 

para el cálculo se tiene en cuenta la superficie y altura de la cámara, así como el 

grado de dilución a la que fue sometida la muestra y es con ayuda de una ecuación 

aritmética que podemos conocer la concentración de espermatozoides/ mL.  

 

La cámara de Neubauer es una placa de cristal de 30 x 70 mm de área y unos 

4 mm de profundidad o grosor, es una cámara simple y ahí se ejecuta el conteo de 

espermatozoides. La porción central de la placa está fraccionada en 3 partes y a su 

vez la zona céntrica de esta se encuentra dibujada una matriz cuadrangular. La 

cámara de Neubauer contiene una doble cámara de 3 mm x 3 mm de lado cada una, 

presentando 2 áreas de conteo y se subdivide en 9 cuadrados de 1 mm por cada 

lado. Para poder evaluar se debe cargar la cámara con la muestra diluida cubriendo 

todos los bordes y cubriendo con el cubreobjetos y dejando estabilizar tres minutos 

para permitir que los espermatozoides se ubiquen en una misma zona e iniciar el 

conteo. 

 

Los estudios realizados sobre la concentración espermática en camélidos 

manifiestan distintos valores de concentración encontrados, posiblemente debido a 

la diferencia entre individuos y métodos de colección. Aller et al., (2003) manifiesta 

en sus resultados que por la técnica de VA existe un promedio de 60 a 80 millones 

de espermatozoides por mililitro, lo cual es muy variable considerando que se 

utilizó un solo método de colección. sin embargo, en publicaciones anteriores como 

las descritas por Bravo (2002) indica que la concentración espermática en alpacas 

puede llegar a valores que oscilan desde 80 a 120 millones de espermatozoides por 

mililitro.  

 

También se han reportado otros valores por medio del uso de otros métodos 

de colección como 107 y 225 millones de espermatozoides por mL utilizando 
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fundas vaginales y de 48 millones espermatozoides por mL en el caso de 

electroeyaculación (Fernández Baca y Calderón, 1965). 

 

MOTILIDAD ESPERMÁTICA 

 

El semen de alpaca obtenido por vagina artificial no muestra una motilidad 

masal con las mismas características que en otras especies como la presencia de 

torbellinos y turbulencias (Sumar, 1991). Incluso, por la naturaleza viscosa del 

plasma seminal, la motilidad individual se observa como un desplazamiento muy 

lento y en su mayoría como movimientos oscilatorios en sí mismos. 

 

La motilidad espermática es de tipo oscilante y pausado (Sumar, 1991), el 

porcentaje promedio encontrado en camélidos por método de colección de vagina 

artificial se halla entre el 54 al 60 % de espermatozoides móviles (Aller et al., 

2003). Por otro lado, se registran valores similares obtenidos por medio de la 

colección por electroeyaculación resultando del 50 al 60 % espermatozoides 

móviles (Fernández Baca et al.,1965). 

 

EVALUACIÓN MORFOLÓGICA 

 

Los espermatozoides anormales se clasifican según la presencia de cabeza, 

gota citoplasmática y cola anormal (Bravo, 1997a). En aquellas células que 

presentan cabezas anormales se pueden observar defectos de asimetría, 

adelgazamiento, macrocabezas, microcabezas, cabezas de forma piriforme y 

cabezas dobles. La gota citoplasmática tiene su origen en el cuello del 

espermatozoide durante la espermiogénesis y se pierde durante la maduración en el 

epidídimo por lo cual su presencia es una característica anormal (Sumar, 1983). Así 

mismo, las anormalidades de la cola pueden ser colas alargadas, dobladas, rotas, 

truncadas, filiformes, de piezas intermedias dobles, enroscadas e incluso dobles. La 

mayoría de los espermatozoides con alguna anormalidad en la cola serán inmóviles 

o se desplazarán de forma anormal. 

 

Todas las muestras tienen un porcentaje de anormalidades, lo esperado es que 

se encuentren en un rango de 8 a 10 % ya que en este nivel no tendrá efectos 
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desfavorables sobre la fertilidad de la muestra, si las anormalidades superan el 25 % 

del total eyaculado, se puede predecir que la fertilidad es reducida (Sumar, 1983). 

Las anormalidades espermáticas también se pueden clasificar en primarias 

(provenientes de alteraciones testiculares) y secundarias (provenientes de disturbios 

en los conductos especialmente del epidídimo o un mal manejo de la muestra al 

momento de realizar el frotis) (Bustinza, 2001).  

 

El promedio del porcentaje de anormalidades encontrado en alpacas difiere 

según diferentes autores. Palomito (1962) encontró un 11.65 % de anormalidades, 

entre ellas las más frecuentes de forma decreciente fueron cabezas solas, colas 

retorcidas, colas enrolladas, colas rotas, cabezas alargadas y microcabezas. 

Asimismo, Sumar (1983) realizó una evaluación en donde los resultados expresaron 

41,23 % de anormalidades, aquellas de mayor frecuencia fueron: cabezas solas, 

microcabezas, colas rotas, pieza intermedia engrosada, entre otras.  

 

 

TEST DE HOST (TEST HIPOSMÓTICO) 

 

El método consiste en la observación de esta alteración morfológica, 

incremento de tamaño y flagelos curvos o enrollados, una vez inmersos en el medio 

hiposmótico, ya que el espermatozoide tratará de restaurar el equilibrio permitiendo 

el ingreso del agua del medio extracelular al intracelular aumentando así el volumen 

celular (Correa y Zavos, 1994), lo cual se evidencia con la torsión de la cola en 

diferentes grados. Las células que tienen la membrana funcionalmente dañada no 

experimentarán esos cambios morfológicos ya que no responden al entorno 

hiposmótico, considerando positivo cuando se observa la cola tomar la forma 

espiral y ascender dentro de sí misma.  

 

La fecundación no puede llevarse a cabo si la membrana espermática esta 

bioquímicamente inactiva (falla en la acción de transportadores y canales de iones 

específicos que permiten la permeabilidad molecular) a pesar de que conserva su 

estructura morfológica intacta, ya que se necesita que este integra para eventos 

como la capacitación espermática, reacción acrosomal y la ligación del 

espermatozoide a la superficie del oocito, por ello es un indicador preciso de la 
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capacidad fertilizante de los espermatozoides y de la vitalidad (Gonzáles et al., 

2011).  

 

En alpacas, se han reportado estudios de evaluación sobre la prueba de 

endosmosis en donde se determina que esta especie tiene poblaciones de 

espermatozoides inmóviles con membranas completamente funcionales e íntegras 

(Vázquez et al., 2012; Zirena et al., 2015). En camélidos se ha llegado a obtener 

porcentajes superiores al 73% como indica los estudios realizados por Pacheco et al 

(2014) utilizando una concentración en la solución hiposmótica en 50 mOsmol. A 

su vez, Giuliano et al., (2010) obtuvo 62 % de respuesta endosmótica a una 

concentración de100 mOsmol. 

 

 

2.3.3. Sistema de análisis asistido por computadora 

 

El análisis de esperma asistido por computadora o por sus siglas en ingles 

CASA (Computer Assisted Sperm Analysis), es un sistema que puede ser 

automático como semiautomático. Están diseñados para brindar información precisa 

sobre los valores descriptivos en una muestra seminal como la concentración, 

morfología, viabilidad y la dinámica del movimiento celular para ejecutar así el 

análisis estadístico de esos valores precisos (Shojaei et al., 2012). Este sistema se 

fundamenta en el procesamiento digital de una secuencia de imágenes de células 

espermáticas capturadas por una cámara de video incorporada en un microscopio de 

fases. Una vez obtenida la información, la computadora realiza el procesamiento de 

imágenes y el estadístico. El uso de estos equipos se está haciendo cada vez más 

frecuente en la práctica de evaluación seminal, permitiendo evaluar de forma 

objetiva diferentes parámetros, sobre todo el de la motilidad espermática. 

 

 Las medidas cinéticas arrojan parámetros espermáticos que se basan en la 

sucesión de diferentes posiciones que adopta el centroide de la cabeza del 

espermatozoide a través del tiempo. Es así que gracias al uso de la geometría de las 

trayectorias que se puede determinar las velocidades y patrones de movimiento 

(Bernardi et al., 2011).  El día de hoy existe una variedad de sistemas vigentes en el 
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mercado cuyas diferencias entre sí pueden variar respecto a los sistemas ópticos, 

técnicas de captura de imagen, algoritmos utilizados en la construcción de las 

trayectorias espermáticas, determinación de medidas cinéticas, reconocimiento 

espermático e incluso el sistema de análisis de los datos obtenidos. 

 

Si bien el uso del sistema CASA ofrece numerosas ventajas también puede 

presentar algunas dificultades. Una de las principales desventajas es la inexistencia 

de una estandarización y optimización de equipos y procedimientos utilizados en el 

análisis, ya que cada laboratorio trabaja con diversos equipos que tienen 

características técnicas diferentes unos de otros, por ello a veces las evaluaciones 

para un mismo parámetro son muy divergentes entre sí.  

 
 
2.3.4 Microscopía de fluorescencia  

 

La microscopía de fluorescencia es un poderoso instrumento analítico que 

mezcla las cualidades de aumento óptico de la microscopía con el empleo de la 

fluorescencia celular. Esta última es un evento que comprende la absorción y la 

emisión de una diminuta serie de ondas de luz mediante una molécula fluorescente 

nombrada fluorocromo. La técnica se desarrolla con el microscopio óptico acoplado 

de una fuente de luz intensa, filtros específicos y un medio de fluorescencia añadido 

a la muestra a evaluar (Ormachea y Villazón, 2017).  

 

Los análisis de fluorescencia en la biotecnología reproductiva se han 

fundamentado en la determinación de la proporción de espermatozoides que pueden 

o no presentar integridad de membrana haciendo referencia a la función de 

permeabilidad en células vivas y muertas. Durante el proceso de criopreservación 

espermática, el estrés térmico afecta las membranas espermáticas (plasmática, 

acrosomal y mitocondrial) ocasionando cambios en su organización, fluidez, 

permeabilidad y composición lipídica que a su vez pueden tener consecuencias 

letales para la célula comprometiendo su supervivencia (Thomas et al., 1998).  

 

Actualmente, la microscopia de fluorescencia es una de las técnicas precisas 

más empleadas ya que nos permite evaluar tanto la viabilidad como la integridad 
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acrosomal por medio del uso de indicadores fluorescentes (Ormachea y Villazón, 

2017). Existen diferentes tipos de sondas fluorescentes que en asociación permiten 

evaluar diferentes parámetros que son cruciales para determinar la actividad 

fecundante del espermatozoide. El yoduro de propidio (PI) se unifica al ADN de las 

células que tienen dañada la membrana (Graham et al., 1990) siendo usualmente 

empleada para evaluar la viabilidad de los espermatozoides en conjunto con SYBR-

14 que es un fluorocromo que es capaz de penetrar todas las membranas 

permitiendo identificar la población de células viables en la muestra. En esta doble 

tinción, el ADN de los espermatozoides viables emite fluorescencia verde, mientras 

que aquellos con membrana plasmática dañada emiten fluorescencia roja. Con 

respecto a la integridad de la membrana acrosomal, se utilizan marcadores 

glicoproteicos como las lectinas que reconocen y se unen a una secuencia de 

carbohidratos especifico reconociendo terminales de manosa, glucosa y 

glucosamina de conjugados localizados en la matriz acrosomal, entre las más 

utilizadas está el PSA (aglutinina del guisante Pissum sativum) y PNA (aglutinina 

del mani Arachis hypogaea) que se emplean en asociación con Isiocinato de 

fluoresceína (FITC) marcando el acrosoma de los espermatozoides dañados en 

amarillo y verde (Graham et al., 1990). 
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III. MATERIALES Y METODOS 

 

3.1. LUGAR DE ESTUDIO 

 

El estudio se realizó en el laboratorio de Reproducción Animal de la Estación 

IVITA Maranganí – FMV – UNMSM (localizado a una altitud de 3650 m.s.n.m, y 

14° 21' 25'' latitud Sur) con sede en el Distrito de Maranganí, Provincia de Canchis, 

Departamento de Cusco entre los meses de enero a marzo del 2022. 

 

3.2. DESCRIPCIÓN DEL MATERIAL EXPERIMENTAL  

 

Se utilizaron 4 alpacas macho Huacaya, de 5 años en promedio de edad. Los 

animales se mantuvieron alimentados con pasturas cultivadas (Trebol-Raygras) a lo 

largo del estudio; asimismo, los machos fueron parte del grupo selecto de 

reproductores. Se colectó semen de los animales por el método de vagina artificial 

obteniendo 4 eyaculados por día en 11 repeticiones (intervalos de 3 días por cada 

repetición) procesando un total de 44 eyaculados. La colección de semen se realizó 

en el fundo San Marcos - IVITA Maranganí. Todos los reactivos que fueron usados 

procedieron de la casa comercial Merck Peruana S.A. (Sigma-Aldrich). 
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3.3. DISEÑO EXPERIMENTAL 

 

 

 

DESCRIPCIÓN DE LOS METODOS DE CONGELACIÓN 

 

Los eyaculados obtenidos fueron incorporadas en un solo tubo (pool) con el fin 

de homogeneizar las muestras y de esta manera presenten características similares, el 

pool obtenido se dividió en cinco alícuotas. Seguidamente cada una de las alícuotas 

fue sometida a diferentes métodos de congelación descritos, con 11 repeticiones (una 

cada 3 días). 

• T1 = 1 cm por 15 min 

• T2 = 4 cm por 15 min 

• T3 = 7 cm por 15 min 

• T4 =4 cm por 10 min; 1cm por 5 min 

Figura 1. Flujograma de procedimientos experimentales. 
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• T5 =7 cm por 10 min; 4 cm por 5min  

 

Se tomó dos pajillas por método de congelación y se descongeló en Baño 

María por dos métodos diferentes.  

• 37 °C por 60 segundos 

• 60 °C por 10 segundos 

 

3.4. PREPARACIÓN DE DILUYENTES DE CONSERVACIÓN 

 

Según el método descrito por García (2014), aplicado en ovinos, se empleó un 

dilutor en base de tris, fructosa y ácido cítrico que consiste en 2 fracciones (A y B). 

La fracción A fue hecha en base a 3.03 g de Tris, 1.70 g de ácido cítrico, 1.25 g de 

fructosa, 10 mg de tilosina, 50 mg de gentamicina, 180 mg de lincomicina y 20 mL 

de yema de huevo fresco de gallina, y se completó hasta 100 mL con agua destilada. 

La fracción B del dilutor se preparó en base a la solución anterior adicionándole 10 

mL de glicerol completando hasta 100 mL. 

 

3.5. COLECCIÓN DE SEMEN Y TRATAMIENTO DE SEMEN FRESCO 

 

La colecta se ejecutó durante los meses de enero y marzo del 2022. Las 

muestras fueron adquiridas por el método de la vagina artificial modificada (Bravo et 

al., 1997a), que consta de un tubo de PVC de 20 cm de largo por 4 cm de diámetro, 

con funda de látex recta y cónica que termina adosada con un tubo colector 

graduado. La VA contuvo aire a presión y agua caliente (50-55 °C) que se agregó por 

una válvula canular a fin de que internamente se tenga entre 38 a 40 °C. La VA se 

cubrió con una frazadilla eléctrica para mantener una temperatura constante. En la 

colección de semen, la VA preparada con sus accesorios se acopló a un maniquí de 

grupa para alpaca y la colección de semen fue una dos veces por semana, se realizó 

un total de 20 colecciones de las cuales 9 fueron descartadas al no cumplir las 

condiciones apropiadas y 11 fueron tomadas como colecciones efectivas.  
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Las muestras obtenidas fueron transportadas inmediatamente al laboratorio 

para su evaluación donde se conservaron en Baño María a 37 °C y fueron 

desgelificadas, para reducir la viscosidad seminal, mediante acción mecánica la cual 

consistió en realizar el pasaje de la muestra por una aguja, con la punta previamente 

limada, número 18 acoplada a una jeringa de 5 mL, la muestra fue aspirada y 

expulsada suavemente por las paredes del tubo (Bérgamo et al., 2012). Después de 

ello, se procedió a evaluar: motilidad total (MT) y concentración de cada muestra, 

aceptando solo aquellas que cumplan los siguientes requisitos: motilidad g 60 % y 

concentración de 80 x 106 espermatozoides/mL (García y Alarcón., 2019). Seguido, 

los eyaculados fueron incorporados en un solo tubo (pool), a partir del cual se realizó 

la primera evaluación de parámetros seminales (Motilidad Total, Motilidad 

Progresiva, Vitalidad e integridad de membrana plasmática) como grupo control. 

Posteriormente, se utilizaron las muestras para aplicar los tratamientos 

experimentales.  

 

CONCENTRACIÓN ESPERMÁTICA 

 

Fue determinado con cámara de Neubauer. En primer lugar, para poder hacer 

uso de la cámara se humedece el borde del cubreobjetos y se adhiere a la cámara con 

una ligera presión, dejando libres las escotaduras para llenar la zona de la retícula por 

capilaridad. Se toma una muestra del semen previamente desgelificado que se diluye 

con agua destilada en relación 1:20, enseguida pasa a homogenizarse de 30 a 60 

segundos de forma manual. Seguido a ello, se toma 10 µl de la muestra diluida 

colocando el extremo de la punta de la micropipeta en el borde del cubreobjetos y se 

espera que la cámara se cargue con la muestra por capilaridad. El líquido no debe 

exceder los lados y no deben quedar espacios vacíos en la cámara. Se dejó reposar 

durante 5 minutos a la muestra para que se estabilice. El recuento se llevó a cabo en 

5 cuadrados de la cámara a una visión de 400x en un microscopio, la concentración 

final es el producto de la multiplicación de número total de espermatozoides 

contados, números de cuadrados contados, dilución y 100000 teniendo como unidad 

la cantidad de espermatozoides por mililitro (espermatozoides /mL) (García y 

Pacheco, 2022).  
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MOTILIDAD ESPERMÁTICA DEL SEMEN FRESCO  

 

Para poder evaluar la motilidad se desgelificó la muestra mediante la acción 

mecánica. Posterior a ello, se tomó 10 μl de muestra desgelificada en una lámina 

portaobjetos precalentada en una placa térmica (37 °C), cubriéndola con una lámina 

cubreobjetos la cual fue observada a 400X en un microscopio de contraste de fase 

(ZEISS Axio Scope A1), en el cual se calificó a los espermatozoides con 

movimientos oscilatorios sobre si mismos, movimientos progresivos y el porcentaje 

de movimientos espermáticos totales (Garnica et al., 1993). 

 

3.6. REFRIGERACIÓN Y CONGELACIÓN DE SEMEN USANDO 

DIFERENTES METODOS 

 

Se dividió el pool en cinco alícuotas que se diluyeron con el fragmento (A) del 

dilutor a 35 °C en dilución (1:1). El enfriamiento se realizó desde los 35 °C hasta los 

5 °C lentamente, introduciendo los tubos en un recipiente con 10 mL de agua a 35 

°C, se dispuso en una nevera que conservó una temperatura de 5 °C y mantuvo las 

muestras dentro por un periodo de 120 minutos a una velocidad de descenso térmico 

en promedio de 0.25 °C por cada minuto. 

 

 Antes de iniciar el proceso de congelamiento se añadió el dilutor con el 

fragmento B (glicerol adicional) en una dilución de (1:1) en cada uno de los 

tratamientos dejándolo estabilizar por 20 minutos obteniéndose una concentración 

final de 5 % de glicerol. Seguido a esto, las distintas alícuotas refrigeradas fueron 

envasadas manualmente en pajillas de 0.25 mL y selladas con alcohol polivinílico. A 

continuación las pajillas fueron expuestas y congeladas de manera simultánea con 

vapor de nitrógeno líquido (LN2) utilizando cinco cajas de poliestireno expandido de 
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28 cm de alto x 32 cm de ancho x 41 cm de largo, y rejillas que fueron condicionadas 

por cada tratamiento de la siguiente manera: T1: 1 cm por 15 min; T2: 4 cm por 15 

min; T3: 7 cm por 15 min; T4: 4 cm por 10 min luego bajar a 1 cm por 5 min; T5: 7 

cm por 10 min luego bajar a 4 cm por 5 min del nivel del LN2, finalmente sumergir 

en el nitrógeno líquido a -196°C hasta el momento del descongelado. 

 

3.7. DESCONGELACIÓN DE PAJILLAS USANDO DOS METODOS DIFERENTES 

 

Se tomará dos pajillas por cada tratamiento siendo sometida cada una a 

diferentes temperaturas y tiempo de descongelación; 37 °C por 30 segundos y 60 °C 

por 10 segundos. Se evaluará la motilidad total, motilidad progresiva, viabilidad 

espermática e integridad de membrana. 

 

3.8. ANÁLISIS SEMINAL 

El análisis se efectuó en el semen fresco y descongelado evaluándose los 

siguientes parámetros:  

 

3.8.1. Motilidad total (MT, %) y Motilidad progresiva (MP, %) 

 

Se midieron ambos parámetros mediante el sistema CASA (Andro Vision® 

Alemania). Las muestras se diluyeron en una solución de TGC (base de tris, glucosa 

y ácido cítrico) a una concentración final del 50 x 106 espermatozoides/mL 

tomándose 10μL de la suspensión, se colocó en una lámina portaobjetos precalentada 

en una placa térmica (37 °C), cubriéndola con una lámina cubreobjetos (22x22 mm) 

y se capturaron 3 campos por cada muestra observándose a 400X en un microscopio 

de contraste de fase (ZEISS Axio Scope A1).  

 

3.8.2. Viabilidad espermática mediante microscopia de fluorescencia 
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Se determinaron los espermatozoides vivos y muertos utilizando la técnica 

descrita por Juárez y Santiani (2019). Se empleó el fluorocromo SYBR-14 en 

conjunto con Ioduro de Propidio (PI). Se tomó 100 µL de muestra y se realizaron dos 

lavados por centrifugación con PBS a 600g durante 8 min. Se procedió a eliminar el 

sobrenadante y se resuspendió el pellet en 100 µL de PBS. Para este procedimiento 

se utilizaron los insumos provenientes del kit LIVE/DEAD® Sperm Viability Kit 

(L–7011, Molecular Probes, Inc.) que contiene el Fluorocromo SYBR–14, el cual 

emitió fluorescencia verde indicando que la membrana plasmática de los 

espermatozoides esta integra y por tanto el se encuentran viables, mientras que el PI 

indica el daño de la membrana plasmática por tanto los espermatozoides han sufrido 

un daño letal haciéndolos inviables. 

 

 Para preparar la solución stock de SYBR-14 se tuvo que diluir 100 µL del 

SYBR–14 (1 mM) en 4900 µL de DMSO llegando así a una concentración de 20 µM 

mientras que la solución de PI fue de 2.4 mM. Posteriormente se homogeneizó para 

preparar alícuotas de 50 µL y se mantuvo en congelación para finalmente tomar 100 

µl de la muestra y agregar 0.5 µL de la solución stock incubándola por 10 minutos a 

38°C así se obtuvo una concentración final de 100 nM, después se adicionaron 0.5 

µL de solución stock de IP para llegar a una concentración final de 12 µM y se 

incubó por 10 minutos más.   

 

La valoración del porcentaje de células vivas y muertas se realizó mediante un 

microscopia de fluorescencia (ZEISS Axio Scope A1) mediante el uso de luz 

transmitida por una lampara halógena HAL 100 12v 100w y a su vez, una luz 

reflejada HBO 100 (fluorescencia) que permite excitar a los fluorocromos y percibir 

la luminosidad a una longitud de onda de emisión de 488 nm, la proporción de 

células vivas se estimará con SYBR-14 identificando a todos los espermatozoides de 

la muestra, dicho fluorocromo emite en la longitud de onda de 516 nm. La 

mortalidad celular se midió con el fluorocromo PI, cuya función consiste en penetrar 

en las células con daño de la membrana, por tanto, los núcleos de los 

espermatozoides muertos emitirán una longitud de onda de 617 nm. Al análisis fue 
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posible identificar las células que estaban cursando el proceso de muerte celular ya 

que estas se tiñeron con ambos fluorocromos. 

 

 

3.8.3. Análisis de la integridad de la membrana plasmática 

 

Se evaluó mediante la prueba de endosmosis (Hypoosmotic- Swelling test, 

HOST). Para lo cual, se incubaron 50 μL de la muestra en 450 μL de solución 

hipoosmótica esperando obtener una concentración de 100 mOsm (citrato de sodio 

0.490 gr + fructosa 0.900 gr + 2H2O c.s.p. 100 mL) (Pacheco et al., 2014) durante 

60 minutos a 37 °C y luego se observó 10 μL de la muestra en un microscopio óptico 

con objetivo (40 X). Se contabilizaron 200 espermatozoides en muchos campos en 

donde los espermatozoides vivos con colas dobladas e hinchadas fueron reconocidos 

como espermatozoides positivos a HOST ya que indicaron que la membrana celular 

está intacta. Los resultados se expresaron en porcentajes. 

 

3.8.4. Análisis estadístico 

 

Se realizó el procesamiento de los datos utilizando un modelo lineal general 

(ANOVA) del SPSS 20.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, EE.UU.), es un diseño factorial, 

teniendo como factor cinco métodos de congelación (T1, T2, T3, T4 Y T5) y dos 

métodos de descongelación (37 °C por 30 segundos; 60 °C por 10 segundos), así 

como las interacciones entre ellos. Se ejecutó 11 repeticiones por unidad 

experimental. Cuando las diferencias resultaron significativas (p < 0.05), se realizó la 

prueba de Tukey de comparación de medias a posteriori. La normalidad y 

homogeneidad de varianza de los parámetros espermáticos se comprobaron con el 

test de Kolmogorv-Smirnov y Levene. Las variables dependientes que no cumplieron 

con los supuestos de igualdad de varianza y distribución normal fueron sometidas a 

una transformación arcoseno, antes del análisis estadístico. 
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IV. RESULTADOS 

 

4.1. RESULTADOS DE LA EVALUACIÓN EN FRESCO 

 

Los resultados incluyen los criterios utilizados previos a ser refrigerados 

(Motilidad total g 60 % y una concentración g 80 x 106 espermatozoides/ mL). 

Respecto al tiempo de monta, el promedio alcanzado durante las 44 colecciones fue 

de 33.3 ± 1.1 minutos. La concentración espermática obtuvo un promedio de 141.3 ± 

9.3 millones de espermatozoides por cada mL, el cual se encuentra fuera de los 

criterios de descarte siendo todas las colectas muestras admisibles. El volumen 

promedio de los eyaculados obtenidos durante las colectas fue 1.95 ± 0.1 mL. 

En relación con el porcentaje de parámetros cinemáticos, los resultados 

manifiestan un valor promedio de 67.0 ± 2.1 % en la MT y 4.7 ± 0.2 % en la MP. 

Respecto al porcentaje de espermatozoides vivos mediante el uso de la microscopia 

de fluorescencia se obtuvo un 71.6 ± 2.3 % en promedio, mientras que el porcentaje 

de espermatozoides con la membrana plasmática integra fue de 61.7 ± 3.4 % en 

promedio que resulta ser indicativo de la viabilidad de las muestras en fresco tal 

como se expresa en el cuadro 2. 

Cuadro 2. Características espermáticas de semen fresco de alpaca obtenidas con vagina 
artificial. 

Parámetros de calidad espermática Promedio ± DE Valor Mínimo Valor Máximo 

Tiempo de monta (min) 33.35 ± 10.1  17.5 53 

Concentración Espermática (mill 
esp/ mL)  

141.3 ± 31.4  86.0 206.0 

Volumen de Eyaculado (mL) 1.95 ± 1.1  0.2 4.5 

Viabilidad (%)  71.6 ± 7.1  63.5 89.5 
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Motilidad Total Espermática (%) 67.0 ± 6.5 60.3 83.0 

Motilidad Progresiva Espermática 
(%) 

4.7 ± 0.9 3.0 6.0 

Integridad de la membrana 
plasmática (%) 

61.7 ± 10.8  45.3 75.0 

 

4.2. EFECTO DE DIFERENTES METODOS DE CONGELACIÓN EN LA 
CRIOPRESERVACION ESPERMÁTICA EN ALPACAS 

Como se indica en el cuadro 3, todos los parámetros espermáticos evaluados 

fueron inferiores durante la postdescongelación comparado con la evaluación en 

fresco, al cotejar los resultados de viabilidad e integridad funcional de la membrana 

tras el proceso descongelación, se observó que aquellos espermatozoides congelados 

en T1 y T4 presentaron valores menores a los demás tratamientos, con diferencia 

significativa del T5 (p>0.05).  

El parámetro cinético de MT (motilidad total) presenta valores 

significativamente superiores a aquellos congelados en tratamiento T5 en 

comparación con los demás tratamientos. 

Cuadro 3. Efecto de los diferentes tratamientos de congelación T1 1 cm 15 min, T2 4 cm 
15 min, T3 7 cm 15 min, T4 4 cm 10 min y 1 cm 5 min y T5 7 cm 10 min y 4 cm 5 min 
sobre los parámetros de calidad espermática postdescongelación (Promedio ± DE) en 
alpacas.  

Métodos de 

congelación  

Viabilidad 

espermática (%)  

Motilidad Total 

espermática (%) 

Motilidad Progresiva 

espermática (%) 

Integridad de la 

membrana 

plasmática (%) 

Promedio ± DE Promedio ± DE Promedio ± DE Promedio ± DE 

T1 22.01 ± 10.14 ᵃ 15.77 ± 7.57 ᵃ 6.10 ± 4.90 13.93 ±5.91 ᵃ 

T2 26.17 ± 6.95 ᵃ_ 18.11 ± 6.33 a 7.18 ± 3.58  20.25 ± 5.81 a_ 

T3 24.46 ± 9.59 ab 18.26 ± 6.80 a 5.78 ± 2.40 19.88 ± 7.33 a_ 

T4 20.36 ± 11.41 a 19.74 ± 6.57 a 6.72 ± 3.33 15.25 ± 9.55 a 

T5 30.44 ±10.27 b 28.20 ± 12.82 b 7.13 ± 4.01 27.49 ± 9.75 b 

ᵃ_ᶜ` Diferentes letras representan diferencia significativa (p<0.05) 
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4.3. EFECTO DE DIFERENTES MÉTODOS DE DESCONGELACIÓN EN LA 
CRIOPRESERVACION DE ESPERMATOZOIDES DE ALPACA 

 

En el cuadro 4 se puede observar que los resultados más favorables (p<0.05) 

pertenecieron a la descongelación a 37 °C en 30 segundos sobre los descongelados a 

60 °C en 10 segundos. 

Cuadro 4. Efecto de dos métodos diferentes de descongelación (37 °C y 60 °C) en los 
parámetros de calidad espermática (Promedio ± DE). 

Métodos de 

descongelación  

Viabilidad 

espermática (%)  

Motilidad Total 

espermática (%) 

Motilidad Progresiva 

espermática (%) 

Integridad de la 

membrana 

plasmática (%) 

Promedio ± DE Promedio ± DE Promedio ± DE Promedio ± DE 

37 °C/ 30s 29.51 ± 8.65 ᵃ 22.99 ± 9.14 ᵃ 8.14 ± 5.69 a 23.36 ± 7.94 ᵃ 

60 °C /10s 19.87 ± 8.68 _ 17.04 ± 8.51 b 5.02 ± 4.44 b  15.36 ± 9.97 _ 

ᵃ_ᶜ` Diferentes letras representan diferencia significativa (p<0.05) 

 

V. DISCUSIÓN  

 

Las características seminales evaluadas en las muestras frescas de alpacas 

Huacaya pertenecientes a este estudio, en donde se utilizó la colecta por método de 

vagina artificial (VA) en maniquí de grupa, manifiestan parámetros similares a otros 

estudios en llamas (Aller et al., 2003) y alpacas (Gonzáles et al., 2011; Bravo y 

Alarcón, 2013; García et al., 2017; García et al., 2019; García et al., 2020) colectado 

por poscópula o VA; no obstante, los resultados de concentración, volumen, motilidad 

total, porcentaje de viabilidad y porcentaje de espermatozoides con la membrana 

plasmática integra en este estudio lograron ser superiores que en muestras colectadas 

mediante VA en alpacas (Flores et al., 2002; Morton et al., 2008). 

 

Estos resultados se deben posiblemente a que los parámetros como volumen, 

concentración espermática, motilidad total y viabilidad son muy variables entre 

machos, entre eyaculados colectados del mismo macho, edad, método de colección, 

época del año, condición medio ambiental y especie (Bravo et al., 2000; Tibary y 
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Vaughan, 2006; Morton et al., 2008). Los eyaculados conseguidos por VA tienen 

tendencia a reducirse en volumen, concentración y viscosidad, cuando se crecienta la 

frecuencia de uso (Bravo y Alarcón, 2013). Por otra parte, el tiempo de cópula fue 

similar a los reportados en alpacas en monta natural y con VA acoplada a un maniquí 

de alpaca (Bravo y Alarcón, 2013). 

 

Durante el proceso de congelación, el método en el cual se ejecutó la velocidad 

de congelación lenta (T5), 7 cm por 10 minutos y 4 cm por 5 minutos fue la más 

beneficiosa durante el experimento, esto se manifiesta por los valores 

significativamente superiores (p f 0.05) en la cinética (MT), viabilidad e integridad de 

membrana, en comparación con los demás métodos.  

 

El proceso de congelación (T5) alcanzó una velocidad de descenso máximo de 

14.7 °C/ min. La alternancia de alturas y velocidades de congelación han resultado 

beneficiosas en este experimento sobre los parámetros de motilidad total (28.2 ± 12.8 

%), motilidad progresiva (7.13 ± 4.0 %), viabilidad (30 ± 10.3 %) e integridad de 

membrana plasmática (27.5 ± 9.8 %). Esto es respaldado por estudios que 

anteriormente han aplicado la alternancia de alturas en protocolos de congelación de 

semen de alpacas como en el caso de Morton et al., (2008) y Terreros et al., (2015), en 

donde obtuvieron altos porcentajes en parámetros seminales postdescongelamiento 

como motilidad total (21.5%), integridad acrosomal (91%) (Morton et al., 2008) e 

integridad de la membrana plasmática (31.1%) (Terreros et al., 2015) similares a los 

hallados en este trabajo. En los protocolos que aplican ambos autores, inician la 

exposición de las pajillas a 8 cm por 10 minutos y después a 4 cm por un tiempo de 

exposición final de 5 minutos (Morton et al., 2008) y 10 minutos (Terreros et al., 

2015), estos protocolos son semejantes al aplicado en T5 ya que empezó en 7 cm por 

10 minutos para después reducir la altura a un 1cm por 5 minutos. La alternancia de 

alturas ha permitido manejar una velocidad óptima de congelación en donde los daños 

extremos, cristalización y deshidratación, han sido reducidos permitiéndole al 

espermatozoide tener una supervivencia máxima.  
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Respecto a los otros métodos de congelación, mientras más cerca del nitrógeno 

líquido se colocaron las pajuelas T1 (1 cm a 15 min) y T4 (4 cm 10 min y 1 cm 5 min) 

los resultados sobre los parámetros espermáticos post-descongelados fueron los más 

bajos. Resultados similares han sido reportados por Arizabal (2019) en 

espermatozoides de llama procedentes del conducto deferente en donde se encontraron 

valores significativamente inferiores de motilidad total (18.2 %), motilidad progresiva 

(10.2 %), viabilidad (22.4 %) e integridad de membrana (18.4 %) en espermatozoides 

congelados a una altura de 3 cm sobre el nitrógeno líquido, considerado una velocidad 

de congelación rápida. La causa más probable es que al someter a los espermatozoides 

de alpaca a una velocidad de congelación rápida estos no son capaces de deshidratarse 

a tiempo, quedando grandes moléculas de agua en el citoplasma, que al llegar a la 

temperatura de nucleación intracelular se solidificaron formando hielo intracelular. 

Ello sumado a la descongelación lenta, 36 °C por 30 segundos, promovió el inicio del 

proceso de recristalización como probablemente ocurrió en los tratamientos T1 y T4 

de este experimento, al descongelar a 37 °C por 30 segundos, el daño mecánico 

causado por los cristales afectó las propiedades de membrana y estructura espermática 

interna (organélas, macromoléculas y proteínas) (Mazur, 1985). 

 

En el transcurso del proceso de descongelación se ocasionan efectos letales en 

la célula, es por ello que a pesar de que se halla ejecutado un protocolo óptimo de 

congelación, estos buenos resultados podrían quedar inhabilitados si es que no se 

efectúa correctamente la fase de descongelación. La parte crucial que afronta la célula 

durante el proceso de criopreservación lo establece el rango de temperatura que va 

desde -15°C a -60 ºC, en donde perjudica gravemente su integridad, y por la que es 

sometida en dos momentos, la primera en el enfriamiento y la segunda a lo largo de la 

descongelación (Mazur, 1985). La criosupervivencia demanda afrontar con éxito la 

etapa de congelación y descongelación. 

 

En el presente estudio existe un efecto significativo (p f 0.05) en el método de 

descongelación, obteniéndose los mejores resultados en los parámetros de motilidad 

total, motilidad progresiva, viabilidad e integridad de membrana cuando se descongelo 

a 37 °C por 30 segundos (Cuadro 4)  pudiendo ser corroborado con estudios previos 
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realizados por (Zirena, 2015; Pérez et al., 2017; Al-bulushi et al., 2019; Jang et al., 

2020; Longobardi et al., 2020) en donde la descongelación a esta temperatura y 

tiempo expresó resultados positivos, a pesar de que se congelaron los espermatozoides 

a diferentes velocidades en diferentes especies como camélidos, bovinos, caprinos y 

equinos.  

 

En el presente estudio, el método de descongelación a 60 °C por 10 segundos 

de duración brindó resultados porcentuales bajos y poco homogéneos respecto a la 

descongelación a 37 °C por 30 segundos en los parámetros de viabilidad, motilidad 

total, motilidad progresiva e integridad de membrana plasmática en los diferentes 

tratamientos. Contrariamente, otros investigadores demostraron que las temperaturas 

de descongelación tan alto como 60-80 °C podría mejorar aún más la motilidad 

posterior al descongelado al minimizar la recristalización del agua exterior, lo que 

podría lesionar la membrana (Busch y Waberski, 2010) de igual manera. 

 

 Malo et al., (2019) al descongelar espermatozoides criopreservados de camello 

a 70 °C por 10 s logró obtener valores superiores a los parámetros cinéticos, integridad 

de membrana espermática e integridad de la membrana acrosomal que a una 

temperatura de 37 °C por 30 s. Estos resultados son opuestos a los encontrados en este 

estudio y podrían deberse a diversos factores, como la especie, ya que en comparación 

con las alpacas el semen de camello resulta más resistente al someterlo a diferentes 

pruebas de evaluación; la edad, debido a que la calidad espermática decrece respecto a 

parámetros de calidad como concentración, motilidad y morfología por el descenso en 

los niveles de testosterona en animales más longevos (Tejerina, 2007); el tipo de 

crioprotector, en ambos casos se utilizó glicerol, pero en concentraciones diferentes, 3 

% y 5 %, esto pudo influir sobre la reestructuración de los lípidos y proteínas de 

membrana afectando a la membrana mitocondrial y acrosomal perjudicando los 

resultados de los parámetros evaluados (Giuliano, 2015); la alimentación, los camellos 

criados en el Centro de Reproducción de Camelidos (Dubai, EAU) mantienen altos 

estándares nutricionales que se complementan con alimento concentrado, mientras 

que, durante este experimento, la alimentación de los machos fue exclusiva de pasturas 

cultivadas; el volumen de las pajillas, ya que Malo et al., (2019) utilizó pajillas de 0.5 
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mL, en cambio en este experimento fueron utilizadas pajillas de 0.25 mL lo cual 

promueve una rápida transferencia de temperatura por el diámetro de la misma 

conduciendo a una pérdida de frio (Ferré et al., 2017). Todos estos factores estarían 

asociados a dos situaciones diferentes. 

Primeramente, si los espermatozoides se congelan muy rápido y después se 

someten a una descongelación lenta, empezará el proceso de <recristalización= en 

donde los microcristales producidos intracelularmente se agrupan y forman cristales 

más grandes, que mecánicamente terminan en un fin letal para la célula (Mazur, 1985). 

En segundo lugar, la congelación lenta más el uso de crioprotectores penetrantes como 

el glicerol ocasiona daños por estrés osmótico al descongelar las células de forma 

rápida, ya que se imposibilita al crioprotector abandonar la célula para recuperar el 

equilibrio osmótico ocasionando la turgencia y lisis celular por entrada de agua 

(Watson, 1990).  

 

Por lo tanto, una velocidad de descongelamiento óptimo va a depender 

directamente del método de enfriamiento y congelación utilizados previamente. Se 

recomienda emplear una velocidad intermedia para no caer ni en el extremo del shock 

osmótico (descongelamiento rápido) ni en el inicio de proceso de recristalización 

(descongelamiento lento) minimizando al máximo los efectos nocivos causados por un 

inadecuado transporte en la membrana, tanto de solutos como de agua, y asociación de 

cristales de hielo intracelulares respectivamente (Hammerstedt et al., 1990). 
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VI. CONCLUSIONES 

 

• El uso del método de congelación T5 (7 cm por 10 minutos y 4 cm por 5 

minutos) criopreserva de forma más eficiente los espermatozoides de alpaca 

respecto a los parámetros espermáticos de motilidad total, viabilidad e integridad 

de membrana plasmática postdescongelación. 

 

• Con el método de descongelación de 37° C aplicado en un tiempo de 30 

segundos se obtiene mejores resultados de motilidad total, motilidad progresiva, 

viabilidad e integridad de membrana plasmática postdescongelación comparado 

al método de 60° C por 10 segundos. 
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VII. RECOMENDACIONES 

 

• Realizar la evaluación de parámetros de calidad espermática durante la etapa de 
refrigeración del semen fresco de alpaca. 

 

• Al evaluar los parámetros espermáticos se debe tener en cuenta la alimentación y 
altitud en la que vive la población animal evaluada.  

 
• Realizar trabajos de inseminación artificial con el método de congelación T5 (7 

cm por 10 minutos y 4 cm por 5 minutos) en combinación con el método de 
descongelación 37° C por 30 segundos para evaluar la fertilidad.  
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A B C 

Maniquí de grupa 

Vagina artificial  

Termómetro   

Muestra Colectada  

Figura 2. Proceso de colección de semen fresco de alpaca utilizando el método de colección 
por vagina artificial con maniquí de grupa. A) Acople de la vagina artificial, 
envuelto por una frazadilla eléctrica, al maniquí de grupa. B) Trabajo de Cópula 
con maniquí de grupa. C) Muestra Fresca de eyaculado. 

B C 

Figura 3. Proceso de criopreservación de semen de alpaca y registro de temperaturas 
durante el proceso de congelación. A) Estructura de aluminio con gradillas porta 
pajillas a diferentes alturas. B) Sumergimiento manual de las pajillas en el 
nitrógeno líquido. C) Medición de la temperatura con el uso del termocupla. 
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Anexo 2. Datos de las colecciones seminales por cada individuo 

Número de 
colección  

Volumen de Eyaculado (mL) 
 

Macho 001 Macho 002 Macho 003 Macho 004 POOL final  

C1 1.23 1.50 0.20 2.25 5.18  

C2 3.50 1.89 2.90 1.70 9.99  

C3 3.90 1.20 0.80 0.50 6.40  

C4 2.80 2.56 1.30 0.60 7.26  

C5 4.50 1.10 1.50 0.50 7.60  

C6 3.00 1.20 1.90 1.70 7.80  

C7 4.20 0.80 0.50 1.68 7.18  

C8 1.20 1.10 1.80 0.80 4.90  

C9 4.20 2.10 2.80 1.39 10.49  

C10 3.50 2.90 1.80 1.00 9.20  

C11 2.80 1.30 2.90 2.69 9.69  

   

Número de 
colección  

Tiempo de Eyaculado (minutos) 

 
Macho 001 Macho 002 Macho 003 Macho 004  

C1 25 27 20 46  

C2 40 20 35.5 50  

C3 23 46 26 53  

C4 48 50 35 17.5  

C5 43 34 42 22  

C6 32 39 42 22.5  

C7 36 19 26 46  

C8 38 34 29 23  

C9 45 33 40 34  

C10 42 20 18 30  

C11 33 24 34 25  
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Anexo 3. Resumen de la evaluación de parámetros espermáticos en fresco 

Numero de 
colección  

Viabilidad 
Concentración  Motilidad 

Integridad de 
membrana 
plasmática 

Colección  
SYBR 14/PI 

Espermatozoides 
vivos (%) 

millones 
espermatozoides 

/mL 

Total 
(%) 

Progresiva 
(%) 

Espermatozoides 
positivos a HOST 

(%) 

Tiempo 
(min) 

promedio 
4 machos 

Volumen 
(mL) 

promedio 4 
machos 

C1 75 206 71.06 5.2 75 29.55 1.30 

C2 89.5 118 83.01 3 68 36.4 2.50 

C3 71.5 132 68.11 3.8 69.95 37 1.60 

C4 74.5 140 69.55 5.6 70 37.6 1.82 

C5 71.5 120 65.2 4 73 35.2 1.90 

C6 67.25 86 67.41 6 59.04 33.8 1.95 

C7 63.48 160 67.53 4.2 45.26 31.7 1.80 

C8 65.97 170 60.03 5 46.33 31 1.23 

C9 64.71 150 62.13 5.72 47.97 38 2.62 

C10 73.96 126 62.03 5 62.78 27.5 2.30 

C11 70.92 146 61.04 4.28 61.05 29 2.42 

 

Anexo 4. Datos de la evaluación de parámetros post descongelación por cada tratamiento 

TRATAMIENTO 1: 1CM X 15´  

Numero 
de 

colección  

Temperatura de 
descongelación  

Viabilidad 
Concentración Motilidad 

Integridad de 
membrana SYBR14 

vitalidad 
(%) 

millones 
espermatozoides 

/mL 
M. Total (%) 

M. Progresiva 
(%) 

Host positivos 
(%) 

C1 
37°c 38.52 206 20.08 11.38 46.80 

60°c 32.19 206  23.00 2.00 45.76 

C2 
37°c 21.21 118 17.00 8.00 18.18 

60°c 26.29 118  19.60 8.86 21.39 

C3 
37°c 55.96 132 18.00 6.31 17.99 

60°c 23.84 132 32.70 29.66 32.89 

C4 
37°c 22.47 140 28.70 10.13 22.30 

60°c 28.14 140  12.20 4.10 26.00 

C5 
37°c 26.25 120 15.90 9.76 36.17 

60°c 34.60 120  25.00 5.00 42.78 

C6 
37°c 29.04 86 14.20 7.50 21.37 

60°c 21.85 86  7.20 4.10 18.32 

C7 
37°c 14.34 160 12.70 3.46 15.92 

60°c 11.75 160  4.20 0.90 14.98 

C8 
37°c 22.22 160 14.20 5.10 24.77 

60°c 14.85 160  17.10 5.80 22.94 

C9 
37°c 21.84 160 12.70 5.30 16.51 

60°c 24.01 160  5.10 2.00 27.91 
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C10 
37°c 13.44 136  3.40 0.98 15.75 

60°c 13.76 136  21.30 5.07 27.75 

C11 
37°c 15.67 136  18.20 6.11 12.50 

60°c 16.21 136  21.83 10.02 21.54 
 

TRATAMIENTO 2: 4CM X 15´  

Numero de 
colección  

Temperatura de 
descongelación  

Viabilidad 
Concentración Motilidad 

Integridad de 
membrana SYBR14 

vitalidad (%) 
millones 

espermatozoides 
/mL 

M. 
Total 
(%) 

M. 
Progresiva 

(%) 

Host 
positivos (%) 

C1 
37°c 28.64 206 26.00 17.00 20.60 

60°c 19.47 206  15.50 5.00 15.20 

C2 
37°c 25.35 118 15.00 5.40 22.60 

60°c 24.54 118  22.45 6.12 18.91 

C3 
37°c 29.37 132 27.80 7.10 25.60 

60°c 25.83 132 19.33 12.33 16.90 

C4 
37°c 42.69 140 17.00 9.90 28.30 

60°c 27.8 140  19.76 8.47 20.20 

C5 
37°c 35.73 120 19.20 9.17 30.45 

60°c 14.28 120  8.70 2.20 10.50 

C6 
37°c 33.89 86 34.30 8.47 14.57 

60°c 35.42 86  6.90 1.70 35.72 

C7 
37°c 19.52 160 17.90 7.80 17.47 

60°c 19.78 160  12.00 1.50 16.85 

C8 
37°c 15.75 160 16.20 8.41 12.51 

60°c 20.61 160  11.70 4.30 17.61 

C9 
37°c 29.2 160 23.20 9.80 20.90 

60°c 23 160  13.30 5.40 19.80 

C10 
37°c 30.5 136  20.8 8.5 22.3 

60°c 20.5 136  15.5 6.3 17.5 

C11 
37°c 27.5 136  21.4 9 21.5 

60°c 26.5 136  14.6 4.1 19.5 
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TRATAMIENTO 3: 7CM X 15´ (MORADO) 

Numero de 
colección  

Temperatura de 
descongelación  

Viabilidad 
Concentración Motilidad 

Integridad 
de 

membrana SYBR14 

vitalidad (%) 
millones 

espermatozoides 
/mL 

M. 
Total 
(%) 

M. 
Progresiva 

(%) 

Host 
positivos 

(%) 

C1 
37°c 36.2 206 30.00 5.09 29.77 

60°c 28.22 206  23.75 10.73 24.96 

C2 
37°c 39.48 118 12.80 5.44 21.30 

60°c 9.1 118  15.80 10.42 5.30 

C3 
37°c 36.19 132 15.20 4.50 30.50 

60°c 9.81 132 9.20 3.10 5.80 

C4 
37°c 17.39 140 15.20 5.70 15.20 

60°c 11.65 140  2.90 0.50 9.70 

C5 
37°c 34.93 120 13.70 3.20 30.80 

60°c 32.96 120  17.70 4.70 28.70 

C6 
37°c 29.12 86 22.30 5.90 20.50 

60°c 19.07 86  22.70 6.10 15.60 

C7 
37°c 26.9 160 22.81 5.90 24.03 

60°c 10.85 160  14.21 7.85 17.72 

C8 
37°c 23.08 160 35.70 9.13 20.20 

60°c 21.94 160  18.70 6.40 20.00 

C9 
37°c 31.5 160 19.74 6.91 25.20 

60°c 18.51 160  16.81 3.40 16.81 

C10 
37°c 35.81 136  18.21 4.81 22.00 

60°c 19.5 136  17.91 4.90 12.90 

C11 
37°c 28.91 136  21.90 4.63 23.80 

60°c 16.51 136  14.40 7.82 16.60 

 

TRATAMIENTO 4: 4 cm X 10´/ 1cmx 5´ (VERDE) 

Numero de 
colección  

Temperatura 
de 

descongelación  

Viabilidad 
Concentración Motilidad 

Integridad 
de 

membrana SYBR14 

vitalidad (%) 
millones 

espermatozoides 
/mL 

M. 
Total 
(%) 

M. 
Progresiva 

(%) 

Host 
positivos 

(%) 

C1 
37°c 28.91 206 18.10 12.00 23.52 

60°c 11.70 206  13.00 6.00 6.80 

C2 
37°c 29.34 118 25.00 6.00 20.50 

60°c 15.48 118  8.90 0.10 10.50 

C3 37°c 44.33 132 21.50 10.61 32.37 
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60°c 7.08 132 11.92 6.62 4.30 

C4 
37°c 28.99 140 20.50 10.46 25.41 

60°c 12.80 140  10.58 0.00 7.50 

C5 
37°c 45.07 120 24.30 10.20 30.00 

60°c 9.98 120  15.30 6.10 6.20 

C6 
37°c 23.68 86 16.89 2.40 20.56 

60°c 14.71 86  23.30 8.30 6.50 

C7 
37°c 21.04 160 31.70 9.10 10.50 

60°c 19.10 160  21.80 9.10 12.30 

C8 
37°c 10.50 160 34.20 8.32 26.96 

60°c 4.09 160  17.74 3.26 2.30 

C9 
37°c 28.81 160 25.20 8.50 22.81 

60°c 12.81 160  15.80 4.80 5.21 

C10 
37°c 30.65 136  23.10 9.30 24.20 

60°c 10.98 136  14.51 6.50 6.14 

C11 
37°c 27.48 136  25.60 7.00 22.10 

60°c 10.30 136  14.80 3.10 8.90 

 

TRATAMIENTO 5: 7 cm X 10´/ 4cmx 5´  

Numero de 
colección  

Temperatura 
de 

descongelación  

Viabilidad 
Concentración Motilidad 

Integridad 
de 

membrana SYBR14 

vitalidad (%) 
millones 

espermatozoides 
/mL 

M. 
Total 
(%) 

M. 
Progresiva 

(%) 

Host 
positivos 

(%) 

C1 
37°c 34.08 206 55.70 43.42 30.5 

60°c 34.51 206  45.50 2.00 29.5 

C2 
37°c 44.13 118 27.00 8.00 40.12 

60°c 25.9 118  15.50 0.98 11.5 

C3 
37°c 40.26 132 18.70 4.00 42.5 

60°c 20.16 132 11.76 8.24 18.5 

C4 
37°c 30.62 140 45.50 3.14 28.86 

60°c 25.28 140  40.50 1.01 23.50 

C5 
37°c 38.89 120 30.20 6.20 35.2 

60°c 19.74 120  20.50 2.30 18.7 

C6 
37°c 49.76 86 43.38 13.20 43.20 

60°c 48.95 86  40.50 3.19 45.8 

C7 
37°c 26.1 160 20.50 3.89 15.6 

60°c 16.96 160  9.80 4.00 14.5 

C8 
37°c 27.79 160 16.00 8.20 23.5 

60°c 23.18 160  10.20 2.30 20.2 

C9 
37°c 18.5 160 32.12 11.25 32.34 

60°c 13.17 160  24.28 2.90 22.6 

C10 37°c 37.8 136  33.15 13.14 30.51 
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60°c 28.9 136  26.81 4.10 23.4 

C11 
37°c 39.8 136  31.10 9.30 34.1 

60°c 28.9 136  21.70 2.00 22.1 

 

Anexo 5. Cuantificación de la velocidad de enfriamiento rápida y lenta y la velocidad de 
descongelación rápida y lenta. 

 

 

AUTOR  

VELOCIDAD DE CONGELACION  VELOCIDAD DE DESCONGELACIÓN 

RAPIDA LENTA RAPIDA LENTA 

Jiménez M. et al., 

2011 
-50 a -400 °C/min -0.5 °C a 10ºC/min --- --- 

Martínez J.et al., 
2013 

-27.3 a -29.9 
°C/min 

-2 a -8.2 °C/min 
450 °C/min 

7,5 °C/s 

112,5 °C/min 

1,88 °C/s 

Stuart et al.,2019 -47.8 °C/min -16 °C/min 
126 °C/min 

2,1°C/s 

37.2 °C/min 

0.62 °C/s 


