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Resumen 

El presente estudio examinó la viabilidad de los espermatozoides equinos después de ser 

congelados y vitrificados en pellets y pajuelas. Se recopilaron 16 eyaculados de 4 caballos 

españoles y se dividieron en tres grupos según el método de criopreservación utilizado: 

Congelación convencional (CC), Vitrificación en pellets (VIT-Pe) y Vitrificación en pajuelas (VIT- 

Paj). La CC se llevó a cabo en pajuelas de 0,5 ml con DMF 5% y vapores de nitrógeno líquido 

(NL2); la VIT-Pe se realizó con 100 mM de trehalosa sumergiendo las muestras en gotas 

directamente en NL2; mientras que la VIT-Paj se realizó con 100 mM de trehalosa sumergiendo 

pajuelas de 0,25 ml insertadas dentro de pajuelas de 0,5 ml y sumergiéndolas horizontalmente 

en NL2. Los parámetros cinemáticos se vieron afectados por los procesos de congelación y 

vitrificación, independientemente de la técnica utilizada. La CC mostró una motilidad total (MT) y 

progresiva (MP) significativamente más altas en comparación con las vitrificaciones. Sin 

embargo, VIT-Pe superó significativamente a VIT-Paj en MT. En cuanto a la integridad de las 

membranas espermáticas, CC fue superior a la vitrificación, pero VIT-Pe mostró mejores 

resultados que VIT-Paj. En morfometría, se observaron diferencias significativas entre caballos 

en variables como anchura, área, rugosidad y regularidad. En conclusión, la CC fue más efectiva 

que la vitrificación, pero VIT-Pe mostró un mejor rendimiento en la supervivencia espermática. 
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Abstract 

The present study examined the viability of equine spermatozoa after being frozen and vitrified in 

pellets and straws. A total of 16 ejaculates from 4 Spanish horses were collected and divided into 

three groups according to the cryopreservation method used: Conventional freezing (CC), Pellet 

vitrification (VIT-Pe), and Straw vitrification (VIT-Paj). CC was carried out in 0.5 ml straws with 

5% DMF and liquid nitrogen (NL2) vapor; VIT-Pe was performed with 100 mM trehalose by 

submerging the samples in droplets directly into NL2; whereas VIT-Paj was conducted with 100 

mM trehalose by submerging 0.25 ml straws inserted into 0.5 ml straws horizontally into NL2. 

Kinematic parameters were affected by the freezing and vitrification processes, regardless of the 

technique used. CC showed significantly higher total motility (TM) and progressive motility (PM) 

compared to vitrification. However, VIT-Pe significantly outperformed VIT-Paj in TM. Regarding 

sperm membrane integrity, CC was superior to vitrification, but VIT-Pe showed better results than 

VIT-Paj. In morphometry, significant differences were observed among horses in variables such 

as width, area, roughness, and regularity. In conclusion, CC was more effective than vitrification, 

but VIT-Pe showed a better performance in sperm survival. 
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Glosario 
 

ADN: Ácido desoxirribonucleico 

 
ACP: Agente crioprotector penetrante 

 
ACNP: Agente crioprotector no penetrante 

 
ALH: Amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza 

 
ANOVA: Análisis de varianza 

 
ASMA: Automated Sperm Morphology Analysis 

 
BCF: Frecuencia de batida de flagelo 

 
BSA: Albúmina sérica bovina 

 
CASA: Análisis espermático asistido por computadora 

 
CC: Congelación convencional 

 
DMA: Dimetilacetamida 

DMF: Dimetilformamida 

DMSO: Dimetilsulfóxido 

DPDA: Membrana plasmática y acrosoma dañados 

DPIA: Membrana plasmática dañada y acrosoma intacto 

FITC: Isoticianato de fluoresceína 

GLY: Glicerol 

GV: Gravedades 

H: Hora 

IA: Inseminación artificial 

 
IPDA: Membrana plasmática intacta y acrosoma dañado 

 
IPIA: Membrana plasmática intacta y acrosoma intacto 
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mM: Milimolar 

MIN: Minutos 

ml: Mililitros 

MP: Motilidad progresiva 

 
MT: Motilidad total 

NL₂: Nitrógeno líquido 

PI: Yoduro de propidio 

p. ej.,: Por ejemplo 

 
PNA: Arachis Hypogaea 

 
PNA-FITC: Doble tinción fluorescente 

 
SLC: Centrifugación monocapa 

 
VA: Vagina artificial 

 
VAP: Velocidad promedio del espermatozoide 

 
VCL: Velocidad curvilínea 

 
VIT: Vitrificación 

 
VIT-Paj: Vitrificación en pajuelas 

VIT-Pe: Vitrificación en pellets 

VSL: Velocidad rectilínea 

WOB: Índice de oscilación 

 
μl: Microlitros 
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1. Introducción 

La criopreservación de semen equino permite almacenar por tiempo indefinido los 

espermatozoides, para usarlo, posteriormente, en inseminación artificial (IA) de yeguas (Peña 

et al., 2011). Debido al fácil transporte de semen criopreservado, resulta atractivo en la industria 

equina al momento de inseminar yeguas en otras latitudes geográficas. Sin embargo, las tasas 

de fertilidad posterior a una IA con semen congelado y descongelado dependen, estrictamente de 

la criosupervivencia y de la capacidad fecundante de los espermatozoides equinos después de 

su criopreservación (Ferrer et al., 2020). La congelación convencional (CC) lenta de 

espermatozoides equinos mediante la exposición de pajuelas (0,5 ml) a vapores de nitrógeno 

líquido (NL2) estático, ha demostrado resultados de criosupervivencia de carácter variado (entre 

20 a 50% de viabilidad). Se conoce la CC depende, principalmente, de factores extrínsecos como 

la raza de caballo y el efecto macho (buenos y malos congeladores) (Tischner, 1979); e 

intrínsecos como la calidad inicial del semen, el tipo de diluyente (sintético o no sintético), el 

agente crioprotector penetrante (ACP, Ej., glicerol o amidas), las curvas de congelación (por 

aceleración o desaceleración) (Oldenhof et al., 2017), entre otros. Durante la CC lenta, los 

espermatozoides experimentan varios eventos cuando la temperatura desciende; algunos de 

estos eventos son deletéreos para las células tales como choque de frío, estrés oxidativo y estrés 

osmótico (tensiones mecánicas). Los espermatozoides, por lo tanto, experimentan cambios 

estructurales bioquímicos y funcionales (Watson, 2000). Esto cambios se traducen en una 

diminución de la motilidad, cinética y capacidad fecundante de los espermatozoides equinos. 

La congelación convencional es la técnica de criopreservación espermática más utilizada en la 

especie equina. La criosupervivencia espermática depende de las velocidades en la cual se 

congelan los espermatozoides. Lo convencional es usar velocidades de enfriamiento por 

desaceleración (50ºC/min, 17ºC/min y 3ºC/min) ocasionando lesiones celulares debido a la 

formación de cristales de hielo intracelular. Sin embargo, los protocolos actuales usan velocidades 

de enfriamiento por aceleración que han proporcionado mejores criorespuesta y viabilidad 

espermática (9ºC/min y 46ºC/min) (Tamay et al., 2022). Hasta el momento, la criosupervivencia 

espermática se ha convertido en un hándicap tecnológico, debido a las tasas de 

criosuopervivencia de carácter variado. Por esta razón, es importante buscar alternativas 

criogénicas que permitan proteger a los espermatozoides contra todos estos efectos nocivos 

causados por la congelación. 

La vitrificación (VIT) es una técnica simple y económica por lo que resulta más atractiva en los 

laboratorios comerciales e incluso en condiciones de campo (Pradiee et al., 2015). La VIT resulta 
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en un método alternativo a la congelación convencional con vapores de NL2, que permite 

preservar a las células alcanzando un estado vítreo sin la formación de cristales de hielo. Para 

alcanzar este estado vítreo, los espermatozoides son diluidos con altas concentraciones de 

agentes crioprotectores no penetrantes (ACNP) como los carbohidratos disacáridos como la 

sacarosa o trehalosa (50 a 100 mM); estas muestras se sumergen directamente en NL2 en 

pequeños volúmenes (30 a 50 µl). Esto provoca que las velocidades de enfriamiento sean 

extremadamente altas (15.000 a 20.000 oC/min) formándose esferas o pellets (Holt y Penfold, 

2014). Se ha reportado que la VIT protege mejor la integridad estructural de los espermatozoides, 

sin embargo, una desventaja de esta técnica se atribuye a la toxicidad provocada por las altas 

concentraciones de los ACNP y el estrés osmótico ejercido a las células (Katkov et al., 2012). Más 

allá de aquello, la VIT se ha utilizado con éxito en espermatozoides humanos (Isachenko et al.,  

2008) y de diferentes animales mamíferos domésticos y silvestres (O’Brien et al. 2019). Sin  

embargo, hasta la actualidad, existen limitados reportes sobre esta técnica en especies 

domésticas incluyendo al espermatozoide equino (Hidalgo et al., 2018a). 

El éxito de la VIT de espermatozoides equinos depende de varios factores tales como el volumen 

de semen, los medios (aditivos y crioprotectores), y el tiempo previo al proceso de vitrificación 

(Consuegra, et al., 2019a). Se ha demostrado previamente que la trehalosa a una concentración 

de 100 mM adicionada al diluyente, estabiliza las proteínas de las membranas de los 

espermatozoides equinos, mejorando la calidad espermática en comparación del glicerol 

(Athurupana et al., 2015). Sin embargo, la exposición directa y el volumen muy bajo sigue siendo 

una técnica que supone contaminación de las muestras. Otra alternativa de vitrificación es el uso 

de pajuelas usando volúmenes y concentraciones más altos espermatozoides sin el contacto 

directo con el NL2 (evitando el riesgo de contaminación) (Isachenko et al., 2017). Previamente ya 

se vitrificó satisfactoriamente el semen equino utilizando un diluyente con 100 mM de trehalosa y 

en pajuelas de 0,25 ml llenas con un volumen de 100 μl y una 100 x 106 espermatozoides/ml, con 

resultados de calidad espermática más altos a los obtenidos después de la congelación 

convencional (Consuegra, et al., 2019a). 
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Objetivos 

a) Objetivo general 

Evaluar la criosupervivencia de espermatozoides equinos congelados y vitrificados en pellets 

y pajuelas. 

b) Objetivos específicos 

 Valorar la cinemática e integridad de membranas de espermatozoides equinos congelados 

y vitrificados, ya sea en pellets (30 µl) o pajuelas (0,25ml). 

 Evaluar las dimensiones morfométricas de la cabeza de los espermatozoides equinos ya 

sea congelados y vitrificados en pellets (30 µl) o pajuelas (0,25ml). 

 
Hipótesis 

La vitrificación de espermatozoides equinos en pajuelas podría resultar igual de eficiente que la 

vitrificación en pellets y que la congelación convencional, al usar un medio de vitrificación con 

100 mM de trehalosa, una concentración de 50 x 106 esp/ml y volúmenes entre 100 y 120 µl. 
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2. Revisión de literatura 

2.1. Semen equino 

El semen se forma a partir de la combinación del plasma seminal con los espermatozoides, 

manifestándose como un fluido gelatinoso de tonalidad blanca lechosa. Su composición exhibe 

variaciones en la concentración de espermatozoides, clasificándose en tres categorías distintas 

según la fracción analizada: pre-espermatozoides, fracción rica en espermatozoides y post- 

espermática. (Morel, 2020). La concentración normal de espermatozoides oscila entre 30 x 106 

a 600 x 106 espermatozoides por mililitro de semen sin diluir (Stout y Colenbrander, 2011). Para 

lograr tasas de fertilización aceptables, se requiere un mínimo de 100 x 106 espermatozoides 

móviles progresivos por inseminación (Sieme et al., 2001). En la práctica, se considera que las 

muestras con concentraciones superiores a 50 x 106 a 200 x 106 espermatozoides por mililitro 

son normales y adecuadas para la inseminación artificial (McKinnon y Voss, 1993; Morel, 1999). 

El volumen normal de semen exhibe una considerable variabilidad, influenciada por factores 

como la raza, la edad, la temporada, la frecuencia de recolección y la duración de la estimulación 

del semental previa a la recolección. (Munroe, 2019). El volumen de semen típicamente fluctúa 

entre 40 a 80 ml en sementales equinos (Morel, 2020). 

2.2. Espermatogénesis del equino 

La espermatogénesis es un proceso fundamental que comprende la división y diferenciación de 

células en los túbulos seminíferos del testículo, constando de tres fases distintas: 

espermatocitogénesis, meiosis y espermiogénesis (Gordon, 2017). Esta secuencia involucra las 

espermatogonias, que actúan como células madre, recubriendo la base de los túbulos 

seminíferos y experimentando divisiones mitóticas cíclicas para mantener su número y producir 

espermatocitos primarios (Varner, 2007). Los espermatocitos primarios, a su vez, someten a 

meiosis para dar lugar a las espermátidas haploides, las cuales se liberan al lumen de los túbulos 

seminíferos en forma de espermatozoides maduros (Morel, 2020). El lumen de los túbulos 

seminíferos alberga tanto células somáticas parenquimatosas como células germinales. Entre 

estas últimas se encuentran las espermatogonias, espermatocitos y espermátidas. 

Adicionalmente, las células de Leydig, que son células parenquimatosas somáticas del testículo, 

son predominantes en el intersticio entre los túbulos seminíferos (Amann y Graham, 2011a). 

En términos temporales, la espermatogénesis se desglosa en tres etapas: espermatocitogénesis, 

con una duración de 19,4 días; meiosis, que abarca también 19,4 días; y espermiogénesis, con 
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una duración de 18,6 días. En conjunto, el tiempo total necesario para el proceso de 

espermatogénesis en el semental es de 57,4 días (Morel, 2020). 

2.3. Estructura del espermatozoide equino 

2.3.1. Membrana plasmática 

La membrana plasmática envuelve al espermatozoide en su totalidad, excepto cuando hay una 

reacción del acrosoma, envejecimiento y muerte. En general, consta de tres zonas: bicapa 

lipídica, interfaz fosfolipídica-agua y glicocálix (Amann y Pickett, 1987). 

En la bicapa de la membrana, diversos fosfolípidos se disponen de manera lamelar y con libertad 

de movimiento lateral. La presencia de colesterol afecta la fluidez y flexibilidad de esta porción 

de la membrana, siendo una mayor cantidad de colesterol asociada con una menor fluidez 

(Hammerstedt et al., 1990). No obstante, bajo ciertas condiciones, los lípidos pueden transicionar 

hacia matrices cristalinas y las proteínas pueden agregarse, lo que resulta en una mayor 

inestabilidad y posibles daños irreversibles en la membrana. El enfriamiento es uno de los 

factores que puede inducir tales cambios (Amann y Graham, 2011b). 

2.3.2. Cabeza 

La cabeza del espermatozoide alberga el núcleo, cuyo ADN representa el material genético que 

será transmitido al óvulo (Cupps, 1991). Tanto la cabeza como el núcleo exhiben una forma 

ancha y relativamente plana. En particular, el acrosoma contiene enzimas hidrolíticas esenciales 

para la penetración de las capas protectoras del óvulo durante el proceso de fertilización (Amann 

y Graham, 2011b). 

2.3.3. Cuello 

El cuello constituye la conexión entre la pieza intermedia y la cabeza del espermatozoide. Esta 

región alberga una estructura compleja, que incluye la pieza de conexión, el centríolo proximal,  

varias mitocondrias pequeñas y una envoltura nuclear redundante. (Amann y Graham, 2011b). 

2.3.4. Cola espermática 

La cola del espermatozoide equino representa una estructura fundamental para la movilidad y la 

función reproductiva. Se encuentra diseñada para facilitar la eficiente locomoción de los 

espermatozoides en dirección al óvulo durante el proceso de reproducción en los equinos . 

(Amann y Graham, 2011b). 
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2.4. Integridad de las membranas plasmática y acrosomal de los espermatozoides 

equinos 

La estrecha relación entre el espermatozoide y su membrana plasmática nos sirve como 

indicador de calidad del semen. No solo es útil como un límite celular, sino que también 

desempeñan un papel fundamental en las interacciones celulares. Por lo tanto, resulta imperativo 

evaluar la integridad de membranas y el acrosoma (Foster et al., 2011). Hay tinciones que nos 

permiten realizar dicha evaluación de calidad, tanto en la membrana plasmática y el acrosoma. 

Para llevar a cabo dicha evaluación de calidad, se utilizó tinciones específicas, entre las que se 

incluyen el yoduro de propidio (PI) y el isotiocianato de Fluoresceína / Arachis Hypogaea (FITC / 

PNA) en esta investigación. 

2.4.1. Yoduro de propidio (PI) 

La tinción fluorescente PI se adhiere al ADN. Aquellas con una membrana plasmática íntegra 

evitarán que el PI penetre y coloree el núcleo. En contraste, las células con daño en la membrana 

plasmática permitirán la entrada del PI, facilitando su unión al ADN y generando una 

fluorescencia roja en las células. (Zhu y Li, 2015). 

2.4.2. Isotiocianato de Fluoresceína (FITC) y Arachis Hypogaea (PNA) 

La unión del FITC/PNA a residuos de β-galactosa vinculados a la membrana acrosómica externa 

induce la fluorescencia en la región acrosómica de las células que exhiben daño acrosómico. 

(Flesch et al., 1998). Las lectinas en sí mismas no son fluorescentes, pero pueden marcarse con 

muchas sondas fluorescentes diferentes (Graham, 2001). 

2.5. Morfometría de la cabeza del espermatozoide equino 

La evaluación morfológica es uno de los parámetros más utilizados como indicador de la calidad 

del esperma (Phetudomsinsuk et al., 2008). La capacidad fecundante del espermatozoide 

depende de la forma y tamaño de la cabeza del espermatozoide, influyendo en la dinámica de la 

reacción acrosómica y en la capacidad de penetración del óvulo por parte de los 

espermatozoides. (Davis et al., 1993). Por ende, el aumento de las anomalías morfológicas de 

las cabezas de los espermatozoides se correlaciona tanto con una reducción de las tasas de 

preñez (Casey et al., 1997) y negativamente con la fertilidad de los sementales (Jasko et al., 

1990). Las medidas de la cabeza del espermatozoide en el semental abarcan: una longitud de 

5,33 μm a 6,62 μm, un ancho máximo de 2,79 μm a 3,26 μm, una relación larga/ancho de 0,43 a 

0,52, un ancho en la base de 1,45 μm, y una circunferencia que oscila entre 13,76 μm y 15,64 

μm. En cuanto a la superficie, varía de 11,43 μm² a 16,28 μm². (Brito, 2007; Pesch y Bergmann, 
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2006). La aplicación de análisis de esperma asistido por computadora posibilita la evaluación 

objetiva de los parámetros de la eyaculación, abarcando aspectos como la motilidad y 

concentración de espermatozoides. En los modelos más recientes, se incorpora incluso un 

módulo de morfología. (Samper, 2008). 

2.6. Evaluación de motilidad espermática equina 

La motilidad espermática es otro de los indicadores importantes y utilizados para la evaluación 

de calidad del esperma (K řížková et  al., 2017). El análisis de esperma asistido por computadora 

es método objetivo para el análisis de motilidad, progresividad e hiperactividad (Pesch y 

Bergmann, 2006). El CASA se basa en la sucesiva captura de imágenes microscópicas para 

luego digitalizarlas. Los espermatozoides móviles observados se identifican y se trazan sus 

trayectorias (Gacem et al., 2020). Finalmente, las trayectorias obtenidas se procesan 

matemáticamente, lo que permite definirlos de forma numérica, reflejando una serie de 

parámetros que definen con precisión el movimiento individual de cada espermatozoide 

(Quintero-Moreno et al., 2003). 

2.7. Criopreservación de esperma equino 

2.7.1. Congelación convencional 

Para aprovechar los potenciales beneficios de la inseminación artificial, se requiere un 

almacenamiento a largo plazo, el cual se logra mediante la congelación. Este método detiene los 

procesos metabólicos del esperma, permitiendo un resguardo indefinido a temperaturas de - 

196°C en nitrógeno líquido, manteniendo las tasas aceptables de fertilización después de la 

descongelación gvs (Vidament et al., 1997). Sin embargo, es evidente que, en general, las tasas 

de preñez con semen congelado no son tan altas en comparación con el semen fresco, siendo 

aceptables las tasas de concepción del 35-60% en la práctica de IA comercial (Deng et al., 2014). 

2.7.2. Vitrificación 

La vitrificación es un método de criopreservación que consiste en la solidificación de un líquido 

en un sólido amorfo similar al vidrio sin la formación de cristales de hielo intracitoplasmáticos 

(Agarwal y Tvrda, 2017). Esto para minimizar daños que causan los cristales de hielo 

intracelulares que se forman durante la congelación (Samper, 2008). En este procedimiento, es 

necesario exponer el esperma a un diluyente con una elevada concentración de crioprotectores 

en un intervalo de tiempo extremadamente breve. Esto induce la deshidratación del esperma 

previa a la congelación, previniendo así la formación de cristales de hielo. Luego, se lleva a cabo 

una congelación ultra rápida mediante la inmersión en nitrógeno líquido; de igual manera, el 
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proceso de descongelamiento debe ser sumamente veloz. (Wowk, 2010). La deshidratación se 

logra utilizando un crioprotector no penetrante, como azúcares disacáridos (p. ej., sacarosa o 

trehalosa) o azúcares trisacáridos (p. ej., rafinosa). Se añaden al diluyente en concentraciones 

elevadas, aumentando la presión osmótica en el líquido circundante, lo que hace que el agua 

sea rápidamente extraída del esperma para su deshidratación (Galarza et al., 2023; E. Isachenko 

et al., 2008). El esperma deshidratado se sumerge en nitrógeno líquido (-196 °C) enfriándose a 

2,500 °C min-1 y congelándose inmediatamente. Esto da como resultado una transición 

instantánea a un estado vítreo tanto en el fluido intracelular como extracelular (Schulz et al., 

2020). Cuanto más rápido ocurra la transición vítrea, menos daño sufre el esperma; sin embargo, 

la temperatura de transición vítrea depende en cierta medida de la concentración y tipo del 

crioprotector (Morel, 2020). 

Una de las desventajas de esta técnica en los espermatozoides es el shock osmótico y la 

toxicidad de las altas concentraciones de crioprotectores permeables (E. Isachenko et al., 2003). 

El problema de los crioprotectores, especialmente los permeables, es que la mayoría son tóxicos, 

por lo que producen un daño osmótico que llega a ser severo en los espermatozoides 

(Zachariassen y Kristiansen, 2000) 

2.7.2.1. Vitrificación en pajuelas 

 
La técnica de vitrificación mediante el método de pellets no es aséptica y emplea volúmenes 

significativamente reducidos de semen. Resulta idónea para aplicaciones como la fertilización in 

vitro o la inyección intracitoplasmática de espermatozoides. Sin embargo, su utilización se torna 

impráctica en el contexto de la inseminación intrauterina, lo que afecta negativamente el proceso 

de inseminación artificial en yeguas. (Govaere et al., 2014; V. Isachenko et al., 2011). Una 

alternativa a estos problemas es el uso de pajuelas, con ello se aumenta volumen y se evita 

contaminación cruzada (V. Isachenko et al., 2017). Este método desarrollado se ha utilizado 

principalmente para investigaciones asociadas a la vitrificación de esperma humano, obteniendo 

resultados prometedores al momento de realizar IA (Sanchez et al., 2012; Slabbert et al., 2015). 

Esto lo realizaron con el uso de diferentes combinaciones de carbohidratos (sacarosa o 

trehalosa) y proteínas (albúmina sérica humana) en vez de crioprotectores permeables (Sánchez 

et al., 2012). La información sobre el uso de esta técnica en diferentes especies animales es 

escasa. Se han realizado estudios en carneros realizando una combinación de crioprotectores 

penetrantes y no penetrantes, obteniendo resultados satisfactorios frente a la congelación en 

pellets. (Daramola et al., 2016; Jiménez-Rabadán et al., 2015). También se han realizado en 
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burros usando las pajuelas de 0.25 y 0.5 ml con INRA-96 o con Gent en combinación con 

sacarosa y BSA, obteniendo resultados exitosos (Diaz-Jimenez et al., 2017). Incluso, se realizó 

una comparativa entre vitrificación en pellets y pajuelas, siendo esta última la que obtendría 

mejores resultados en la motilidad espermática después del calentamiento (Diaz-Jimenez, 

Dorado, Pereira, et al., 2018). El detalle es que en estos estudios que se realizaron en burros, 

utilizaron una concentración fija de agentes no permeables (sacarosa y albúmina sérica bovina) 

derivados de estudios en humanos (Sanchez et al., 2012), siendo esto un punto negativo, de tal 

modo que la concentración de crioprotectores no penetrantes y proteínas que se hicieron uso en 

la criopreservación del semen, son específicas para cada especie, tenido algunas conclusiones 

con el uso de la sacarosa en semen de burro (Diaz-Jimenez, Dorado, Ortiz, et al., 2018; Hidalgo 

et al., 2018b). Esto fue analizado por Consuegra y colaboradores (2018) que realizaron pruebas 

con semen de sementales y determinaron una concentración con resultados favorables utilizando 

una combinación de sacarosa 100mM con BSA 1%. Otro factor negativo es que aún no se han 

podido estandarizar volúmenes óptimos para el semen que van en las pajuelas. Como ya se 

mencionó anteriormente, la adición de carbohidratos al diluyente permite que haya una mayor 

viscosidad de la solución que suprime la formación de cristales de hielo y, por lo tanto, mejora el 

proceso de vitrificación (Arav et al., 2002). 

 

2.7.3. Crioprotectores 

Los agentes crioprotectores (ACP) son compuestos químicos empleados en el proceso de 

criopreservación. Su principal función es resguardar las células de los daños derivados de la 

congelación y descongelación, mitigando la formación de cristales de hielo en la célula y 

previniendo la deshidratación celular. Además, los ACP desempeñan un papel crucial al modificar 

la tasa de transporte de agua, la nucleación del hielo y la formación de cristales de hielo (Galarza 

et al., 2023). Existen dos tipos de ACP los cuales se detallan a continuación. 

2.7.3.1. Agentes crioprotectores penetrantes 

Dentro de la categoría de agentes crioprotectores penetrantes se incluyen el glicerol (GLY), 

dimetilsulfóxido (DMSO), dimetilacetamida (DMA), dimetilformamida (DMF), propanodiol, 

etinglicol, entre otros. Estos compuestos poseen un bajo peso molecular, lo que les confiere la 

capacidad óptima para deshidratar la célula a velocidades de enfriamiento reducidas. Además, 

presentan un tamaño molecular mayor en comparación con los agentes crioprotectores no 

penetrantes. (Grötter et al., 2019). 
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2.7.3.2. Agentes crioprotectores no penetrantes 

Algunos ejemplos de agentes crioprotectores no penetrantes incluyen la polivinilpirrolidona 

(PVP), glucosa, fructosa, sacarosa, rafinosa y trehalosa, siendo este último utilizado en el 

contexto de la investigación en cuestión. Estos agentes crioprotectores no penetrantes, 

caracterizados por su elevado peso molecular, demuestran mayor efectividad cuando se aplican 

a velocidades de enfriamiento elevadas. Conforme a su denominación, no ingresan a la célula, 

facilitando la deshidratación celular rápida y promoviendo la viscosidad para reducir la formación 

de cristales de hielo. En ocasiones, se utilizan en combinación con agentes crioprotectores 

penetrantes, desempeñando su función crioprotectora al extraer agua intracelular sin necesidad 

de ingresar a la célula. (Benson et al., 2012; Paoli et al., 2014). 

En relación con la trehalosa, se han llevado a cabo estudios en equinos que demuestran su 

capacidad para mejorar la integridad funcional de la membrana plasmática, el acrosoma y el 

ADN. Además de potenciar la salud de la membrana mitocondrial, la trehalosa también 

contribuye a mejorar diversos parámetros de calidad del semen, proporcionándole una protección 

adicional contra el estrés oxidativo. (Jhamb et al., 2023). 

2.7.4. Factores que determinan la crioresistencia espermática 

El tiempo de exposición de los espermatozoides a los agentes crioprotectores antes de iniciar el  

proceso de criopreservación es un aspecto crucial conocido como el tiempo de equilibrio. En este 

período, se busca lograr una estabilización adecuada de la membrana celular. La duración de 

este proceso puede variar según la especie y la procedencia de la muestra, ya sea del epidídimo 

o del eyaculado. La diferencia radica en que las muestras eyaculadas requieren un tiempo de 

equilibrio más prolongado, generalmente de 2 a 4 horas, mientras que las muestras tomadas del 

epidídimo pueden necesitar un tiempo de equilibrio más breve, según algunos estudios que 

sugieren que puede ser tan solo de 1 hora. (Galarza et al., 2016). 

Se ha evidenciado que los agentes crioprotectores pueden generar toxicidad al inducir daños en 

los orgánulos celulares, especialmente en las mitocondrias. Esta toxicidad se intensifica en 

proporción directa a las concentraciones elevadas de los agentes crioprotectores. (Graham, 

2011). Un aspecto crítico se refiere a los daños que se producen durante el proceso de 

criopreservación, originados por el estrés térmico y osmótico. En estos procedimientos, la 

membrana plasmática se convierte en la estructura principal afectada de manera irreversible, 

debido a las alteraciones en los complejos lípido-proteína que ocurren durante la congelación y 

descongelación, por lo que durante estos procesos el cuidado debe ser máximo. (Yeste, 2016) 
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3. Materiales y Métodos 

3.1. Materiales 

3.1.1. Recursos físicos 

 Refrigerador (Haceb, NEV AS 388L, México) 

 Microscopio de contraste de fases y fluorescencia (Nikon Eclipse Ci-E, contraste de fase 

negativo Ph1 con filtro verde; Nikon Instruments, Inc., Nueva York) 

 Cámara de Neubauer (MARIENFELD, Alemania) 

 Estufa (Memmert, Alemania) 

 Máquina baño maría eléctrico (Memmert, WNB 10 LITROS, Alemania) 

 Microcentrífuga (PCL-01 series, K centrifuge ,Taipei Taiwán) 

 Platina térmica (Ref: 12055, Minitube, Alemania) 

 Guantes de examinación 

 Pajuelas 0,25ml y 0,5ml (IMV, L’Aigle Cedex, Francia) 

 Tubos eppendorf 1,5ml 

 Tubos falcon 15ml y 50ml 

 Porta objetos 

 Cubre objetos 

 Pipetas automáticas (BOECO, BOE 9610220, Alemania) 

 Criotubos NEST Scientific USA Inc® 

 Dispositivo de calentamiento STC-500 (Fabricante local) 

 Máquina termoselladora 

 Papel aluminio 

 Liners de colecta 

 Hemocitómetro 

 Centrifuga 800-1 

 Vaso de precipitación 20ml (GLASSCO, GL-229.402.02) 

 Caja criogénica de poliestireno con dos rampas de congelamiento. 

 Vagina artificial (Ref: 11021/0020, Minitube GMBH, Alemania) 

3.1.2. Reactivos 

 
 Diluyente Botusemen-Special® (Ref: 550/Botu/Special, BotuPharma, Brasil) 

 Diluyente Botusemen-Gold® (Ref: 008/Botu/Special, BotuPharma, Brasil) 

 ACP Dimetilformamida (DMF) 
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 Albúmina sérica bovina BSA 

 Trehalosa (000, Sigma - Aldrich) 

 Nitrógeno líquido 

 Yoduro de propidio (PI, P4170, Sigma - Aldrich) 

 Aglutinina (PNA-FITC, L7381, Sigma - Aldrich) 

 HEPES 

 Tinción SpermBlue® 

3.1.3. Recursos biológicos 

 Esperma equino (Eyaculado de cuatro sementales raza española) 

 Agua bidestilada 

 
3.2. Métodos 

3.2.1. Lugar de estudio 

La recolección de muestras se llevó a cabo en la hacienda “Yeguada El Carmen” ubicado en la  

comunidad Lentag, perteneciente al cantón Girón de la provincia del Azuay (latitud -2,35; longitud 

-79,2333), a una altitud de 1.503 m.s.n.m. y una temperatura promedio de 17°C. 

 

Figura 1. Ubicación del área de estudio (Girón - Azuay) 

 

 
Las muestras fueron analizadas en el Laboratorio de Biotecnologías de la Reproducción Animal 

de la Universidad de Cuenca, ubicada en la granja de Irquis. 

 

 
3.2.2. Reproductores 

Los reproductores fueron 4 caballos españoles adultos: Granero, de 16 años; Capitán, de 11 

años; Poderoso e Isleño, ambos de 7 años. Cada uno de estos ejemplares sigue una rutina 

planificada con la finalidad de garantizar su salud y rendimientos óptimos. Se alimentan tres 
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veces al día, a las 7am, 12pm y 5pm con una dieta balanceada de Derby Mantenimiento 

dosificada en 4 libras por comida, además, reciben un tercio de paca de alfalfa o avena, que 

equivale a 10 libras, el cual es repartido entre comidas a las 10am, 3pm y 6pm. Estos sementales 

mantienen una condición corporal entre 5 y 7 en una escala del 1 al 10. Siguen un plan de 

ejercicio regular que incluye dos días de monta, tres días de trabajo a la cuerda y dos días de 

descanso suelto, especialmente durante el fin de semana. Para garantizar su bienestar, se 

mantienen en un ambiente libre de anemia infecciosa equina, se desparasitan cada tres meses 

y se administra un plan de vitaminas después de cada desparasitación, además, se administra 

sal mineral a voluntad. En cuanto a reproducción, las madres son manejadas mediante 

inseminación artificial y las yeguas se preñan en los meses de febrero y marzo con el objetivo de 

tener crías a principios de año, lo que les permite aprovechar la época de buenos pastos y 

prepararse para competir en la feria del caballo español, esto garantiza que los potros nacidos 

en enero y febrero tengan un tamaño adecuado para la competición en comparación con los 

nacidos a finales del año. Es importante destacar que estos sementales no son sometidos a  

monta directa, sino que se realiza la recolección del semen, con el objetivo de salvaguardar su 

salud. 

 

Figura 2. Caballos españoles usados en este estudio. Fuente: Los autores (2023) 
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3.2.3. Elaboración de diluyentes y medios 

Todos los diluyentes y medios fueron realizados en el Laboratorio de Biotecnologías de la 

Reproducción Animal. 

Los diluyentes se realizaron según las recomendaciones de sus casas comerciales y se detallan 

a continuación. 

Tabla 1. Diluyente Botusemen-Gold® 

 
Reactivo Cantidad 

Botusemen-Gold® 8,5 g 
Agua purificada 100ml 

Se almacenó en alícuotas de 50 μL y se congeló a -20 ºC. 
 

Tabla 2. Diluyente Botusemen-Special® 

 
Reactivo Cantidad 

Botusemen-Special® 8,5 g 
Agua purificada 100ml 

Se almacenó en alícuotas de 50 μL y se congeló a -20 ºC. 
 

En las siguientes tablas se detallan los diferentes reactivos para elaborar las tinciones 

fluorescentes. 

Tabla 3. Medio HEPES para fluorescencia 
 

Reactivo Cantidad 

Hepes Salt 476,62 mg 
NaCL 1151,27 mg 
KOH 16,5 mg 
Glucosa 198,77 mg 
Agua Destilada 100 ml 

Se almacenó en alícuotas de 250 μL en tubos eppendorf y se congeló a -20 ºC. 
 

Tabla 4. Yoduro de propidio 

 
Reactivo Cantidad 

Yoduro de propidio 1 mg 
PBS 1 mg 

Se almacenó en alícuotas de 50 μL y se congeló a -20 ºC. 
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Tabla 5.         Aglutinina 

 
Reactivo Cantidad 

PNA-FITC aglutinina 0,2mg 
BSA 5 mg 
PBS 1 ml 

Se almacenó en alícuotas de 50 μL y se congeló a -20 ºC. 

 
 

3.2.4. Toma de muestras 

Se recolectaron un total de 16 eyaculados de semen de 4 caballos españoles adultos, 

clínicamente sanos, activos sexualmente y con fertilidad probada. Cada caballo fue sometido a 

la recolección de 1 eyaculado por semana a lo largo de 4 semanas, utilizando la vagina artificial 

(VA). Estos ejemplares son reproductores profesionales con reconocimientos a nivel nacional e 

internacional, lo que garantiza su entrenamiento previo y necesario para la colección. La VA 

utilizada fue preparada a una temperatura de 40 a 47°C, y antes de cada colecta, se procedió a 

lavar el pene de cada ejemplar con agua a temperatura ambiente. Inmediatamente después de 

la obtención de las muestras, se llevó a cabo una dilución 1:1 con Botusemen-Special® para su 

posterior transporte al Laboratorio de Biotecnologías de la Reproducción Animal. 

3.2.5. Diseño experimental 

En este estudio, se llevó a cabo una evaluación de la criosupervivencia de espermatozoides 

equinos, los cuales fueron congelados y vitrificados, utilizando tanto pellets como pajuelas. Cada 

eyaculado fue diluido en una proporción de 1:1 con Botusemen-Special® y luego centrifugado a 

400 gv durante 10 minutos. El pellet resultante se volvió a suspender con el diluyente Botusemen- 

Gold® para lograr una concentración inicial de 100 x 10^6 espermatozoides/ml. Con esta dilución 

base, se llevaron a cabo tres protocolos de criopreservación: 

 T1= Congelación Convencional (CC) (Un total de 96 pajuelas fueron congeladas; 6 

pajuelas / eyaculado;24 pajuelas / caballo) 

 T2= Vitrificación en pellets (VIT-Pe) (Se vitrificó un total de 32 criotubos; 2 criotubos / 

eyaculado; 8 criotubos / caballo). 

 T3= Vitrificación en pajuelas (VIT-Paj) (Se vitrificó un total de 32 criotubos; 2 criotubos / 

eyaculado; 8 criotubos / caballo). 
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3.2.5.1. Definición de Variables 

Variables dependientes 

 Viabilidad espermática 

 Motilidad espermática 

 Morfología espermática 

 
Variables independientes 

 
 Vitrificación en pellets 

 Vitrificación en pajuelas 

 Congelación convencional 

 Semen fresco 

 Semen descongelado y calentado 

 

3.2.5.2. Congelación Convencional (CC) 

 
El semen se ajustó a una concentración final de 50 x 106 espermatozoides/ml mediante el mismo 

diluyente, el cual fue suplementado con un 5% de agente crioprotector dimetilformamida (DMF). 

Después de un periodo de refrigeración de 2 horas, las muestras de semen se congelaron en 

pajuelas de 0,5 ml. En total, se congelaron 96 pajuelas (6 pajuelas por eyaculado; 20 pajuelas 

por caballo). El proceso de descongelación se llevó a cabo sumergiendo las pajuelas en un baño 

maría a 37ºC durante 30 segundos. Este procedimiento de Congelación Convencional (CC) se 

realizó en pajuelas de 0,5 ml, siguiendo los procedimientos detallados por Tamay et al., (2022). 

3.2.5.3. Vitrificación en pellets (VIT-Pe) 

El semen fue ajustado a una concentración final de 50 x 10^6 espermatozoides/ml utilizando el 

mismo diluyente, el cual fue enriquecido con un 1% de albúmina sérica bovina (BSA) y 100 mM 

de trehalosa (465 mOsm/kg). Luego de una hora de enfriamiento, el semen mezclado con el 

medio de vitrificación se dispuso en gotas de 30 μl sobre el NL2 desde una altura de 15 cm, 

formando pellets que se almacenaron en criotubos de 2 ml. Se congelaron un total de 32 

criotubos (2 criotubos por eyaculado; 8 criotubos por caballo). El proceso de calentamiento se 

llevó a cabo en un dispositivo STC-3008 ajustado a una temperatura de 65ºC. Los pellets se 

depositaron en las platillas térmicas durante 3 segundos, y el contenido derretido se recolectó en 

un vaso de precipitación de 20 ml. Posteriormente, el contenido se centrifugó a 300 gv durante 5 

minutos, y la muestra resultante se resuspendió en el diluyente Botusemen-Special para los 
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análisis de calidad espermática. Este procedimiento de VIT-Pe se ejecutó conforme a los 

protocolos detallados por Consuegra (2019b). 

 
3.2.5.4. Vitrificación en pajuelas (VIT-Paj) 

 
El semen fue ajustado a una concentración final de 50 x 106 espermatozoides/ml, utilizando el 

mismo diluyente complementado con un 1% de albúmina sérica bovina (BSA) y 100 mM de 

trehalosa (465 mOsm/kg). Después de un periodo de enfriamiento de una hora, las muestras se 

cargaron en pajuelas de 0,25 ml mediante una micropipeta, siendo insertadas horizontalmente 

en pajuelas de 0,5 ml. Posteriormente, ambos extremos de la pajuela de 0,5 ml fueron 

termosellados y sumergidos en una caja criogénica con nitrógeno líquido (NL2). Se vitrificaron 

un total de 48 pajuelas (3 pajuelas por eyaculado; 12 pajuelas por caballo). Para el proceso de 

calentamiento, las pajuelas se sumergieron en 3 ml de Botusemen-Special precalentado a 43°C 

hasta que la solución vitrificada se volvió líquida. El contenido fue centrifugado a 300 g durante 

5 minutos y el pellet resultante se resuspendió en el mismo diluyente para llevar a cabo los 

análisis respectivos de la calidad espermática. Este procedimiento fue llevado a cabo siguiendo 

los protocolos establecidos por Consuegra (2019b). 

3.3. Análisis de calidad espermática 

3.3.1. Evaluación cinemática e integridad de membranas espermáticas 

Las muestras espermáticas, tanto frescas como criopreservadas ya sea por Congelación 

Convencional (CC), Vitrificación en pellets (VIT-Pe) o Vitrificación en pajuelas (VIT-Paj), fueron 

sometidas a análisis cinemático utilizando el sistema computarizado CASA-SCA® (Evolution, 

2018, Microptic, España). Se registraron diversos parámetros, incluyendo motilidad total (MT, %), 

motilidad progresiva (MP, %), velocidad curvilínea (VCL, μm/s), velocidad curvilínea en 

progresión (VCL-R, μm/s), velocidad promedio (VAP, μm/s), velocidad rectilínea (VSL, μm/s), 

velocidad rectilínea en progresión (VSL-R, μm/s), linealidad (LIN, %), rectitud (STR, %), 

oscilación (WOB, %), amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza (ALH, μm) y frecuencia  

de batida del flagelo (Hz). 

La evaluación de la integridad de las membranas espermáticas se llevó a cabo mediante la tinción 

de doble fluorescencia simultánea PI-PNA-FITC. Para cada muestra de cada protocolo, se realizó 

una dilución en 200 μL de HEPES (solución tampón) con una concentración promedio de 20 x 

10^6 espermatozoides/ml. En condiciones de oscuridad, se añadió una mezcla de ioduro de 

propidio (PI) y la aglutinina FITC/PNA. Se procedió al análisis de cuatro subpoblaciones 
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espermáticas mediante conteo celular en un equipo de epifluorescencia (excitación: 450–490 nm 

y emisión: 520 nm), siguiendo los detalles proporcionados por Tamay et al., (2022). Las 

denominaciones son IPIA, membrana plasmática intacta y acrosoma intacto; IPDA, membrana 

plasmática y acrosoma dañados; DPIA, membrana plasmática dañada y acrosoma intacto; y 

DPDA, membrana plasmática dañada y acrosoma dañado. 

3.3.2. Evaluación de las dimensiones morfométricas de la cabeza 

El análisis de morfometría de la cabeza de los espermatozoides se llevó a cabo de manera 

automatizada utilizando el módulo ASMA (Automated Sperm Morphology Analysis) dentro del 

mismo sistema CASA (SCA®), tanto en muestras frescas como en aquellas criopreservadas 

mediante los tres procedimientos. Se preparó un frotis para cada muestra colocando 10 μl de 

esperma en el extremo de un portaobjetos y extendiendo la gota con otro portaobjetos. Los frotis 

fueron dejados secar al aire y se aplicó la técnica de tinción SpermBlue® descrita por Galarza y 

sus colaboradores, así como por Van Der Horst & Marre y Galarza. (2021, 2010). Se analizaron 

100 imágenes de cabezas por frotis para obtener las medidas morfométricas de los 

espermatozoides: largo (L, μm), ancho (W, μm), área (A, μm2) y perímetro (P, μm). 

3.4. Análisis Estadístico 

Los datos derivados de las distintas evaluaciones espermáticas fueron analizados mediante el 

software STATISTICA v.12 para Windows (StatSoft, Tulsa, OK, USA). Todos los datos 

paramétricos fueron sometidos a la prueba de Shapiro-Wilk para verificar su distribución normal. 

Aquellos que no siguieron una distribución normal fueron transformados a Arcoseno o Log-10 

(para porcentajes y valores numéricos, respectivamente) antes de realizar los análisis 

estadísticos. Un ANOVA unidireccional y la prueba post hoc de Bonferroni fueron usados para 

comparar las muestras frescas y criopreservadas de los tres tratamientos (CC, VIT-Pe y VIT-Paj) 

sobre la cinemática, integridad de membranas y dimensiones morfométricas de la cabeza de los 

espermatozoides. Además, se incluyó el factor "reproductor" (caballo) como covariable en este 

análisis para tener en cuenta la variabilidad entre algunos caballos. El nivel de significancia se 

estableció en P < 0,05. 
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4. Resultados 

4.1. Cinemática 

 
Los parámetros cinemáticos de los espermatozoides, ya sean frescos o criopreservados 

mediante congelación (CC), vitrificación en pajuelas (VIT-Paj) o en pellets (VIT-Pe), se presentan 

en las Figuras 2 a 5. 

En los análisis de cinemática, se observó que el factor "reproductor" tuvo influencia en ciertos 

parámetros, como MP, VSL, VSL-R, STR, LIN, WOB y ALH, ya que se identificaron diferencias 

significativas (P < 0,05) entre los caballos después del proceso de criopreservación. 

En términos generales, los parámetros cinemáticos se vieron afectados por los procesos de 

congelación y vitrificación, independientemente de la técnica utilizada. Se observó una 

significativa reducción en los valores de motilidades, velocidades, STR y ALH, mientras que se 

registró un aumento significativo en SRT y LIN (P < 0,05) en comparación con los valores previos 

a la criopreservación (muestras frescas). 

El tratamiento de congelación convencional (CC) resultó en porcentajes más elevados (P < 0,05) 

de motilidad total (MT) y motilidad progresiva (MP) en comparación con los tratamientos de 

vitrificación. Sin embargo, la vitrificación en pellets (VIT-Pe) logró una MT significativamente 

mayor (P < 0,05) que la vitrificación en pajuelas (VIT-Paj) (Figura 3). 

 

 

 

Figura 3. Motilidad total y progresiva de espermatozoides equinos frescos, congelados y 

vitrificados tanto en pajuelas como en pellets. Asterisco expresa diferencias significativas entre 
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caballos (* P < 0,05). Letras diferentes en cada barra y en cada motilidad expresan diferencias 

significativas (a – b – c – d, P < 0,05; a – c, a – d, b – d, P < 0,01). 

 

En el análisis de las velocidades espermáticas después de la criopreservación, se observó que 

los tratamientos CC y VIT-Pe exhibieron valores más elevados (P < 0,05) en VCL y VCL-R. 

Después del proceso de calentamiento, la vitrificación en pellets (VIT-Pe) generó 

espermatozoides con una velocidad rectilínea (VSL) significativamente mayor (P < 0,05) que la 

vitrificación en pajuelas (VIT-Paj). De manera efectiva, tanto el tratamiento de vitrificación en 

pellets (VIT-Pe) como en pajuelas (VIT-Paj) produjeron velocidades con trayectorias rectilíneas 

rápidas y progresivas (VCL-R) más elevadas (P < 0,05) que los espermatozoides sometidos a 

congelación convencional (CC) (Figura 4). 

 
 

 
Figura 4. Velocidad curvilínea (VCL) y rectilínea (VSL) con sus trayectorias rápidas 

progresivas (VCL-R y VSL-R) de espermatozoides equinos frescos, congelados y vitrificados 

tanto en pajuelas como en pellets. Asterisco expresa diferencias significativas entre caballos (* 

P < 0,05). Letras diferentes en cada barra y en cada motilidad expresan diferencias significativas 

(a – b – c, P < 0,05; a – c. P < 0,01). 
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En el análisis de los parámetros de relación de progresión, los tratamientos de vitrificación tanto 

en pajuelas como en pellets alcanzaron porcentajes superiores de rectitud (STR) y linealidad 

(LIN) posterior al calentamiento de los espermatozoides en comparación con sus muestras 

frescas. Los tratamientos CC y VIT-Pe obtuvieron porcentajes STR más altos (P < 0,05) que el 

tratamiento VIT-Paj. Por otro lado, ambos tratamientos de vitrificación produjeron porcentajes 

más altos de LIN que el tratamiento de congelación convencional. Finalmente, las muestras de 

espermatozoides antes de la congelación (frescas) y después de la vitrificación en pajuelas y 

pellets produjeron porcentajes más altos (P < 0,05) de oscilación (WOB) que aquellos 

espermatozoides congelados y descongelados (Figura 5). 

 

 

 
Figura 5. Rectitud (STR), linealidad (LIN) y oscilación (WOB) de espermatozoides equinos 

frescos, congelados y vitrificados tanto en pajuelas como en pellets. Asterisco expresa 

diferencias significativas entre caballos (* P < 0,05). Letras diferentes en cada barra y en cada 

motilidad expresan diferencias significativas (a – b, P < 0,05) 

 
Los espermatozoides congelados convencionalmente (CC) y posteriormente descongelados 

mostraron valores superiores (P < 0,05) en términos de amplitud del desplazamiento lateral (ALH) 

y frecuencia de batido flagelar (BCF) en comparación con los espermatozoides vitrificados (ya 

sea en pellets o en pajuelas) y posteriormente calentados. Sin embargo, los espermatozoides 

vitrificados en pellets (VIT-Pe) exhibieron valores más altos (P < 0,05) de ALH y BCF que los 

espermatozoides vitrificados en pajuelas. De hecho, no se observaron diferencias significativas 

en BCF entre los espermatozoides frescos y las muestras vitrificadas en los respectivos pellets 

(Figura 6). 
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Figura 6. Amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza (ALH) y frecuencia de batida de 

flagelo (BCF) de espermatozoides equinos frescos, congelados y vitrificados tanto en pajuelas 

como en pellets. Asterisco expresa diferencias significativas entre caballos (* P < 0,05). Letras 

diferentes en cada barra y en cada motilidad expresan diferencias significativas (a – b – c – d, P 

< 0,05; a – c, b – d, a – d, P < 0,01). 

 
4.2. Integridad de membranas espermática post-criopreservación 

 
El análisis post-criopreservación del estado de las membranas plasmática y acrosomal de los 

espermatozoides equinos congelados (CC) y vitrificados tanto en pajuelas (VIT-Paj) como en 

pellets/pellets (VIT-Pe) se muestran en la Tabla 6. 

La (CC) produjo mayores porcentajes (P < 0,05) de espermatozoides con integridad simultánea 

de la membrana plasmática y acrosomal (IPIA) y con integridad total de la membrana plasmática 

(Total IP) que aquellos tratamientos de vitrificación (VIT-Paj y VIT-Pe). No obstante, después de 

la vitrificación en pellets (VIT-Pe), se obtuvo mayores porcentajes (P < 0,05) de IPIA y Total IP 

que después de la vitrificación en pajuelas (VIT-Paj). En este mismo sentido, el tratamiento de 

vitrificación en pajuelas (VIT-Paj) produjo un mayor porcentaje indeseable (P < 0,05) de 

espermatozoides con membrana plasmática dañada y acrosoma íntegro que los tratamientos de 

congelación (CC) y vitrificación en pellets (VIT-Pe). Ambos tratamientos de vitrificación (VIT-Paj 

y VIT-Pe) también produjeron un mayor porcentaje indeseable (P < 0,05) de espermatozoides 

con membrana plasmática y acrosomal dañadas (DPDA, degenerados) que el tratamiento de 

congelación. Finalmente, la integridad total de acrosoma fue mayor después de la congelación 

convencional que la vitrificación en pajuelas (Tabla 6). 
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Tabla 6. Estado de las membranas espermáticas en diferentes categorías de fluorescencia 

(prueba PI / PNA-FITC) de espermatozoides equinos congelados y vitrificados tanto en pajuelas 

como en pellets. 

 Tratamientos   

Categoría de 

Fluorescencia 

    
CC 

 
(n = 45) 

 
VIT-Paj 

 
(n = 45) 

 
VIT-Pe 

 
(n = 45) 

IPIA (%) 56,0 ± 1,84 a 15,9 ± 0,68 c 26,6 ± 1,49 b 

IPDA (%) 0,84 ± 0,19 0,53 ± 0,09 0,47 ± 0,15 

DPIA (%) 21,9 ± 1,26 c 57,8 ± 1,04 a 47,7 ± 2,49 b 

DPDA (%) 21,2 ± 1,40 b 25,7 ± 0,78 a 25,1 ± 1,64 a 

Total IP (%) 56,8 ± 1,88 a 16,4 ± 0,70 c 27,1 ± 1,53 b 

Total IA (%) 77,9 ± 1,38 a 73,7 ± 0,84 b 74,4 ± 1,67 ab 

IPIA, espermatozoides con membrana plasmática intacta y acrosoma intacto; IPDA, 

espermatozoides con membrana plasmática intacta y acrosoma dañado; DPIA, espermatozoides 

con membrana plasmática dañada y acrosoma intacto; DPDA, espermatozoides con membrana 

plasmática dañada y acrosoma dañado. Letras diferentes en cada fila difieren significativamente 

entre tratamientos a – b – c, P < 0,05; a – c, P < 0,01. 

4.3. Dimensiones morfométricas de la cabeza 

 
El análisis de las dimensiones morfométricas de la cabeza de los espermatozoides equinos 

frescos, congelados convencionalmente y vitrificados, tanto en pajuelas (VIT-Paj) como en pellets 

(VIT-Pe), se presenta en la Tabla 7. Se observó que el factor "reproductor" influyó en algunas 

variables, como la anchura, área, rugosidad y regularidad, ya que se evidenciaron diferencias 

significativas entre los caballos (P < 0,05). 

Ambos tratamientos de vitrificación incrementaron significativamente (P < 0,05) el largo, área y 

perímetro de la cabeza de los espermatozoides equinos después del proceso criogénico en 

comparación con sus valores referenciales de las muestras frescas. Asimismo, ambos 

tratamientos de vitrificación obtuvieron valores de la anchura y perímetro de la cabeza de los 

espermatozoides más altos (P < 0,05) que el tratamiento de congelación después de la 

criopreservación. Adicional a ello, el tratamiento de vitrificación en pajuelas (VIT-Paj) evidenció 
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un valor más alto (P < 0,05) del perímetro de la cabeza de espermatozoides equinos que el 

tratamiento de congelación. 

Por otro lado, la regularidad se redujo significativamente (P < 0,05) después de todos los 

tratamientos de criopreservación. En este sentido, el tratamiento de VIT-Paj mostró una menor 

rugosidad en comparación con los tratamientos CC y VIT-Pe. Finalmente, el tratamiento VIT-Paj 

aumentó significativamente (P < 0,05) la regularidad de la cabeza de los espermatozoides 

equinos después del proceso criogénico. 

Tabla 7. Dimensiones morfométricas de la cabeza de espermatozoides equinos frescos, 

congelados y vitrificados tanto en pajuelas como en pellets. 

Dimensiones de la 

cabeza 

Tratamientos    

Fresco CC VIT-Paj VIT-Pe 

Largo (µm) 5,82 ± 0,01 c 6,09 ± 0,06 b 6,35 ± 0,05 a 6,2 ± 0,04 ab 

Anchura (µm) * 2,97 ± 0,02 ab
 2,93 ± 0,04 b 3,02 ± 0,05 a 3,03 ± 0,05 a 

Área (µm2) * 19,0 ± 0,18 b 19,3 ± 0,24 ab
 20,3 ± 0,29 a 20,2 ± 0,37 a 

Perímetro (µm) 12,8 ± 0,04 c 13,2 ± 0,09 b 13,8 ± 0,08 a 13,5 ± 0,11 ab
 

Elipticidad 1,97 ± 0,01 2,1 ± 0,05 2,13 ± 0,04 2,06 ± 0,03 

Elongación 0,32 ± 0,00 0,35 ± 0,01 0,35 ± 0,01 0,35 ± 0,01 

Rugosidad * 1,46 ± 0,01 a 1,39 ± 0,01 b 1,34 ± 0,01 c 1,39 ± 0,01 b 

Regularidad * 0,73 ± 0,00 b 0,74 ± 0,01 ab
 0,75 ± 0,00 a 0,74 ± 0,00 ab

 

Letras diferentes en cada fila difieren significativamente entre tratamientos a – b – c, P < 0,05. 

Asterisco representa diferencias significativas entre caballos * P < 0,05. 

 

 
En la Figura 7 se ilustra el tamaño de la cabeza de los espermatozoides equinos frescos, 

congelados y vitrificados en pajuelas y pellets. En general, se denota que la mayoría los 

espermatozoides vitrificados se ubican en un área superior a los espermatozoides frescos y los 

congelados convencionalmente (ver línea de tendencia). Nótese un mayor incremento del área 

y la longitud de la cabeza en espermatozoides vitrificados en pellets (rojos) y pajuelas (plomos). 
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Figura 7. Comparación de la morfometría de la cabeza de espermatozoides equinos 

frescos, congelados y vitrificados tanto en pajuelas como en pellets. Los datos corresponden a 

la relación entre el área de la cabeza del esperma (m2) y la longitud (m), medida en 100 

espermatozoides / muestra (n = 20) / tratamiento (total 2000 espermatozoides /tratamiento). La 

línea azul entrecortada representa la tendencia exponencial del área y largo de espermatozoides 
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5. Discusión 

Esta investigación examinó la criosupervivencia de espermatozoides equinos congelados 

convencionalmente y vitrificados mediante pellets y pajuelas de 0,25 ml. Los resultados revelaron 

que, en general, la congelación convencional produjo una mejor cinemática e integridad de 

membranas espermáticas post-criopreservación que las vitrificaciones. Tanto la congelación 

convencional como la vitrificación en pellets o pajuelas, redujeron significativamente la motilidad, 

velocidades, STR y ALH comparados con sus valores referenciales en fresco. Además, el factor 

"reproductor" influyó en la cinemática y morfometría, y en términos de integridad de membranas, 

la congelación convencional destacó por encima de ambas técnicas de vitrificación. 

La criopreservación somete a las células a un estrés osmótico, generado por las bajas 

temperaturas y los desequilibrios osmóticos. Del mismo modo, los ACP también generan estrés 

celular. No obstante, se ha registrado que la DMF ocasiona un menor daño osmótico debido a 

su menor peso molecular y viscosidad (Alvarenga et al., 2016; Pérez. et al., 2017). Según Ugur 

et al., (2019), la criopreservación no solo afecta morfométricamente, sino que también impacta 

el movimiento del espermatozoide, cuyo análisis se realiza comúnmente mediante el sistema 

CASA, permitiendo la evaluación de diversas variables para determinar la cinemática celular. 

Además, se observa una variabilidad significativa en los resultados de la criopreservación entre 

especies debido a las diferencias en la resistencia del esperma a los procesos de congelación y 

descongelación. En el ganado bovino, como resultado de la criopreservación, se registra una 

reducción gradual de hasta un 50% en la motilidad y viabilidad después de la descongelación En 

cerdos, la disminución de la viabilidad es comparable a la de los bovinos, oscilando entre un 50% 

y un 60% (Roca et al., 2006). En ovinos, se observa una menor motilidad y viabilidad post- 

descongelación en comparación con las especies mencionadas anteriormente, con alrededor del 

30% al 40% de reducción (García et al., 2017). En caballos, los resultados son menos favorables 

en comparación con otros animales de granja, como bovinos, cerdos y ovinos, con un 30% de 

motilidad y viabilidad después de la descongelación (Catalán et al., 2020). Los hallazgos de este 

estudio son consistentes con los mencionados anteriormente indicando que los parámetros 

cinemáticos se vieron afectados drásticamente, independientemente del proceso de 

criopreservación. 

 

Para la CC, se escogió a la DMF 5% porque los hallazgos que obtuvo Squires et al., (2004). Con 

una concentración al 5% de DMF proporcionó una mejor motilidad y viabilidad a los 

espermatozoides que el tratamiento con un 2 % de DMF. 
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En una investigación realizada por Pérez-Marín et al., (2018) se evaluó el efecto de los diluyentes 

a base de trehalosa y sacarosa sobre la calidad del esperma equino después de la vitrificación. 

Los resultados obtenidos indicaron que, pesar de las diferentes concentraciones de trehalosa y 

sacarosa tanto el acrosoma como las membranas plasmáticas se vieron gravemente afectados, 

disminuyendo drásticamente la integridad y viabilidad. Sin embargo, este estudio también reveló 

que se mantuvo estructura del ADN. Estos resultados poco favorables guardan similitud con los 

del presente estudio al durante los procesos de vitrificación. No obstante, estudios como los 

realizados por Consuegra et al. (2019b) mostraron resultados satisfactorios con el uso de estos 

disacáridos en cuanto a integridad de membrana. Estos hallazgos sugieren que, si bien la 

trehalosa puede tener beneficios en términos de protección de la membrana espermática, la 

concentración óptima y las condiciones específicas de aplicación pueden variar incluso dentro 

de la misma especie, así como también dependen del método de procesamiento del semen. 

La CC se considera una opción más segura para preservar la integridad de los espermatozoides 

durante el proceso de enfriamiento, ya que permite un control más preciso de la velocidad de 

descenso de la temperatura. Este enfoque contrasta con la vitrificación, que emplea un proceso 

de enfriamiento ultrarrápido (Aizpurua et al., 2017; Isachenko et al., 2008). La diferencia en la 

velocidad de enfriamiento entre estos métodos podría explicar los resultados observados en 

nuestro estudio, donde la congelación convencional demostró un desempeño superior en 

términos de movilidad total y progresiva en comparación con ambos métodos de vitrificación. 

En nuestro estudio, observamos que los parámetros cinemáticos del esperma se vieron 

afectados independientemente de la técnica utilizada. La CC mostró porcentajes más altos de 

MT y MP en comparación con los tratamientos de vitrificación, la VIT-Pe logró una MT 

significativamente mayor (P < 0,05) que la VIT-Paj. Por otro lado, el estudio realizado por 

Consuegra et al. (2019b) evaluó diferentes concentraciones de esperma para la vitrificación en 

pajuelas, incluyendo concentraciones de 50, 100 y 200 x 10 6 spz/ml. Sus resultados mostraron 

que las pajuelas con una concentración final de 100 x 10 6 spz/ml tuvieron valores más altos de 

MT, MP, VCL, VSL y VAP en comparación con los otros grupos de tratamiento. Estos hallazgos 

sugieren que, aunque la vitrificación en pajuelas con una concentración de 50 x 10 6 spz/ml 

mostró una MT significativamente menor en nuestro estudio, la investigación de Consuegra et al. 

(2019b) sugiere que el aumento de concentración de esperma puede mejorar la motilidad 

espermática durante la vitrificación en pajuelas. 
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Un factor más que podría influir en los resultados de la calidad del esperma, es su concentración 

tras la dilución. Los hallazgos revelaron que los tratamientos en los que el semen se diluyó a una 

concentración baja tuvieron una menor integridad inicial de MT, MP e integridad de la membrana 

plasmática, un fenómeno conocido como "efecto de dilución" del semen (Hayden et al., 2015; 

Restrepo et al., 2019). 

Los resultados obtenidos en este estudio sobre los diferentes apartados de la cinemática 

espermática, revelan un impacto significativo de las técnicas de criopreservación, reflejando 

hallazgos consistentes con investigaciones previas. Se observó una disminución en varios 

parámetros, incluyendo VCL, VCL-RAP, VSL, VSL-RAP y ALH, en comparación con las muestras 

frescas. Esta disminución se alinea con los hallazgos de Tamay et al., (2022), quienes 

encontraron resultados parecidos en la cinemática de los espermatozoides de caballos después 

de la criopreservación. La comparativa con los estudios hechos en humanos y otros animales, 

refuerza aún más estos hallazgos, destacando algunas complicaciones de la criopreservación en 

la motilidad y viabilidad espermática. Los estudios de Tamburrino et al., (2023) en humanos y 

Amón y Jaramillo, (2023) en toros, respaldan la idea de los daños inducidos en la vitrificación de 

espermatozoides. 

Es importante señalar que, aunque se observaron diferencias significativas entre algunas 

técnicas de criopreservación, como se evidenció en los resultados de VSL-R, LIN y WOB entre 

VIT-Paj y CC, no se encontraron diferencias significativas en los mismos hallazgos entre ambos  

métodos de vitrificación. Esto sugiere que la elección de la técnica de criopreservación puede 

influir en ciertos aspectos de la cinética espermática, pero puede no ser el único factor 

determinante. 

Los diferentes datos que nos otorga el CASA sobre los parámetros cinemáticos, respecto a la 

velocidad, son importantes porque con ello se relaciona el paso de los espermatozoides por el 

tracto genital de la hembra, siendo una correlación positiva cuando estos valores son óptimos. 

Del mismo modo, valores de LIN y BCF altos, permiten un mejor transporte y penetración en el 

moco cervical (Mortimer, 2000; Robayo et al., 2008; Verstegen et al., 2002). 

Por otro lado, recordando que la membrana del espermatozoide está compuesta principalmente 

por una bicapa lipídica, como fosfolípidos y colesterol, así como por diversas proteínas (Mocé 

et al., 2010), por lo que su protección es importante. Sin embargo, detrás de todos los esfuerzos 

que se han realizado para que los protocolos de congelación o vitrificación tengan éxito, las bajas 

temperaturas juegan un papel negativo y causan lesiones en los espermatozoides, pues su 
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calidad depende básicamente en su capacidad para soportar cambios de temperatura sin que 

lleguen a perder sus funciones principales (Sieme et al., 2008). Esto repercute en la calidad e 

integridad de la membrana plasmática y acrosomal, causando lesiones irreversibles debido a 

alteraciones en los complejos lípido-proteína durante la congelación y descongelación (Loomis y 

Graham, 2008). A pesar de todo esto, la adición de crioprotectores es clave para conservación 

del esperma equino. La trehalosa es un disacárido utilizado con el fin de proteger los 

espermatozoides de las bajas temperaturas, porque tiene la capacidad de equilibrar la presión 

osmótica durante la congelación y mejorar la temperatura de transición vítrea, evitando así la 

formación de hielo. Cambia la fluidez de la membrana de los espermatozoides, incorporándose 

a los fosfolípidos, produciendo membranas más estables durante el procedimiento de 

congelación (Aboagla y Terada, 2004; PAN et al., 2017). 

La integridad de la membrana plasmática es esencial para las funciones específicas del 

espermatozoide que permiten que el espermatozoide adapte su metabolismo al medio 

circundante para lograr la fecundación. Por lo tanto, su evaluación en los procesos de 

criopreservación es crucial ya que la congelación y descongelación la afecta significativamente, 

lo que resulta en una disminución de la viabilidad y vitalidad espermática posterior al proceso de 

descongelación (Rubio-Guillén et al., 2009). Nuestro estudio mostró que la CC preservó mejor la 

integridad de la membrana plasmática y acrosomal IPIA en comparación con los procesos de 

vitrificación, sin embargo, dentro de los métodos de vitrificación, se observó que la VIT-Pe tuvo 

mejores resultados en términos de IPIA en comparación con la VIT-Paj, con valores del 26,6% y 

el 15,9% respectivamente. Un estudio realizado por (Restrepo et al., 2019) comparó la CC y la 

VIT-Pe, los resultados indicaron que la CC tiene un mejor mantenimiento del potencial de la 

membrana plasmática (21,82%) en comparación con VIT-Pe (5,32%), lo que resalta las 

diferencias en el impacto de estos métodos en la integridad de la membrana. Además, es 

importante destacar que el proceso de enfriamiento ultrarrápido utilizado en VIT-Paj puede ser 

potencialmente dañino para la integridad de las membranas, lo que podría explicar los resultados 

inferiores en comparación con la VIT-Pe y CC. 

 

La integridad de membranas también está relacionada con la concentración de disacáridos 

utilizados en los procesos de criopreservación de los espermatozoides. Compuestos como la 

trehalosa y la sacarosa han demostrado tener beneficios en la criopreservación del semen 

equino, ya que ayudan a proteger a las células del estrés oxidativo y mejorar la viabilidad y 

función del esperma después del proceso de Pérez-Marín et al., (2018). Parece que la trehalosa 

es más eficaz es más eficaz que la sacarosa para proteger la membrana del esperma ya que 



43 

Jefferson Emmanuel Erraez Guaicha – Karen Estefanía Torres Ordoñez 

 

 

estabiliza la bicapa de la membrana plasmática inhibiendo la formación de cristales de hielo y 

formando enlaces de hidrógeno con los fosfolípidos de la membrana durante el proceso de 

criopreservación (Vafaei et al., 2019). Un estudio realizado por Álvarez et al., (2019) demostró 

que la trehalosa a una concentración de 150mM resulta como una alternativa beneficiosa para 

el almacenamiento a largo plazo de muestras de esperma epididimario; sin embargo, las 

muestras de esperma provenientes de eyaculado presentaron menor índice de viabilidad cuando 

eran almacenadas con este disacárido. Por otro lado, según Arando Arbulu, (2019), el uso de la  

sacarosa en una concentración de 200mM ha demostrado una funcionalidad favorable de la 

membrana plasmática en aquellas muestras de espermatozoides congelados y vitrificados, con 

un 40% de mejora. En el presente estudio se emplearon 100mM de trehalosa y se utilizaron 

muestras provenientes de eyaculado; por lo tanto, es importante destacar que la elección del  

disacárido también ejerce influencia en este aspecto y deben su uso debe ser evaluado según 

las características de las muestras. 

 

Las dimensiones morfométricas de la cabeza del espermatozoide, es una evaluación importante 

ya que es un indicador de criosupervivencia espermática (Gravance et al., 1998), pero pueden 

verse afectadas por varios factores, entre ellos, siendo la criopreservación y el estrés osmótico 

un claro ejemplo (O’Brien et al., 2019). También, Waheed et al., (2015), señala que la 

morfometría espermática puede verse afectada de forma significativa (P < 0,001) debido a la 

estación del año por la variabilidad de las temperaturas, la edad, capacidad fertilizante y 

características independientes de cada semental. En un estudio en donde se evalúa la 

morfometría de los espermatozoides, se señala que incluso dentro de un mismo semental, las 

muestras tomadas en diferentes días y horarios pueden variar debido a las diferencias de 

temperatura durante la recolección, transporte y la preparación de las muestras (Phetudomsinsuk 

et al., 2008), siendo congruente con la idea de que diferentes aspectos en la morfometría de la 

cabeza del espermatozoide equino, responde a individualidades. Buzón Cuevas, (2014) obtuvo 

resultados similares a los nuestros en diferencias de semen fresco entre caballos de distintas 

razas, sugiere que las características morfométricas de los reproductores son intrínsecas a cada 

individuo. Esto respalda la influencia del factor "reproductor" en las muestras frescas obtenidas 

de caballos dentro de nuestro estudio, donde se observaron diferencias significativas (P < 0,05). 

Un estudio logró determinar que aquellos sementales de alta capacidad fertilizadora presentaron 

un menor perímetro de la cabeza espermática en comparación con aquellos de baja fertilidad 

(Casey et al., 1997). 
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Nuestro estudio tuvo diferencias significativas en el largo, área y perímetro de la cabeza del  

espermatozoide en los dos métodos de vitrificación en comparación con las muestras frescas. 

Arruda et al., (2002 y Cerdeiraa et al., (2020) evaluaron los efectos de la criopreservación sobre 

las variables morfométricas del esperma equino, pues concluyó que la CC tendió a disminuir las 

dimensiones de la cabeza del espermatozoide y la vitrificación la aumentó. Una posible respuesta 

a ese efecto es que hubo descondensación de la cromatina y las ampollas de la membrana 

plasmática en la región de la cabeza, aumentando las dimensiones de esa zona, la cual fue 

detectada por el sistema CASA. Contrario a esto, en caprinos indican que la congelación del  

semen no afecta las dimensiones generales de las cabezas de esperma, sin embargo, esto 

también depende del método usado (Gravance et al., 1997; Hidalgo et al., 2007). 

La discrepancia entre nuestros hallazgos y los de Cerdeiraa et al., (2020) en la morfometría 

espermática canina posterior a la criopreservación. Mientras que en su estudio se observó que 

la vitrificación tendía a aumentar el tamaño de la cabeza del espermatozoide y la CC mostraba 

una tendencia a reducirlo, en nuestro caso se evidenció un incremento generalizado en el tamaño 

de la cabeza del espermatozoide tanto en la vitrificación como en la congelación convencional. 
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Conclusiones 

 

 
En conclusión, nuestros resultados destacan que la congelación convencional suplementado con 

DMF al 5%, proporciona una mejor viabilidad y funcionalidad en comparación con los procesos 

de vitrificación, independientemente del método utilizado. Además, se observó que la CC 

presenta una mayor integridad de membranas en comparación con la vitrificación en pellets, 

aunque esta última mostró mejores resultados que la vitrificación en pajuelas. También se 

evidenció un incremento en las dimensiones morfométricas de la cabeza de los espermatozoides 

en ambos procesos de criopreservación en comparación con las muestras frescas. 



46 

Jefferson Emmanuel Erraez Guaicha – Karen Estefanía Torres Ordoñez 

 

 

Recomendaciones 

 

 
 Brindar la técnica de criopreservación más eficaz, priorizando la cinemática general de la 

muestra, la congelación convencional CC es el método preferido, sin embargo, el uso de la 

vitrificación no deja de ser un método novedoso y con resultados favorables. 

 Evaluar el método de vitrificación que se desea realizar, recordando que al utilizar el método 

de vitrificación en pellets (VIT-Pe) nos brinda mejores resultados en términos de integridad 

de membranas en comparación con vitrificación con pajuelas (VIT-Paj). 

 Considerar la variabilidad de la muestra entre reproductores, teniendo en cuenta que influye 

tanto en cinemática como en morfometría de la cabeza del espermatozoide. Es posible que, 

entre individuos, respondan diferente a cada método de criopreservación lo cual puede llegar 

a influir en los resultados. 
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Anexos 

Anexo A. Elaboración de diluyentes y medios de congelación y vitrificación 

 

Anexo B. Reclección de semen mediante vagina artificial 
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Anexo C. Colocación de pajuelas de 0,5ml en rampas de congelación convencional en NL2. 
 

 
Anexo D. Proceso de vitrificación en pellets de 30 μl a 15cm de distancia del NL2. 
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Anexo E. Proceso de vitrificación en pajuelas de 0,25ml dentro de pajuelas de 0,5ml 

directamente a NL2. 
 

Anexo F. Proceso de calentamiento de muestras vitrificadas en pellets mediante dispositivo de 

calentamiento STC-3008 (de fabricación artesanal). 
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Anexo G. Proceso de calentamiento de muestras vitrificadas en pajuelas mediante baño María 
 

 
Anexo H. Evaluación de la cinética mediante el sistema CASA 
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Anexo I. Elaboración de frotis utilizando la tinción SpermBlue para análisis de morfometría 

espermática 

 

 
Anexo J. Análisis de parámetros morfométricos de los espermatozoides 
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Anexo H. Análisis de integridad de membranas de los espermatozoides 


