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ABSTRACT 
 
The objective was to evaluate the cryoprotective effect of the egg yolk of different domestic birds on 
sperm quality of rams in conditions of the Peruvian Altiplano. The semen was collected by using an 
artificial vagina form 6 Corriedale rams and 63 sheep were used for insemination. The semen volume 
was conserved with Tris diluent+15%  egg yolk according to treatment [quail (TI), creole hen (TII), farm 
hen (TIII) and pigeon (IV)] csp 100 mL, the collection was diluted 1:1 with fraction A (Tris+yolk) and 
cooled to 5°C where fraction B (Tris+yolk+glycerol) was added; adjusting the sperm concentration to 
300x106 (0.25 mL straw), subjecting to equilibrium for 1.5 h (5ºC), then frozen at a rate of -20ºC/min 
until reaching -120oC and stored; cervical artificial insemination was performed in 25 ewes in heat 
and 38 to synchronized heat. The semen evaluation was carried out at the collection, equilibration and 
thawing phase, determining total motility (MT), progressive motility (MP), membrane functionality (Host), 
and membrane integrity (VIT). The thawing results were for treatments I, II, III and IV the percentages 
of MT of 54.30, 51.86, 57.87 and 44.21 (p> 0.05); MP of 50.03, 51.36, 50.72  and 45.98 (p> 0.05); 
Host of 59.44, 55.86, 60.50 and 49.3 (p <0.05); VIT 56.08, 57.19, 56.04 and 46.66 (p> 0.05) 
respectively. The gestation was evaluated at 45 days post insemination resulting in 48% (12/25) and 
21.05% (8/38) for natural and synchronized heat respectively (p=0.0245). In conclusion the membrane 
functionality was greater with quail, creole hen farm egg yolks; as well as a higher gestation rate in 
sheep inseminated in natural heat. 
 
Keywords: Criopreservation, egg yolk, semen, ram. 
 
RESUMEN 
 
El objetivo fue evaluar el efecto crioprotector de la yema de huevo de diferentes aves domésticas 
sobre la calidad espermática de carneros en condiciones del Altiplano Peruano. El semen fue colectado 
mediante la utilización de una vagina artificial de 6 carneros de la raza Corriedale y para la 
inseminación se utilizaron 63 ovejas. El volumen de semen fue conservado con diluyente Tris+15% yema 
de huevo según tratamiento [codorniz (TI), gallina criolla (TII), gallina de granja (TIII) y paloma (IV)] csp 
100 mL), a la colección fue diluido 1:1 con la fracción A (Tris+yema) y se enfrió hasta 5°C donde se 
adicionó la fracción B (Tris+yema+glicerol); ajustando la concentración a 300x106 de 
espermatozoides(pajilla de 0.25 mL) sometiendo a equilibrio por 1.5 h (5ºC) seguidamente se congelo 
a una tasa de -20°C/min hasta alcanzar -120°C y almacenados; la inseminación artificial cervical se 
realizó en 25 ovejas a celo natural y 38 a celo sincronizado. La evaluación de semen se realizó a la 
colección, fase de equilibrio y descongelación determinando la motilidad total (MT), motilidad 
progresiva (MP), funcionalidad de membrana (Host) y la integridad de membrana (VIT). Los resultados 
a la descongelación fueron para los tratamientos I, II, III y IV, los porcentajes de MT de 54.30, 51.86, 
57.87 y 44.21 (p>0.05); MP de 50.03, 51.36, 50.72 y 45.98 (p>0.05); Host de 59.44, 55.86, 60.5 
y 49.30 (p<0.05); VIT 56.08, 57.19, 56.04 y 46.66 (p>0.05) respectivamente. La gestación fue 
evaluada a 45 días post inseminación resultando 48% (12/25) y 21.05% (8/38) para celo natural y 
sincronizado, respectivamente (p=0.0245). En conclusión, la funcionalidad espermática fue mayor con 
las yemas de huevo de codorniz, gallina criolla y de granja; como también mayor tasa de gestación 
en ovejas inseminadas a celo natural. 
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INTRODUCCION 
 
La población de ovinos en el Perú es de 9 341 721 de cabezas 

distribuidos en diferentes cantidades de razas como: 

Corriedale, Junín, Merino y otras razas (Assaf, Hampshire, 

Merino Donhe, Friesian, etc) y principalmente el ovino Criollo, 

siendo uno de los animales de granja importantes que 

proporciona lana, carne y pieles en medianos y pequeños 

productores. El departamento de Puno posee el 30% de la 

población total de ovinos que está en manos de 660 964 

productores pequeños (MINAGRI, 2018). En la última década 

asociaciones de productores, gobiernos centrales y/o 

regionales y criadores particulares han importado 

reproductores con la finalidad de continuar el mejoramiento 

genético en esta especie implementado la inseminación 

artificial con semen fresco/diluido de carneros nacionales e 

importados y ovejas sincronizadas.  

 

Los programas de inseminación artificial (IA) a gran escala 

requieren de la preservación de espermatozoides durante 

largos periodos de tiempo. El semen criopreservado es usado 

comúnmente en la inseminación de establos y rebaños, sin 

embargo, los resultados de la inseminación con semen 

congelado en ovinos son relativamente menores. La técnica de 

criopreservación para el almacenaje del semen de carneros 

tiene muchas ventajas, pero el proceso de 

congelación/descongelación induce ciertos efectos dañinos en 

términos de la estructura celular del espermatozoide, daño 

bioquímico y funcional resultando en una reducción de la 

motilidad espermática, integridad de la membrana 

plasmática, acrosoma y fecundación del espermatozoide 

(Cabrera et al., 2011; Salamon & Maxwell, 1995, 2000). 

 

La conservación a largo plazo de semen sin sustancias 

crioprotectoras se ven afectados por las proteínas del plasma 

seminal (BSP) que son perjudiciales para los espermatozoides 

ya que eliminan los lípidos y colesterol del interior de la 

membrana plasmática del espermatozoide y afecta su 

viabilidad posterior (Bergeron y Manjunath, 2006). Sin 

embargo, la yema de huevo (YH) y la caseína de la leche 

secuestran a estas proteínas del plasma seminal previniendo o 

minimizando la perdida de los lípidos de la membrana que 

protegen a los espermatozoides durante la conservación 

(Manjunath, 2012); la yema de huevo dentro su composición 

posee fosfolípidos, colesterol y principalmente las 

lipoproteínas de baja densidad (LDL) que proveen protección 

específica a los espermatozoides durante el proceso de 

criopreservacion, aunque todavía el mecanismo exacto de 

protección no es conocido(Kulaksız et al., 2010; Pini et al., 

2018). 

 

Existen numerosos reportes de criopreservacion de semen de 

diferentes especies, que utilizan yema huevo de diferentes 

especies de aves con la finalidad de encontrar la mejor 

protección del espermatozoide durante el proceso de 

congelación/descongelación, en el toro (Su et al., 2008), 

búfalo (Akhter et al., 2017), carnero (Kulaksız et al., 2010), 

caprino (Swelum et al., 2018; Tabarez et al., 2017), cerdo 

(Bathgate et al., 2006), con distintos protocolos, ambientes, 

altitudes y demás factores que son necesarios ser 

estandarizados en ambientes con altitudes mayores a los 3500 

msnm. Por tanto, el objetivo del presente estudio fue evaluar el 

efecto crioprotector de la yema de huevo de diferentes 

especies de aves domésticas sobre la calidad espermática y la 

tasa de gestación en ovejas post inseminación artificial cervical 

en el Altiplano Peruano.  

 

MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Lugar de estudio 

El estudio se realizó en el Centro de Investigación y Producción 

(CIP) Chuquibambilla y Laboratorio de Reproducción Animal 

de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la 

Universidad Nacional del Altiplano de Puno-Perú, ubicado a 

una altitud de 3974 msnm, presenta un clima templado – frío 

la mayor parte del año, el trabajo fue realizado durante la 

época natural de ovinos (abril a julio). 

 

Animales  

Se seleccionaron 6 carneros reproductores de raza Corriedale 

en edad adulta con fertilidad conocida (con crías nacidas en 

campañas anteriores de inseminación artificial (IA) con semen 

fresco. Para la IA se seleccionaron 63 ovejas de raza 

Corriedale en edad adulta (entre 4 a 5 años) con fertilidad 

conocida (con una cría en la última campaña) divididas según 

tipo de celo: natural 25 ovejas y sincronizada 38 ovejas, todas 

con una condición corporal promedio de 2.78 (de una escala 

de 1: muy flaca a 5: muy gorda) con alimentación en pastos 

naturales y cultivados con acceso libre al agua. 

 

Colección de semen y preparación del diluyente 

La colección de semen fue mediante vagina artificial 

atemperada a 42°C colectando en 5 ocasiones por 

reproductor. La preparación del diluyente fue en base a Tris 

3.634 g, ácido cítrico 1.99 g, glucosa 0.5 g, yema de huevo 

15 mL, glicerol 5 mL, agua bidestilada csp 100 mL y 50 ug de 

gentamicina/mL (Cueto et al., 2016; Evans and Maxwell, 

1990) con algunas modificaciones. Al buffer Tris preparado se 

adicionó 15 mL de yema de huevo de acuerdo con el 

tratamiento (TI: codorniz, TII: gallina criolla, TIII: gallina de 

granja y TIV: paloma), esta mezcla se centrifugó a 3000 rpm 

por 10 min, el sedimento fue eliminado seguidamente el 

sobrenadante fue filtrado (papel filtro Nº2 Whatman®) y 

finalmente se adicionó el glicerol en la proporción del 5%. 

 

Criopreservación y evaluación del semen 

Para la criopreservación de semen; el volumen de semen 

colectado fue diluido con la fracción A (tris, ácido cítrico, 

glucosa y yema de huevo) a una proporción de 1:1 

posteriormente se enfrió la mezcla hasta los 5°C (dentro un 

refrigerador) por un lapso de 2.5 h, momento en que se 

completó la dilución con la fracción B (tris, ácido cítrico, glucosa, 

yema de huevo y glicerol a una proporción final del 5%), 

previamente se ajustó la concentración de los espermatozoides 

en la pajilla de 0.25 mL a 300 x 106; seguidamente se 

procedió con la fase de equilibrio (mantener las pajillas a 5°C 

por una 1.5 h). Para el proceso de criopreservación las pajillas 

fueron sometidas a una tasa de congelación de -20°C/min 

hasta llegar a la temperatura -120°C seguidamente las 

pajillas se introdujeron dentro el nitrógeno líquido y finalmente 

se almacenaron en tanques de nitrógeno líquido hasta su uso 

(Pérez et al., 2011; Perez et al., 2011). 

 

La evaluación de semen se realizó en el momento de la 

colección, fase de equilibrio y descongelación tomando en 

cuenta los parámetros de motilidad total (MT) y motilidad 

progresiva (MP) diluyendo el eyaculado 1:1 (semen: fracción 

A), de esta mezcla se colocó 20 uL sobre un portaobjetos con 
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cubreobjetos (atemperado a 37°C); test hiposmótico (Host: 

funcionalidad de membrana) se utilizó una solución hiposmótica 

(citrato de sodio dihidratado 0.735 g y fructosa 1.351 g csp 

100 mL) realizando un dilución de la muestra 1:10 (semen: 

solución hiposmótica) e incubando por 30 min, la muestra se 

armó en forma similar a MT y MP; la vitalidad (integridad de 

membrana) se evaluó con el colorante eosina-nigrosina (1g de 

eosina, 5g de nigrosina csp 100 mL), colocando 10 uL de semen 

y 20 uL del colorante sobre un portaobjeto atemperado a 

37°C, mezclando y finalmente se realizó un frotis. Para 

determinar todos los parámetros anteriores se evaluaron 200 

células a 400X en un microscopio de contraste de fases Leica 

ICC50® (Cueto, 2009; Santiani et al., 2004). 

 

Inseminación artificial  

Para la inseminación artificial cervical; previamente se realizó 

la descongelación de la pajilla a 37°C por 45 s, la 

inseminación artificial se realizó elevando el tren posterior de 

la borrega por un asistente, antes de colocar el vaginoscopio 

se higienizó la vulva y una vez ubicada la entrada del cérvix 

se colocó el aplicador de IA para ovinos (Mintube®), que 

contenía a la pajilla. La IA en borregas con celo natural fue a 

12h posteriores a la presentación de celo (detectadas con 

machos vasectomizados) y ovejas con celo sincronizado 52 a 

56h posterior a la extracción de la esponja, protocolo 

recomendado (Menchaca y Rubianes, 2004). 

 

 

 

 

Análisis estadístico 

Los datos obtenidos fueron sometidos a estadística descriptiva 

(promedio, desviación estándar), la evaluación de los 

porcentajes de los parámetros (motilidad total, motilidad 

progresiva, host y vitalidad) fueron sometidos previamente a 

pruebas de normalidad y homogeneidad y posteriormente a 

un diseño completamente al azar y para determinar las 

diferencias de medias fue utilizada la prueba de Tukey. Las 

tasas de preñez según el tipo de celo se sometieron a la 

prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis empleando el 

programa estadístico R 3.5.1.(Core, 2018). 

 

 

RESULTADOS  

 

La tabla 1 muestra el efecto protector de las diferentes yemas 

de huevo sobre la motilidad total, motilidad progresiva, 

funcionalidad e integridad de la membrana plasmática, de 

acuerdo con los resultados las cuatro yemas de huevo 

generaron protección sobre la motilidad total y progresiva a 

la descongelación, los mismos que fueron similares (p>0.05), 

mientras que el efecto protector de las yemas de huevo de 

codorniz, gallina criolla y gallina de granja fue en mayor 

proporción sobre la funcionalidad de membrana;  mientras que 

el efecto de protección de la yema de paloma sobre la 

funcionalidad de membrana fue menor (p<0.05), finalmente 

las yemas de huevo de las cuatro especies protegieron la 

integridad de membrana de los espermatozoides a la 

descongelación en forma similar (p>0.05).  

 

Tabla 1. Motilidad total y progresiva, test hiposmótico y vitalidad en semen descongelado usando yema de huevo de diferentes 
aves (n= 30). 

  Codorniz (TI)  Gallina Criolla (TII) Gallina Granja (TIII)   Paloma (TIV) 

Motilidad Total (%) 54.3 ± 3.87  51.86 ± 8.45  57.87 ± 9.41  44.21 ± 13.21  

Motilidad Progresiva (%) 50.03 ± 1.8  51.36 ± 9.47  50.72 ± 8.83  45.98 ± 5.68  

Test Hiposmótico (Host: %) 59.44 ± 3.9a 55.86 ± 5.41ab 60.5 ± 5.62a 49.3 ± 9.26b 

Viabilidad (%) 56.08 ± 3.78  57.19 ± 7.2  56.04 ± 6.0  46.66 ± 15.77  

    Letras diferentes (superíndice) en filas indica diferencia estadísticamente (P<0.05). 
 

 

La figura 1 muestra la tasa de gestación de ovejas evaluadas 

por ultrasonografía a los 45 días tras la inseminación artificial 

cervical con semen criopreservado a celo natural fue 48.00% 

y sincronizado 21.05% que muestran diferencia significativa 

entre los grupos (p=0.0245). 

 

 
  

Figura 1. Tasa de gestación en borregas inseminadas con celo 

natural y sincronizado (p=0.0245) 

 

 

DISCUSIÓN   

 

Los resultados de motilidad total y progresiva a la 

descongelación muestran el efecto protector de la yema de 

huevo de las cuatro especies basado en que la yema de huevo 

posee diferentes componentes como ácidos grasos, fosfolípidos 

y colesterol que proporciona efectos crioprotectores sobre los 

espermatozoides (Bathgate et al., 2006). Los resultados 

obtenidos están dentro los parámetros reportados, por varios 

investigadores que utilizaron yema de huevo de diferentes 

especies y lograron del 26 al 58% de motilidad a la 

descongelación (Cabrera et al., 2011; Kulaksız et al., 2010; 

Saieed et al., 2018). La acción protectora de la yema de huevo 

de las cuatro especies utilizadas sobre las motilidades resultó 

ser similar a la descongelación (Tabla 1) a pesar que otros 

autores reportan diferencias en la acción protectora de las 

yemas huevo, esta similitud en las motilidades (MT y MP) 

observadas se debería a que durante la preparación del 

diluyente Tris con yema de huevo fueron sometidos a procesos 

de centrifugación y filtración que eliminaron los gránulos de 

grasa de mayor tamaño, proporcionando un medio purificado 

con fosfolípidos, ácidos grasos, colesterol y lipoproteínas de 
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baja densidad (LDL); las cuales se unen a la membrana del 

espermatozoide para formar una película protectora contra 

los cristales hielo generados durante la congelación, asimismo 

actúa contra el shock frio y mejora la calidad del 

espermatozoide a la descongelación (Hu et al., 2010; Moussa 

et al., 2002). 

 

La funcionalidad de la membrana es un parámetro crucial para 

la evaluación de semen revela que la membrana plasmática 

este intacta, necesaria para la sobrevivencia del 

espermatozoide y garantiza la motilidad para el transporte 

en la inseminación artificial (Alcay et al., 2015; Makarevich et 

al., 2010); la integridad de la membrana plasmática permite 

diferenciar el total de espermatozoides vivos y muertos, así 

como alteraciones estructurales en la zona de la cola (Chemes 

y Rawe, 2003). Durante los procesos de enfriamiento y 

criopreservación la sobrevivencia de los espermatozoides 

disminuye y el grado de daño está asociado a varios factores 

los cuales restringen la supervivencia  del espermatozoide, que 

comprometen la proporción de la motilidad disminuyendo 

alrededor del 50% a la descongelación que afecta la 

fecundación del espermatozoide (Alcay et al., 2015; Bag et 

al., 2002; Jerez-Ebensperger et al., 2015; Luna-Orozco et al., 

2019; Peris-Frau et al., 2020; Rekha et al., 2016; Rostami et 

al., 2020). Los resultados obtenidos en el presente estudio de 

funcionalidad e integridad plasmática son semejantes a los 

reportados (Alcay et al., 2015; Jerez-Ebensperger et al., 

2015; Luna-Orozco et al., 2019; Peris-Frau et al., 2020; 

Rostami et al., 2020). En la tabla 1 la funcionalidad plasmática 

a la prueba hiposmotica, se observó que en las yemas huevo 

de codorniz, gallina criolla, gallina de granja fueron superiores 

frente a la yema de huevo de paloma; este resultado se 

debería a que la proporción de lípidos en la yema de huevo 

de gallinas y codorniz es el 35%, mientras que en la yema de 

huevo de paloma es el 30% (Aydin, 2005; Bitman & Wood, 

1980). Estudios indican que la protección de la membrana 

plasmática de los espermatozoides durante la congelación está 

basada en que los ácidos grasos no saturados de la yema de 

huevo dan la fluidez plasmática y que es necesario para su 

supervivencia (Abdi-Benemar et al., 2015), por lo tanto en el 

presente estudio la suplementación de las yemas de huevo de 

codorniz y gallinas al poseer mayor proporción de lípidos, 

también poseen mayor proporción de ácidos grasos no 

saturados que protegieron mejor la estabilización plasmática 

del espermatozoide durante la congelación; como indican las 

acción de los ácidos grasos no saturados en la congelación 

(Bathgate et al., 2006; Trimeche et al., 1997), además la 

funcionalidad y la integridad plasmática del espermatozoide 

tienen una relación directa con la motilidad (Alcay et al., 

2015).  

 

La utilización de inseminación artificial en ovejas con semen 

congelado, es aprovechar en forma eficiente a los 

reproductores de alta genética, pero los espermatozoides 

criopreservados deben de retener su capacidad fertilizante a 

la post- descongelación (Abdi-Benemar et al., 2015), la tasa 

de gestación obtenida a la inseminación artificial cervical en 

ovejas con celo natural fue del 48.00% frente a  borregas 

inseminadas a celo sincronizado el 21.05%, estos resultados 

son comparables con los rangos reportados (Abdi-Benemar et 

al., 2015; Fang et al., 2016; R. Masoudi et al., 2016; Reza 

Masoudi et al., 2017; Pérez et al., 2011; Rekha et al., 2016). 

La tasa de gestación obtenida en ovejas sincronizadas 

(21.05%); se debería al metabolismo tardío de la 

progesterona exógena que bloquea la liberación de la LH, por 

lo tanto, también maduración folicular y ovulación, además que 

produce un ambiente inadecuado para el transporte del 

espermatozoide (Blaschi et al., 2014). 

 

CONCLUSIONES 

 

La yema de huevo de codorniz, gallina criolla y de granja en 

la criopreservación de espermatozoides de carneros optimizan 

la funcionalidad plasmática, incluso la motilidad espermática a 

la post-descongelación. En la inseminación artificial vía cervical 

con semen criopreservado la gestación en ovejas con celo 

natural fue mayor en comparación a las de celo sincronizado. 
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