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INTRODUCCIÓN

El aumento del comercio de las fibras naturales de alta calidad, así como de pieles y carnes 
con bajo contenido de colesterol de los CSA hacen necesario el uso de estrategias 
reproductivas tendientes a mejorar la producción de los rodeos y el acervo genético de 
futuros reproductores. Dentro de las limitaciones que enfrentan la producción y el 
mejoramiento genético de los CSA se incluye la falta de aplicación de tecnologías de 
producción mejoradas, que resulta en pérdidas elevadas por mortalidad y morbilidad, baja 
eficiencia reproductiva, pobre crecimiento corporal y baja producción de fibra. Las 
características particulares del semen de los CSA (viscosidad estructural y filancia elevada, 
nula movilidad progresiva espermática, bajo número de espermatozoides totales) han 
condicionado el desarrollo de los protocolos de inseminación artificial (IA) con semen 
criopreservado (Giuliano et al., 2008; 2010; 2012; Casareto et al., 2012). Consecuentemente 
esta tecnología está limitada al uso de semen fresco con una tasa de preñez máxima de 77% 
en centros experimentales, y de no más de 50% en criaderos particulares (Tibary y Vaughan, 
2006; Huanca et al., 2007; Maxwell et al., 2008). El semen de los CSA presenta viscosidad 
estructural elevada (Casaretto et al., 2012) y cuando los eyaculados se pipetean, tienen 
filancia formando un hilo de extensión variable (Giuliano et al., 2010a). Estas características 
reológicas han dificultado mucho la separación de los espermatozoides del plasma seminal, 
el fraccionamiento de los eyaculados en alícuotas, la dilución y el envasado de las pajuelas 
(Tibary y Vaughan, 2006; Huanca et al., 2007; Giuliano et al., 2010). Además la baja 
concentración espermática y el bajo volumen limitan el número de dosis obtenido por 
eyaculado. La incubación del semen con una solución de colagenasa en Hepes-TALP-BSA, 
evita la formación de hilo, pudiendo separar los espermatozoides del plasma seminal e 
induciendo movilidad espermática progresiva manteniendo la viabilidad  (Giuliano et al., 
2010). También la evaluación se ve dificultada debido a que los espermatozoides no 
presentan movilidad progresiva, sólo movilidad oscilatoria (Vaughan et al., 2003; Giuliano et 
al., 2005, 2010;) haciendo necesaria la implementación de pruebas de evaluación de la 
calidad del eyaculado que permitieron identificar espermatozoides potencialmente fértiles 
aunque estuviesen inmóviles (Giuliano et al., 2005)

CRIOPRESERVACION DE SEMEN

Son pocos los reportes sobre inseminación artificial con semen 
congelado. Bravo et al. (2000) obtuvieron, en alpacas, un 26% de 
preñez utilizando un diluyente a base de  citrato de sodio - yema de 
huevo y un 7% de glicerol. Alleret al. (2003) obtuvieron un 7% de 
preñez, en llamas,  utilizando un diluyente que contenía citrato de 
sodio - yema de huevo - glucosa, glicerol y DMSO. A su vez, 
Vaughan et al.,  (2003) obtuvieron resultados negativos luego  de 
inseminar alpacas con semen congelado utilizando el diluyente 
Green/clear camel buffer® y Biladyl® A y B. Es notorio que al 
inseminar con semen criopreservado, con el mismo número de 
espermatozoides móviles y con sus membranas íntegras y 
funcionales que en semen fresco, no se obtenga porcentajes de 

preñez similares (Aller et al.,  2003, Vaughan et al.,  2003; Giuliano et 
al.,  2012). 

Consecuentemente no se ha podido realizar en los CSA, a nivel 
mundial, campañas de IA a gran escala con semen criopreservado 
como sucede en otras especies de interés reproductivo o deportivo.  
Los protocolos de congelamiento de semen varían según las 
especies. En los procesos de congelado y descongelado el 
espermatozoide puede dañarse a causa de los rápidos cambios de 
las condiciones fisicoquímicas que se producen durante el 
enfriamiento y la formación de hielo. La intensidad de estos 
cambios depende mucho de la composición de los diluyentes y de la 
curva de enfriamiento utilizada. Tanto en humanos como en 
animales domésticos y silvestres se estudió y se trató de determinar 
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la combinación óptima de curva de enfriamiento y diluyente. Desde 
que Phillips en 1939 descubrió que la yema de huevo tenía un efecto 
beneficioso sobre la fertilidad del semen y Polge et al., en 1949 
vieron la acción crioprotectora del glicerol, ambos han sido 
extensamente utilizados en la composición de los diluyentes. La 
yema de huevo protege al espermatozoide del shock por frío; su 
efecto protector estaría dado por su habilidad para interactuar con 
la bicapa lipídica de la membrana espermática (Watson, 1975; 
Foulkes, 1977, Watson, 1995), impidiendo eventos de transición de 
fase en los lípidos de las membranas (Drobnis et al., 1993). 

El glicerol es un crioprotector penetrante y su efecto protector es 
atribuible a sus propiedades coligativas (Salomon y Maxwell, 1995). 
Es marcada la variación de la tolerancia al glicerol entre especies, 
que va desde un 3% en el cerdo hasta un 10 – 20 % en marsupiales 
(Holt, 2000). Además la concentración óptima de glicerol utilizada 
en los diluyentes está limitada por su toxicidad que a su vez depende 
de la especie, de la tasa de enfriamiento y congelamiento, de la 
composición del diluyente y del método de adición al mismo. 
Debido a los efectos tóxicos del glicerol es que se ha buscado 
reemplazarlo por otros crioprotectores, como las amidas 
(Alvarenga et al., 2005). Las amidas son crioprotectores penetrantes 
de menor peso molecular comparado con el glicerol, característica 
que les permite penetrar la membrana plasmática espermática más 
rápido disminuyendo su toxicidad (Squires et al., 2004). Otros 
protectores de membrana son los azúcares que actúan no sólo por 
sus propiedades coligativas sino también interactuando 
directamente con la membrana. En esta acción estarían implicados 
puentes de hidrógeno entre los grupos hidroxilo de los azúcares y 
los grupos fosfatos de los fosfolípidos. Los azúcares también 
podrían disminuir la temperatura de transición de fase de los 
fosfolípidos. Generalmente los disacáridos son más efectivos que 
los monosacáridos en estabilizar la bicapa lipídica de la membrana 
(De Leeuw et al.,, 1993). 

Con respecto a los protocolos de criopreservación en los CSA, el 
glicerol ha sido prácticamente el único crioprotector empleado 
(Bravo et al., 2000; Aller et al., 2003; Vaughan et al., 2003; Santiani et 
al.,. 2005) y en menor medida se ha probado etilenglicol en alpacas 
(Santiani et al., 2005; 2013).  Como en los CSA no se conoce cuales 
serían la temperatura de estabilización y concentración de 
crioprotector que mejor conserven la capacidad fertilizante de 
espermatozoides congelados, en nuestro laboratorio realizamos un 
estudio en el cual el objetivo fue determinar una combinación 
óptima entre diferentes temperaturas de equilibramiento y/o 
crioprotectores que conserve la viabilidad espermática e integridad 
funcional de la membrana plasmática de espermatozoides de llama 
sometidos a congelamiento profundo. 

S e  p roce s a ron  14  e y a cu l ados  ob t en idos  med i an t e 
electroeyaculación de 7 machos de llama (n=7, r=2). Se evaluaron 
las siguientes características seminales: movilidad espermática (con 
microscopio de contraste de fases), y funcionalidad e integridad de 
membrana plasmática (mediante el HOS test y tinción con los 
fluorocromos CFDA/PI de acuerdo a Giuliano et al., 2008). Las 
muestras se diluyeron 8:1 en una solución de colagenasa al 0,1% en 
H-TALP-BSA y se incubaron a 37º C durante 8 minutos para 
disminuir la filancia del plasma seminal (Giuliano et al., 2010). 
Luego se dividieron en 4 alícuotas. A dos de ellas  se les agregó 
diluyente a base de lactosa y yema de huevo (LY) con 

glicerol (LY-G) o con N,N-dimetilformamida (LY-DMF) y se 
estabilizaron durante 20 minutos a temperatura ambiente. Las 
alícuotas restantes se diluyeron con LY, se las enfrió hasta alcanzar 
los 5° C, se les adicionó LY-G o LY-DMF y se estabilizaron a esa 
temperatura por 20 minutos. Luego de cada período de 
estabilización, se envasaron las muestras en pajuelas y se realizó el 
congelamiento profundo en un termo de nitrógeno líquido 
(Miragaya et al., 2001) donde fueron conservadas hasta su 
evaluación. Todas las muestras presentaron una concentración 

6espermática final de 40x10  espermatozoides/ml y una 
concentración final de glicerol o de N,N-dimetilformamida del 7%.  
El descongelamiento se realizó a 75° C durante 7 seg. y luego a 37° 
C por 15 seg. Mediante un test de Student apareado se comparó el 
semen fresco con todos los tratamientos de congelamiento.

Se utilizó un diseño factorial (2x2) tomando al macho como bloque 
para comparar entre sí los tratamientos. Al comparar las variables 
espermáticas entre el semen fresco y el congelado-descongelado se 
observó lo siguiente: el semen congelado con el diluyente LY-DMF 
presentó un porcentaje de movilidad significativamente mayor (p ≤ 
0,05) y el congelado con el diluyente LY-G presentó un porcentaje 
de movilidad significativamente menor (p ≤ 0,05) que el semen 
fresco. El semen congelado con todos los tratamientos presentó un 
porcentaje de espermatozoides vivos significativamente menor (p 
≤ 0,05) que el semen fresco. El semen congelado con todos los 
tratamientos presentó un porcentaje de espermatozoides con 
membrana funcional significativamente menor (p ≤ 0,05) a 
excepción de la muestra equilibrada a 5° C con LY-G que no tuvo 
diferencias significativas con el semen fresco. Al comparar las 
variables espermáticas entre los diferentes tratamientos se observó 
lo siguiente: no se encontró interacción significativa entre las 
diferentes temperaturas de equilibramiento y los diferentes 
crioprotectores. El semen congelado con el diluyente LY-DMF 
pre sen tó  un  porcen ta j e  de  mov i l i dad  e spe r má t i c a 
significativamente mayor (p ≤ 0,05) que el obtenido al congelar con 
LY-G. El semen congelado luego de equilibrar a 5º C presentó un 
porcentaje de espermatozoides vivos significativamente mayor (p 
≤ 0,05) que el obtenido luego de equilibrar a temperatura ambiente. 

En un estudio posterior nuestro objetivo fue determinar si era 
posible utilizar concentraciones de DMF menores a 7% 
conservando la viabilidad espermática e integridad funcional de la 
membrana plasmática de espermatozoides de llama sometidos a 
congelamiento profundo. Se utilizaron nueve eyaculados 
provenientes de seis machos. Las muestras fueron incubadas con 
una solución de colagenasa al 0,1%. Posteriormente, se dividió 
cada muestra en 4 alícuotas: a 2 de ellas se les agregó, a temperatura 
ambiente, diluyente a base de lactosa y yema de huevo (LY) con 2% 
o 4% de DMF, estabilizándose durante 20 minutos a esa 
temperatura, (TA2% y TA4% respectivamente). Las alícuotas 
restantes se diluyeron con LY, se las enfrió hasta alcanzar los 5° C, 
se les adicionó LY con 2% o 4% de DMF y se estabilizaron a 5° C 
durante 20 minutos (5º-2% y 5º-4% respectivamente). Finalizada la 
estabilización de las alícuotas se realizó el congelamiento profundo 
de las mismas. Se evaluó la movilidad espermática y funcionalidad e 
integridad de la membrana plasmática en semen fresco y luego del 
descongelamiento de cada grupo. Se utilizó un diseño factorial de 5 
niveles para comparar entre sí los distintos tratamientos y con 
respecto al semen fresco. 
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No se observaron diferencias significativas en el porcentaje de 
movilidad progresiva entre el fresco y los diferentes tratamientos (p 
> 0,05). El porcentaje de endósmosis y de espermatozoides vivos 
fue significativamente menor en todos los tratamientos respecto al 
fresco (p ≤ 0,05). No se observaron diferencias significativas entre 
los tratamientos entre sí en ninguna de las variables analizadas (p > 
0,05). En conclusión, según estos resultados, ninguna de las 
combinaciones entre las  diferentes temperaturas de 
equilibramiento (temperatura ambiente y 5º C), con ambas 
concentraciones de DMF (2% y 4%). 

En conclusión: según estos resultados preliminares el 
equilibramiento a 5º C y el agregado de N,N-dimetilformamida 
sería el protocolo que mejor conservaría la movilidad, viabilidad e 
integridad funcional de los espermatozoides de llama. Y por otra 
parte ninguna de las combinaciones entre las diferentes 
temperaturas de equilibramiento (temperatura ambiente y 5º C), 
con ambas concentraciones de DMF (2% y 4%) fueron eficientes 
para preservar la funcionalidad y viabilidad de la membrana 
plasmática de espermatozoides de l lama sometidos a 
congelamiento profundo.
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