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RESUMEN 

Los dilutores son fundamentales en la conservación de células espermáticas 
proporcionando los nutrientes adecuados y protegiendo del descenso de 
temperatura durante las etapas de procesamiento de semen. Sin embargo, 
existe poca información disponible sobre el uso de dilutores en semen de los 
Camélidos Sudamericanos y en la mayoría de ellos se ha tratado de adaptar 
dilutores de otras especies; es por ello que esta investigación tuvo como objetivo 
evaluar el efecto de dos dilutores en la integridad acrosomal de espermatozoides 
de alpaca en semen refrigerado y congelado. El trabajo de investigación se 
realizó en el Laboratorio de Biotecnología Reproductiva de la Estación 
Experimental Agraria Canaán-INIA-Ayacucho. Se colectaron muestras de seis 
alpacas de los cuales se obtuvieron 33 eyaculados; las muestras en fresco 
fueron evaluadas macroscópicamente (volumen, filancia, espuma y color) y 
microscópicamente (motilidad, vitalidad e integridad de membrana) para 
posteriormente dividirlas en dos fracciones, una con el dilutor Andromed® y otra 
con el dilutor Biladyl B, que luego se llevó a refrigeración a 5°C por 2 h, después 
se llevó a congelación en nitrógeno líquido. Se evaluó la integridad acrosomal 
tanto en semen fresco, refrigerado y descongelado mediante triple tinción con 
azul de Tripán, rosa de Bengala y marrón de Bismark. Las características 
seminales obtenidas en promedio fueron: volumen 1,84 ml; filancia 2,52 cm; 
espuma 1,52 cm y el color que predominó fue blanco lechoso. Concentración 
194,09 x 106

 espermatozoides/ml; motilidad 79,12%; integridad de membrana 
67,94% y vitalidad 76,99%. Los resultados obtenidos para la integridad 
acrosomal en semen fresco fue 66,40 %; para semen refrigerado y 
descongelado con dilutor Andromed® se obtuvo 60,58 %; 36,96%. Para el dilutor 
Biladyl B fueron 58,20%; 37,02%, habiendo diferencias significativas (P<0,05) 
entre etapas de conservación de semen mas no entre dilutores. Para el efecto 
del dilutor Andromed® sobre la integridad del acrosoma de espermatozoides de 
alpacas huacaya y suri en semen refrigerado fue de: 58,28% y 64,11%, 
respectivamente; en semen congelado fue de: 33,50% y 42,30%; 
respectivamente; por otro lado, el efecto del dilutor Biladyl B sobre la integridad 
acrosomal en alpacas huacaya y suri en semen refrigerado fue del 55,51% y 
62,34%, respectivamente; en semen congelado el efecto fue del 33,86% y 
41,87%, respectivamente; no existiendo diferencias significativas (P>0,05). La 
calidad seminal de una alpaca permanece en forma proporcional desde la 
colección y durante el procesamiento de semen, es una característica propia del 
individuo según su genotipo. Existe efecto sobre la integridad acrosomal en las 
etapas de conservación de semen por lo tanto probablemente hay una 
desestabilización de la membrana y un desbalance de calcio como consecuencia 
de ello acelera la reacción acrosomal así afectando a la capacidad fecundante 
de los espermatozoides.  
 
Palabras clave: Acrosoma, dilutor, integridad acrosomal, espermatozoide, 

reacción acrosomal. 
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I. INTRODUCCIÓN 

En Perú, la crianza de los Camélidos Sudamericanos (CSA) es una de las 

principales actividades que tiene un nivel alto en el crecimiento de la sociedad y 

la economía de la población altoandina, debido a su adaptabilidad a condiciones 

adversas del ambiente, por su beneficio en la alimentación como fuente de 

proteína y también es considerado como un buen recurso en la producción de 

fibra (Huanca et al., 2007). 

En CSA su período de gestación es de 350 días es por ello que es indispensable 

y fundamental la aplicación de biotecnologías reproductivas y así acelerar el 

avance genético. Como resultado, ha sido fundamental estudiar las 

características de los espermatozoides de alpaca así como su manejo para 

poner en práctica las nuevas tecnologías de reproducción asistida para acortar 

los tiempos generacionales; e inseminación artificial, que está siendo estudiada 

con gran detalle (Giuliano & Santa Cruz., 2011). 

Herrera como se citó en (Raymundo et al., 2006) la conservación de las células 

espermáticas está basado en la aplicación de nutrientes adecuados, que 

salvaguarden la integridad de los espermatozoides durante la criopreservación y 

descongelación de los mismos. 

Hasta al momento existe escasa información favorable acerca de los dilutores en 

la conservación de semen de CSA. En los últimos 20 años; los dilutores, las 

técnicas de refrigeración y congelación han sido adaptadas de otras especies 

como son los ovinos y vacunos (Adams et al., 2009). 

 Para tener éxito en la conservación de semen de Camélidos Sudamericanos es 

necesario investigar acerca del comportamiento de los dilutores (Aller et al., 

2003; Bravo et al., 2000; Vaughan et al., 2003). 
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Para garantizar la calidad de los espermatozoides con fines reproductivos, deben 

ser evaluados varios parámetros espermáticos y presentar un porcentaje de gran 

éxito, pero entre ellos resaltan más la viabilidad e integridad acrosómica por su 

gran importancia de acuerdo a las últimas investigaciones (Morton et al., 2007). 

El acrosoma, está ubicado en la parte superior de la cabeza del espermatozoide 

y cumple una función muy importante durante la fecundación (Januskauskas A., 

Johannisson A., 2000). Los espermatozoides que presentan una alta proporción 

de daño acrosomal generalmente presentan una tasa de fertilidad baja (Peña, A; 

Linde, 2000),  Januskauskas et al., (2000) señalan que durante la fecundación 

una fase indispensable es la reacción de la membrana acrosomal, ya que 

gracias a ello se logrará una óptima unión entre el espermatozoide y el ovocito,  

en el cual se dará  la recombinación genética así formándose un embrión. 

Los objetivos del presente trabajo fueron. 

1.1. Objetivo general:  

Evaluar el efecto de dos dilutores en la integridad acrosomal de espermatozoides 

de alpaca en semen refrigerado y congelado. 

1.2.  Objetivos específicos: 

 Determinar la integridad acrosomal en espermatozoides de alpaca en semen 

fresco. 

 Determinar el efecto del dilutor Andromed® sobre la integridad acrosomal en 

espermatozoides de alpaca, en semen refrigerado y congelado. 

 Determinar el efecto del dilutor Biladyl B sobre la integridad acrosomal en 

espermatozoides de alpaca, en semen refrigerado y congelado. 

 Comparar el efecto de los dilutores en la integridad acrosomal de 

espermatozoides de alpacas Huacaya y Suri. 
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II. MARCO TEÓRICO 

2.1. Antecedentes  

Hasta el momento existe poca información acerca de investigaciones del efecto 

del dilutor en la integridad acrosomal de los espermatozoides de alpaca; sin 

embargo, hay evidencias donde se ha incluido como parámetro de evaluación en 

las distintas investigaciones realizadas. 

Cueva (2018), evaluó la integridad acrosomal utilizando los colorantes de azul de 

Tripán, rojo neutro y Giemsa; en la integridad de membrana, se utilizó el 

colorante fluorescente Hoechst 33342/PI; y el porcentaje promedio de integridad 

acrosómica fue del 79,33%; 65,60%; y 38,54% para semen fresco, refrigerado y 

congelado, relativamente, habiendo diferencia significativa entre métodos. El 

porcentaje de motilidad de los espermatozoides fue del 71,13%; 63,67% y 

22,60% para las muestras en semen frescos, refrigerados y congelados, sin 

diferencias significativas entre los métodos que utilizan muestras de semen 

frescos y congelados.    

Apaza (2017), investigó el efecto protector de la yema de huevo (YH) sobre la 

viabilidad espermática de semen congelado de carnero, haciendo uso del  dilutor 

a base de Tris, YH (15%) y glicerol (5%), congeló en nitrógeno líquido (NL2) 

durante 10 min. Los resultados fueron de la siguiente manera. Primero, en 

semen refrigerado el Test Hipo-osmótico fue del 78,38%, 79,00%, 78,10% y 

69,88% para el dilutor YH de gallina criolla (T1), YH de gallina de granja (T2), YH 

de codorniz (T3) y YH de paloma (T4), respectivamente. En semen 

descongelado el Test Hipo-osmótico fue 55,86%, 60,50%, 59,44% y en 

integridad de acrosoma se obtuvo 61,59%, 65,27%, 64,64% y 62,53% para T1, 

T2, T3 y T4, relativamente (P>0.05).  

Maxi (2019), investigó la calidad del semen de alpaca criopreservado e incubado 

por 1h 30 min y 3 h; en yemas de huevo de gallina (YHG), codorniz (YHC) y pata 
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(YHP), la muestra fue colectado mediante post cópula del macho y fue dividido 

en 3 grupos, utilizando un dilutor A que contenía (Tris, ácido cítrico, fructosa, 

tilosina, gentamicina y lincomicina); dilutor B que contenía todos los 

componentes del dilutor A, excepto de glicerol 5%. A ambos dilutores adicionó el 

20% del dilutor YHG, YHC y YHP; en refrigeración utilizó el dilutor A, antes de la 

congelación añadió alícuotas del dilutor B y se congeló. La descongelación fue a 

37ºC por 60 s, después las muestras fueron incubadas en baño María a 37°C 

por 1h 30 min y 3 h. En los parámetros microscópicos no se encontró diferencias 

significativas entre el dilutor YHC y dilutor YHG, los mismos con diferencia 

significativa comparados con YHP en motilidad total e integridad acrosómica.  

En otra investigación, Delgado (2019) evaluó la integridad acrosómica de 

espermatozoides de alpaca para lo cual dividió en 3 grupos; muestras frescas sin 

fijar 0 horas (T1) y muestras fijadas en formaldehido 24 h (T2) y 1 semana (T3). 

Las muestras se incubaron durante 10 min a 38°C en oscuridad con 2,5 μl de 

FITC-PSA. Las muestras de T2 y T3 se fijaron con formaldehído al 4% durante 

30 min y luego se almacenaron a 4°C protegidas de la luz, después se realizó 

lavado con PBS mediante la centrifugación a 600 g por 8 min, se eliminó el 

sobrenadante y se añadieron 100 µl de PBS a 37°C para su lectura en Citómetro 

de flujo. Los resultados de integridad acrosomal a 0 h fue del 95,89 ± 4,35, 24 

horas fue del 97,24 ± 3.36 y 1 semana fue del 97,21 ± 3,49. 

En espermatozoides de alpaca provenientes de epidídimo determinaron la 

integridad acrosómica, en el cual se utilizó Arachis hypogaea (PNA) y Pisum 

sativum (PSA), conjugadas con isoticianato de fluoresceína (FITC). Los 

espermatozoides se suspendieron en 1 ml de solución Tris base después de lavó 

mediante centrifugación y los sedimentos se volvieron a mezclar en 300 μl de 

PBS. Cada muestra se dividió en 2 alícuotas e incubó por 8 min a 38°C con 

FITC-PNA o FITC-PSA, acompañada de un marcador de vitalidad (yoduro de 

propidio) para ser evaluado con citómetro de flujo. Se obtuvo 59,17 ± 4,84 y 

61,13 ± 4,35% de espermatozoides vivos con integridad acrosómica para FITC-

PNA y FITC-PSA, relativamente (Ugarelli et al., 2017). 

En otro estudio se evaluó el efecto de la adición del plasma seminal antes y 

después de la congelación de espermatozoides. Utilizó el dilutor Tris más 20% 

de yema de huevo diluyendo así el semen, el plasma seminal se añadió en 

relación al dilutor: (T10) 10%, (T50) 50% y (T100) 100% y (T0) sin plasma 

seminal. En los parámetros evaluados después de la colecta no se observó 
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ningún cambio. Sin embargo, se observó que T50 y T100 son mejores con 

respecto resto en la integridad de membrana y del acrosoma, llegando a la 

conclusión de que T100 y T50 son mejores en la preservación de membrana y 

acrosoma en comparación a los tratamientos T10 y T0. En la descongelación no 

se observó ningún cambio en motilidad individual y vitalidad. Sin embargo, se 

observó un mejor resultado en T100; mientras que, para integridad acrosómica 

en T100 y T50 fue superior a T10 y T0 (Torres, 2018). 

 

Por otro lado, Choez (2016) investigó en alpacas la concentración óptima de 

glicerol, etilenglicol y dimetil sulfóxido en la criopreservación de espermatozoides 

provenientes de epidídimo agrupando en: T1 (0 M), T2 (0,25 M), T3 (0,5 M), T4 

(0,75M), T5 (1 M), T6 (1,25 M), T7 (1,5 M) y T8 (1,75 M) para los 3 

crioprotectores. La concentración óptima de glicerol, etilenglicol y dimetil 

sulfóxido fue 1,16, 1,02 y 0,9 M respectivamente. Después se quiso probar el 

efecto de los crioprotectores en los parámetros de motilidad, integridad de 

membrana plasmática y viabilidad e integridad del acrosoma, para lo cual se 

conformó los 3 crioprotectores cada uno en sus concentraciones óptimas. Se 

observó mejores resultados en DMSO al 0,9 M para motilidad, integridad de 

membrana plasmática y viabilidad e integridad acrosómica 

correspondientemente. Por otra parte, al comparar los resultados del glicerol al 

1,16 M no hubo diferencias significativas. Al comparar los resultados de DMSO y 

glicerol con los resultados de etilenglicol al 1,02 M se consiguió diferencias 

significativas.  

Calderon (2015), evaluó “efecto de la adición del plasma seminal de Bos Taurus 

en la viabilidad de espermatozoides criopreservados colectados de los 

conductos deferentes de “Vicugna pacos””. (p. 1), para lo cual dividió en tres 

grupos; T1: Tris yema (testigo), T2: Tris yema + plasma seminal de bovino, T3: 

Plasma seminal de bovino; se evaluó la motilidad individual de los 

espermatozoides colectados resultando con 43,98%(T1); 37,80%(T2) que fueron 

superiores al (T3) que presentó una motilidad de 31,42%. Por otro lado, también 

fue superior en comparación a las muestras refrigeradas a 5ºC resultando 

33,24%(T1) y 34,20%(T2) a la descongelación 14,46%(T1) y 15,66%(T2). La 

vitalidad de los espermatozoides en muestras frescas fue 34,3%(T1); 

37,15%(T2) y 28,15%(T3) a la refrigeración fue 26,45%(T1) resultando ser 

inferior en comparación con (T2) 33,90%; en descongelado fue 12,67%(T1) y 
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14,74%(T2). La integridad de membrana de los espermatozoides en muestras 

frescas fue 46,63%(T1); 46,03%(T2) y 41,43%(T3); a la refrigeración fue 

33,51%(T1) fueron inferior en comparación al 40,10%(T2); en descongelado fue 

21,54%(T1), 27,24%(T2). La integridad de acrosoma de los espermatozoides en 

muestras frescas fue 44,78%(T1); 40,47%(T2) y 38,20%(T3) a la refrigeración 

fue 41,26%(T1), 40,47%(T2); al momento de la descongelación fue 25,12%(T1) y 

28,83%(T2).  

En bovinos, se investigó la eficacia de las concentraciones de clorhidrato de 

cisteína en la motilidad progresiva posterior a la descongelación, vitalidad, 

integridad acrosomal y anomalías de los espermatozoides después de la 

congelación y descongelación en el semen de toros Jersey. Las muestras se 

dividieron en 4 fracciones y se diluyeron con tris, glicerol, yema de huevo con 

adición de cisteína a 10; 12 0 15 mM (CYS-10, CYS-12 y CYS-15, 

respectivamente) y sin cisteína (EYTG-C) que actuó como control. Las muestras 

fueron equilibradas a 4°C durante 4h, se congeló en un biocongelador 

programable. Se descongeló a 37°C durante 37s, las características del semen 

como la motilidad progresiva, el porcentaje de espermatozoides vivos y la 

integridad de acrosoma fueron significativamente mayores, mientras que las 

anomalías de los espermatozoides fueron significativamente menores en 

muestras que contenían cisteína de 10 mM sobre el control y otros diluyentes. 

Los resultados revelaron que la adición de cisteína a 10 mM como aditivo al 

semen en el diluyente de yema de huevo Tris, mejora significativamente las 

características del semen después de la descongelación, mientras que el efecto 

adverso de la cisteína fue evidente en sus concentraciones más altas 12 mM y 

15 mM (Bhardwaz et al., 2016). 

Otro estudio en bovinos, se investigó el daño de la membrana espermática e 

integridad acrosomal, para lo cual se empleó 4 toros. Llegándose a evaluar la  

integridad acrosómica, integridad de membrana, motilidad, vitalidad, volumen y 

concentración durante los procesos de refrigeración, congelación y 

descongelación. El volumen en muestra fresca de semen fue 4,33 ml, 

concentración espermática de 922,5 x 106/ml, y 78,5% de vitalidad. La motilidad 

fue de 82,7 a 86,0% con diferencia significativa entre toros. La integridad de 

acrosoma en semen refrigerado varió entre 59,3 a 69,2% con diferencia 

estadística entre toros. El porcentaje de espermatozoides con acrosoma intacto 

disminuyó de 65,2% en semen refrigerado a 48,6% en semen 
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congelado/descongelado, sin diferencias estadísticas entre toros (Cabrera  & 

Pantoja, 2012). 

En espermatozoides de carneros de tres razas (Criollo, Corriedale y Texel) se 

investigó la integridad de membrana espermática y acrosoma. En muestras 

refrigeradas y descongelados; previamente estuvieron expuestos a dilutor tris 

(T1), agua de coco (T2) y leche UHT (T3), para evaluar integridad de membrana 

espermática se utilizó la prueba de endosmosis. Por otro lado, la triple tinción se 

utilizó en la evaluación de integridad acrosómica. Para el efecto de los 3 dilutores 

T1, T2 y T3 sobre la integridad de membrana en la refrigeración y 

descongelación fue del 67,33%, 49,93%, 46,93% y 34,47%, 24,73%, 20,93% 

respectivamente y para el efecto sobre el acrosoma en semen refrigerado y 

descongelado fue del 50,60%; 44,27%; 48,93% y 24,33%; 24,00%; 28,20% 

correspondientemente (Vargas, 2015). 

 

2.2. Marco conceptual 

2.2.1. Espermatozoide 

Células haploides que se produjo durante la espermatogénesis a partir de las 

espermatogonias, presenta cabeza, cuello y flagelo; funcionalmente es portador 

de material genético (Tejerina, 2008, citado por cueva, 2018). 

2.2.2. Acrosoma 

Originado a partir de complejo Golgi durante la fase de espermátide,  es una 

estructura que posee membranas, ocupa la región anterior de la cabeza del 

espermatozoide, recubriendo al núcleo (Garde, 2002). 

2.2.3. Dilutor 

Solución acuosa usada para el incremento del volumen del eyaculado con el fin 

de preservar todas las características funcionales de los espermatozoides, 

también para conseguir las dosis necesarias para las inseminaciones (Gadea, 

2003). 

2.2.4. Criopreservación  

Etapa clave en el procesamiento seminal, permite conservar semen, ovocitos y 

embriones a bajas temperaturas, generalmente a menos -196°C donde disminuye 

sus funciones vitales y pueda ser mantenido por un tiempo indefinido. No 

obstante, durante este proceso se produce una disminución de la calidad seminal 

con respecto a la del semen fresco o refrigerado (Hummersted et al., 1990). 
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2.2.5. Integridad acrosomal 

Es un parámetro cuya importancia radica en la evaluación de la reacción 

acrosómica que es una condición primordial para lograr la fertilización en la 

fecundación de los ovocitos (Ramalho-Santos et al., 2002;Carretero et al., 2015).  

2.3. Bases teóricas 

2.3.1. Importancia social y económica de la alpaca 

De acuerdo al IV Censo Nacional Agropecuario (CENAGRO) realizado por (INEI, 

2012) “la población de alpacas alcanzó un total de 3 685 516 ejemplares. Las 

principales regiones que concentran la producción de alpaca son: Puno (39,6%), 

Cusco (14,7), Arequipa (12,7%), Huancavelica (8,3 %), Apurímac (5,9%), 

Ayacucho (2,8%) y Pasco (1,8%)” (p18 y 47). Con una productividad total anual de 

4 313 toneladas métricas de fibra. 

En la zona alto andina, la crianza de los camélidos es una de las actividades 

productivas más importantes.  

La fibra de alpaca es muy cotizada tanto en los mercados nacionales e 

internacionales. El uso abarca al tiempo de los antiguos peruanos, ya que se 

apoyaron de este material el día a día; debido a las propiedades textiles de la fibra 

como son: la resilencia, la retención del calor, el brillo, entre otros.  Los usos que 

se le dio fueron: la elaboración de prendas y algunas decoraciones que fueron 

usados en las ceremonias. En la actualidad, la fibra de alpaca representa  el 

sustento económico en varios lugares andinos del Perú. En los negocios del 

sector textil se ve muy atractivo, por la valoración de la lana en diversos lugares 

del mundo, sobre todo por las características que presenta como es: la finura, el 

color y el peso (Valcarcel, 2011). 

 

2.3.2. Fisiología reproductiva del macho 

La fisiología reproductiva de las alpacas es muy distinta a la de los otros animales 

domésticos y poco entendida, razón por lo cual se está investigando para el 

establecimiento de nuevas técnicas de manejo. Las alpacas se caracterizan por 

tener estacionalidad reproductiva, es así como el apareamiento y el parto se 

llevan a cabo entre los meses de diciembre a marzo, coincidiendo así con 

temporada de lluvia y presencia de forraje (Smith et al., 1994). 

La muestra seminal de CSA tiene características limitantes en la concentración, 

morfología, la filancia y plasma seminal con alta viscosidad, que son propias de la 

especie (Banda et al., 2010; Casaretto et al., 2012). 
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Todas estas limitaciones generan dificultad en la implementación de nuevas 

tecnologías con semen congelado. 

 

2.3.3. Características  

Las características del semen de alpaca son muy variables, actualmente se ha 

demostrado que existen variaciones entre y dentro de individuos, (Morton et al., 

2008) probablemente sea debido a la influencia de factores medioambientales y 

de la especie misma (Tibary & Vaughan, 2006). 

La presencia de viscosidad y baja concentración en el semen de CSA, impide el 

estudio en la criopreservación y aplicación de nuevas técnicas de reproducción 

asistida (Kershaw-Young & Maxwell, 2011). 

 

2.3.4. Color  

Los eyaculados varían de color desde blanco lechoso a blanco cristalino, de 

acuerdo a la concentración de los espermatozoides y la presencia de alguna 

contaminación causada por otros fluidos, de la misma manera éste puede ser 

cambiado por presencia o ausencia de algunas sustancias (Sumar & Leyva, 

1981). Cuando hay alta concentración de espermatozoides se vería de un color 

crema (Paricahua, 2001). 

 

2.3.5. Volumen 

Los testículos de las alpacas promedian de 3 a 5 cm de tamaño con un peso de 

15 a 18 gr equivalente a 0,02 a 0,03% de su peso corporal. Por otro lado, en toros 

y carneros son: 0,18 y 1,4% respectivamente (Vaughan et al., 2003). Es por ello 

que en los CSA la producción de espermatozoides es mucho menor en 

comparación con otros animales como es el toro y carnero (Kershaw-Young & 

Maxwell, 2011). 

 En general, alrededor de 85% de la muestra seminal es plasma y sólo el 15% son 

espermatozoides (Bravo et al., 1997). 

2.3.6. Concentración 

Vaughan et al., (2003) señala que por ml de muestra de semen de alpaca 

podemos encontrar entre 30 000 a 150 millones de espermatozoides. Sin 

embargo, esto puede variar entre los especímenes, la forma de colecta y número 

de eyaculados. La liberación de la hormona testosterona faculta la producción de 
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los espermatozoides, esta hormona varía en concentración de acuerdo a la edad, 

tamaño del testículo y factores ambientales (Hafez y Hafez, 2002). 

 

2.3.7. Motilidad  

Es el principal parámetro para determinar calidad espermática de acuerdo al 

grado de energía que presentan los espermatozoides, la motilidad se debe 

evaluar inmediatamente después de la colección, observando la intensidad del 

movimiento (Sumar & Leyva, 1981). 

En alpacas como consecuencia de la alta viscosidad que presenta el plasma 

seminal, impide observar motilidad masal y como consecuencia de ello la 

motilidad individual es lenta en comparación a los espermatozoides de ovino y 

vacuno (Sumar, 2002). 

Raymundo et al., (2006) encontraron una motilidad promedio en semen fresco de 

54,0 ± 8,0%. Mediante el método de vagina artificial.   

 

2.3.8. pH 

El pH en las muestras seminales de alpaca es muy cerca al neutro con tendencia 

a alcalinidad ligera, éste incrementa en muestras contaminadas con orina, 

generalmente cuando se realiza una colecta mediante la electroeyaculación 

(Sumar, 2002). 

 El semen de alpaca comprende un pH entre 7,1 a 8,3 y en llamas 7,2 a 8,6 

(Hanzen et al., 2014). 

 

2.3.9. El espermatozoide 

Está compuesto de tres regiones: cabeza, cuello y flagelo. Funcionalmente es 

portador del material genético. Por ello, debemos señalar la importancia de un 

núcleo muy condensado, un plasmalema muy sensible a las variaciones térmicas 

y osmóticas Tejerina (2008) citado por Cueva (2018). 
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Figura 1. Morfología del espermatozoide. (Olivera Ángel et al., 2006) 

 

2.3.10. Acrosoma  

Según (Garde, 2002, pág.9), “el acrosoma es una estructura membranosa que 

ocupa la región anterior de la cabeza del espermatozoide, recubriendo al núcleo y 

que se origina a partir de complejo de Golgi durante la fase de espermátide”. Peña 

& Linde, (2000) citado por Cabrera et al., (2012) señala la existencia de tres 

segmentos muy singulares: la zona acrosomal con su borde apical, la zona post 

acrosomal y el segmento ecuatorial entre ambas, los cuales están propensos a 

sufrir daños durante el proceso de criopreservación y descongelación. Por ello, 

una muestra de semen con elevado nivel de daño acrosomal presenta un 

descenso en la fertilidad. 

(Castillo, 2012, pág.8), menciona que “el acrosoma está compuesto de una 

membrana externa, que limita con la cara interna de la membrana plasmática, y 

una membrana interna próxima a la cara externa de la membrana nuclear. Entre 

ambas se forma un saco que contiene diversas enzimas hidrolíticas como: 

acrosina, hialuronidasas, esterasas e hidrolasas. El contenido acrosomal se 

libera al exterior en un proceso denominado reacción acrosómica que es 

necesario para la fecundación del oocito”. 

(Fawcett, 1970, pág. 97) menciona que “El acrosoma posee dos segmentos, el 

capuchón acrosomal y segmento ecuatorial (Figura 2). Cuando ocurre la 

reacción acrosomal, la membrana acrosomal externa y la membrana plasmática 

se fusionan y vesiculan, la mayoría de los contenidos acrosómicos se descargan. 

Persistiendo la membrana acrosomal interna y el segmento ecuatorial”. 
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Figura 2. Partes del acrosoma del espermatozoide de mamífero.(Cardozo, 2002) 

 

2.3.11. Reacción acrosomal (RA) 

Es un evento exocítico, donde se da la fusión y fenestración de la membrana 

plasmática con la membrana acrosomal externa del segmento principal del 

acrosoma produciendo la liberación de las enzimas acumuladas en el acrosoma 

y la exhibición de la membrana acrosomal interna, dando lugar a la reacción del 

segmento ecuatorial (Vigil & Toro, 2008). La reacción acrosomal en el segmento 

ecuatorial también involucra la fusión de la membrana plasmática con la 

membrana acrosómica externa. Este proceso se puede producir durante el 

contacto del espermatozoide con la matriz extracelular del ovocito o con la zona 

pelúcida (Baldi et al.,2001)  y desencadena una serie de eventos como: a) 

liberación de las enzimas acrosomales (Vigil & Toro, 2008); b) exposición de la 

membrana acrosomal interna como el nuevo dominio de membrana en la 

superficie celular (Jungnickel et al., 2001; Nolan, 1997; Vigil & Toro, 2008); c) 

adquisición en el caso de la reacción del segmento principal del acrosoma, de la 

capacidad fusogénica de la membrana plasmática sobre el segmento ecuatorial 

del espermatozoide, d) espermatozoide reaccionado. En el caso de la RA del 

segmento ecuatorial se ha demostrado que la membrana plasmática post 

ecuatorial adquiere la capacidad fusogénica (Jungnickel et al., 2001; Vigil, 1989). 

Solamente la membrana plasmática del espermatozoide que ha experimentado 

la RA es capaz de fusionarse con la membrana plasmática del ovocito. 

Según Patrat et al., (2000, como se citó en Cardona & Cadavid, 2005) la 

importancia de la reacción acrosomal está en la liberación de enzimas 

hidrolíticas los cuales favorecen la penetración del espermatozoide hacia la zona 
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pelúcida del ovocito; este proceso se realiza después de que el espermatozoide 

entra en contacto con un grupo de moléculas que están en la zona pelúcida, 

consecuentemente permitiendo el reconocimiento entre los gametos. 

 

 

Figura 3. Esquema de la reacción acrosomal en espermatozoide humano.(La Spina et al., 2017) 

 

2.3.12. Integridad acrosomal  

La evaluación de este parámetro es muy importante por su función en la reacción 

acrosómica y al considerar que participa en la fecundación de los ovocitos. 

(Ramalho-Santos et al., 2002;Carretero et al., 2015) mencionan que la evaluación 

de la integridad acrosomal brinda mayor información sobre las funciones 

espermáticas que son adicionales a las evaluaciones de rutina, aportando así a un 

estudio más completo de los eyaculados. 

La reactividad de la membrana acrosomal es una condición primordial para lograr 

la fertilización, en efecto sólo aquellos que realicen la reacción acrosomal en 

sincronización con la fase de penetración del ovocito, adquieren la capacidad de 

atravesar la zona pelúcida y en consecuencia fusionarse y formar un embrión. 

Es fundamental también que el acrosoma esté intacto, como se dio a conocer en 

una investigación en espermatozoides de ratones, que sólo los espermatozoides 

que poseen el acrosoma intacto podían fusionarse a la membrana pelúcida. Sin 

embargo, existe la probabilidad de que el acrosoma de algunos espermatozoides 

sufran una reacción involuntaria, existiendo varias experiencias donde demuestran 

que es muy necesario la presencia de moléculas específicas que estén 

 



30 

incorporados con el ovocito en la inducción de la reacción espontánea (Cabrera & 

Pantoja, 2012). 

Para la evaluación de integridad acrosomal podemos encontrar diversos métodos 

que se menciona a continuación: microscopía de campo claro (MC), microscopía 

de fluorescencia (MF) y citometría de flujo (CF). En llamas  Carretero et al., (2015) 

trabajaron utilizando la microscopía de campo claro; Santiani et al., (2005) han 

trabajado mediante el método de triple tinción para evaluar el daño en el 

acrosoma; y Banda et., (2010) trabajaron con el método de doble tinción para 

evaluar la integridad acrosómica y viabilidad del espermatozoide. 

 

2.3.12.1. Técnica de tinción  

Para evaluar la integridad del acrosoma puede usarse algunos colorantes que 

después son observadas mediante técnicas de microscopía. Uno de ellos es la 

técnica de doble tinción para espermatozoides de alpaca descrito por (Didion et 

al., 1989) y modificado por (Santiani et al., 2005) quienes usaron el colorante azul 

de Tripán y Giemsa. Donde consideraron como espermatozoides vivos a los que 

presentaron coloración transparente en la parte posterior a la línea ecuatorial de la 

cabeza y espermatozoides con el acrosoma intacto a los que fueron teñidos de 

color fucsia en la parte acrosomal. 

Una técnica de microscopía óptica con capacidad de evaluar la integridad de 

membrana plasmática y membrana acrosomal, es la técnica de triple tinción con 

los colorantes de azul de Tripán, rojo neutro–ácido clorhídrico y Giemsa. Los 

espermatozoides sin daños en la membrana se colorean de celeste o azul claro 

en la región postacrosomal y si están dañados se tiñen de azul oscuro. Los 

espermatozoides que no tienen ningún daño se tiñen de púrpura en la región 

acrosomal y si están dañados se tiñen de color violáceo claro u oscuro (Carretero 

et al., 2015). 

Susana, (1998) haciendo el uso de la triple tinción (azul Tripán, marrón Bismark 

y rosa de Bengala) y  microscopia de campo claro, llegó a determinar la 

presencia o ausencia del acrosoma. Con esta técnica se puede clasificar los 

espermatozoides en cuatro categorías (vivos con acrosoma intacto; vivos 

reaccionados; muertos con acrosoma intacto y muertos reaccionados). Con el 

paso del tiempo y habiendo la necesidad de adaptar la triple tinción para las 

diferentes especies se realizó distintas variaciones en su composición.  

2.3.12.2. Técnica de fluorescencia  
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La integridad del acrosoma se evalúa usualmente con lectinas conjugadas con 

fluorescentes. Estos conjugados de lectina se ensamblan a carbohidratos 

específicos de glicoproteínas que se encuentran únicamente en el acrosoma. 

Generalmente se usan los siguientes conjugados: Pisum sativum (PSA), Arachis 

hypogaea (PNA) en caso de humano se usa la lectina concanavalina A (Holden et 

al., 1990).  

El Arachis hypogaea fue específico para la membrana acrosomal externa en 

espermatozoides de porcino, equino y canino; específicamente en los terminales 

β-galactosa, (Flesch et al., 1998; Hernández et al., 2012; Silva & Gadella, 2006; 

Szász et al., 2000) por otro lado, el PSA marcaba las glicoproteínas de la matriz 

acrosomal (Celeghini et al., 2010; Flesch et al., 1998; Silva & Gadella, 2006). 

 

2.3.13. Factores que afectan a la integridad acrosomal 

2.3.13.1. Efecto de refrigeración sobre el acrosoma 

En la etapa de refrigeración los espermatozoides están expuestos a daños en la 

membrana plasmática como también en el acrosoma. El acrosoma tiende a 

dañarse durante la refrigeración y cuando se incrementa las temperaturas, como 

consecuencia perdiendo su capacidad de fecundar. Los espermatozoides que 

fueron expuestos a algún proceso de preservación en el tiempo, penetran los 

ovocitos en menos tiempo (Peña, A; Linde, 2000). La permeabilidad del calcio a 

5°C incrementa rápidamente así disminuyendo la capacidad de eliminación de los 

iones; como consecuencia alcanzando niveles tóxicos en el espermatozoide por 

acumulación de calcio. Como consecuencia generando alteraciones y pérdida 

mayor de capacidad fecundante (Vargas, 2015). 

2.3.13.2. Efecto de criopreservación sobre el acrosoma  

En la criopreservación, la membrana plasmática y acrosomal son los más 

sensibles a diferencia del núcleo y la porción intermedia; en lo que respecta al 

acrosoma, hay una diferencia de sensibilidad entre membranas (Salamon & 

Maxwell, 1995). 

Después de la dilución, refrigeración y equilibrio inician a mostrarse algunas 

lesiones, pero se evidencia más después de la descongelación. Por otro lado, 

mediante la reacción acrosómica anticipada se manifiesta los daños en el 

acrosoma incluyendo la región ecuatorial. Los espermatozoides que realizan la 

reacción acrosómica falsa es porque existe pérdida del acrosoma como 



32 

consecuencia de la desintegración de la membrana  acrosomal y plasmática 

durante la muerte celular perdiendo la capacidad fecundante (Way et al., 1995). 

Cuando hay daño y una desestabilización en el acrosoma ocurre la liberación del 

contenido enzimático (Saacke & White, 1972). 

 

2.3.14. Tinción de Hoechst 33342/Ioduro de propidio  

La doble tinción fluorescente Hoechst 33342/PI o SYBR14/PI son usados para 

evaluar integridad de membrana plasmática. Hoechst 33342 ingresa por la 

membrana plasmática y se fija específicamente al ADN, donde los espermas son 

coloreados de azul por otro lado el Ioduro de Propidio (PI) sólo ingresa a las 

membranas deterioradas sobre poniéndose al colorante Hoechst tiñendo color 

rojo/violeta en la cabeza lo cual indica el daño en la membrana plasmática, este 

color está dada por PI. El sistema AndroVision® determina el porcentaje de 

espermatozoides con membranas dañadas y sanas (Suhevic et al., 2015). 

Para identificar los daños en los espermatozoides se utiliza bastante el Ioduro de 

propidio. Cuando la membrana espermática de los espermatozoides está 

dañada, el Ioduro de propidio ingresa uniéndose al núcleo y al ser excitado por la 

longitud de onda (510-560 nm), emite una fluorescencia roja. Hay otros 

marcadores fluorescentes específicos para células muertas con un mecanismo 

de acción similar como el Hoechst 33258 (Muiño, 2007). 

 

2.3.15. Criopreservación de semen 

La conservación de estructuras espermáticas y de su capacidad fecundante del 

espermatozoide exige reducción o interrupción reversible del metabolismo celular, 

esto se logra mediante el uso de dilutores. Durante el proceso de criopreservación 

los espermatozoides son expuestos a diversos tipos de estrés, los cuales pueden 

inducir en la célula espermática daños que pueden comprometer su funcionalidad 

(Choez, 2010). 

La refrigeración y el congelamiento profundo utilizaron en la preservación de 

espermas de alpaca y llama. A pesar de las técnicas que se han utilizado para 

reducir todo ello, los porcentajes de preñez aún son reducidos en comparación 

con otros animales (Giuliano, 2012). 

Mediante la criopreservación se puede extender la viabilidad de los gametos 

masculinos indefinidamente, debido a que la temperatura ambiental o de 

refrigeración degeneran con facilidad la membrana acrosomal, esto se da 
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principalmente por la  reducción de las reservas energéticas (Hammerstedt & 

Graham, 1992). 

2.3.16. Dilutores  

(Gadea, 2003, pág.18) indica que “el diluyente es una solución acuosa utilizada 

para incrementar el volumen del eyaculado hasta lograr las dosis necesarias para 

las inseminaciones y también preservar todas las características funcionales de 

los espermatozoides y mantener el nivel de fertilidad adecuado”. 

Un buen dilutor debe tener compuestos o sustancias muy similares al plasma 

seminal, debido a que el dilutor tiene la misión de proteger a los espermatozoides 

durante un determinado tiempo, (Vishwanath & Shannon, 2000, pág. 36) 

mencionan que “los diluyentes deben contener ciertos compuestos básicos como 

son: una fuente de energía; un buffer para mantener el balance de pH; 

osmolaridad de la solución, una fuente de lipoproteínas y un crioprotector para 

prevenir el choque térmico; así como también aditivos”. 

2.3.17. Crioprotectores 

La criopreservación adecuada debe favorecer a la preservación de las distintas 

estructuras del espermatozoide sin realizar ningún cambio en ello. Por tanto, la 

presencia de un crioprotector es muy importante para contrarrestar los daños 

producidos en los espermatozoides durante la preservación (Gao et al., 1995), 

es por ello que presentan efectos notorios en la congelación y la descongelación 

de los espermatozoides, debido a que protegen a los espermatozoides de los 

daños producidos en las estructuras celulares y extracelulares como también en 

la composición química.(Fahy et al., 1990)  

Los crioprotectores fueron clasificados de acuerdo a la capacidad para atravesar 

la membrana plasmática: 

 

2.3.17.1. Crioprotectores permeables 

Presentan bajo peso molecular, por esa particularidad que presentan ingresan a la 

célula con facilidad mediante la membrana plasmática. Sin embrago, cuando 

ingresan a la célula, impiden que ocurra algún efecto negativo ocasionada por la 

deshidratación excesiva que se generó durante la criopreservación. Asimismo, 

estos crioprotectores pasan la membrana plasmática reemplazando el volumen de 

agua que sale al medio extracelular. Uno de las misiones es la de mantener el 

volumen celular, impidiendo el colapso de los espermatozoides ocasionado por 
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una deshidratación excesiva (Medeiros et al., 2002). Entre los crioprotectores 

comunes podemos encontrar glicerol, etilenglicol, dimetilsulfóxido y propanediol 

(Boiso, 2001). 

2.3.17.2. Crioprotectores no permeables 

Son sustancias de alto peso molecular que realizan su acción crioprotectora por 

inducción osmótica debido a la rápida deshidratación celular, induciendo una 

disminución del contenido hídrico intracelular, lo cual impide la formación de 

cristales de hielo en la célula criopreservada (Medeiros et al., 2002). También 

incrementan la viscosidad del medio extracelular a bajas temperaturas, 

reduciendo considerablemente la aparición de cristales de hielo. Además, se ha 

encontrado que hay una interacción de los azúcares con la membrana plasmática 

formando puentes de hidrógeno entre los grupos hidroxilo con el grupo fosfato de 

los fosfolípidos de la membrana. El agua al ser reemplazado alrededor de los 

fosfolípidos, evitan el daño a la membrana durante la deshidratación celular (De 

Leeuw et al., 1993).  Estos crioprotectores generalmente son usados juntamente 

con agentes permeables.  

 

2.3.18. Agentes crioprotectores y efectos en la integridad acrosomal 

Los crioprotectores nos permite mantener la mayor parte de agua líquida a bajas 

temperaturas, así minimizando la concentración de electrolitos del medio celular 

interno y posibilitando la supervivencia de los espermatozoides; permitiendo salir 

el agua intracelular hacia al exterior congelándose durante el proceso de 

criopreservación, donde la célula se deshidrata evitando la formación de cristales 

de hielo en la parte interna. Sin embargo, los crioprotectores añadidos a los 

diluyentes ocasionan un estrés osmótico transitorio pero importante sobre la 

membrana plasmática de los espermatozoides y que está muy relacionada con 

la capacidad penetrante de los crioprotectores. Este estrés osmótico afecta los 

fosfolípidos de la membrana plasmática incrementando la permeabilidad y 

fusionándola con el acrosoma. La hiperosmolaridad causada por el glicerol 

posee un efecto estimulador de la reacción acrosómica el cual puede ser 

reducido mediante la incorporación del glicerol en el medio de congelación 

durante la criopreservación permitiendo incremento de la proporción de 

espermatozoides sobrevivientes en el descongelamiento (Ávila-Portillo et al., 

2006; Stornelli et al.,2005). 
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(Ávila-Portillo et al.,2006, pág. 294) mencionan que “los crioprotectores son 

sustancias hidrosolubles y de baja toxicidad, que disminuyen el punto eutéctico 

de una solución dada, (punto en el cual una composición dada de A y B solidifica 

como un elemento puro) alcanzando una concentración dada de solutos a una 

temperatura menor, de forma que la célula estará más deshidratada y el 

gradiente osmótico al que estará sometido será menor”. 
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III. MATERIALES Y MÉTODOS 

3.1. Área de estudio 

La investigación se realizó en las instalaciones del Laboratorio de Biotecnología 

Reproductiva de la Estación Experimental Agraria Canaán - INIA, Ayacucho 

(EEA-Canaán). Ubicada en la Av. Abancay N° 299.  

3.1.1. Ubicación geográfica 

La Estación Experimental Agraria Canaán - INIA, Ayacucho (EEA-Canaán) se 

encuentra en el distrito de Andrés Avelino Cáceres Dorregaray, la provincia de 

Huamanga, departamento de Ayacucho. 

Latitud Sur : 13°09'48" S.  

Longitud Oeste : 74°12'20" W.  

Altitud : 2736 msnm. 

 

Figura 4. Localización geográfica del Centro del Laboratorio de Biotecnología Reproductiva. 
(Google Earth) 
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3.2. Población y muestra  

3.2.1. Población   

Fue conformada por el total de espermatozoides presentes en las muestras 

seminales colectadas mediante el método de la vagina artificial incorporada a un 

maniquí a partir de seis alpacas macho de EEA Canaán, INIA-Ayacucho. 

3.2.2. Muestra 

Fue conformada por 33 muestras de eyaculado de buena calidad, para la 

evaluación de integridad acrosomal, colectados por vagina artificial incorporada a 

un maniquí a partir de seis alpacas de EEA Canaán, INIA-Ayacucho. 

3.3. Metodología y recolección de datos 

3.3.1. Preparación de dilutores comerciales  

 Dilutor Andromed ® 

Se preparó en una proporción 4:1 según indicaciones del laboratorio; 

Previamente se colocó 4 ml de agua Milli Q y 1ml del diluyente Andromed® 

en tubos Falcon por separado, seguidamente se llevaron a atemperar a 

baño María a 37°C por 5 min. Se homogenizó añadiendo agua Milli Q al 

dilutor Andromed® y se almacenó hasta el momento de su uso.  

 

 Dilutor Biladyl B 

 
Se colocó 6 ml del dilutor Biladyl B en un tubo Falcon, se adicionó 4 ml de 

YH fresca. Seguidamente se homogenizó en el vórtex. Finalmente se 

filtró con un filtro de 0,22 mm y se almacenó hasta el momento de su uso.  

 
Para la obtención de yema de huevo, se desinfectó el huevo con alcohol a 70°, 

seguidamente se partió la cáscara del huevo y se eliminó la clara realizando 

movimientos suaves sobre un papel toalla; después se hizo una incisión en la 

yema con la aguja puesta en una jeringa estéril, se succionó y vertió en un tubo 

Falcon estéril.   

 

3.3.2. Colección de semen 

Fue mediante el método de la vagina artificial, que constaba de un tubo de PVC 

de 15 a 20 cm (vagina), en el cual se colocó una funda de látex, se dobló en los 

extremos y ajustó con tiras de hule, el cono de recolección hecho a base de 
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bolsa de polietileno que estuvo incorporado a un tubo Falcon de 15 ml, el cual 

fue protegido con el capuchón.  

La parte interna de la vagina artificial se mantuvo a 38°C, utilizando agua caliente 

(45°C – 46°C), se infló para brindar presión a las paredes internas y obtener una 

forma de “Y”. La vagina artificial fue envuelta con una franela seguidamente de 

bolsa para agua caliente conteniendo agua hervida, frazadilla, franela para que la 

temperatura esté constante a 38°C durante la cópula; se colocó y aseguró dentro 

del maniquí. Se registró el tiempo de cópula de cada macho en las colectas que 

se realizó. 

Inmediatamente a la colecta se transportó la vagina artificial hacia el laboratorio y 

se retiró el tubo colector protegido por el capuchón para las evaluaciones 

correspondientes. 

 

Figura 5. Colección de semen de alpaca con vagina artificial acoplada a un maniquí. 

3.3.3. Procesamiento de semen de alpaca 

3.3.4. Evaluación macroscópica  

En el laboratorio las muestras colectadas fueron mantenidas a 37°C en baño 

María. 

 

3.3.4.1. Volumen  

El volumen del eyaculado (ml) se determinó midiendo en un tubo Falcon 

graduado.  

 

3.3.4.2. Espuma 

La espuma del eyaculado se determinó observando en el tubo Falcon graduado. 

 

3.3.4.3. Color 

Se determinó mediante la observación directa en el tubo colector graduado.  
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Figura 6. Muestras de semen de alpaca colectadas en tubos Falcon. 

3.3.4.4. Filancia 

Para evaluar la filancia de la muestra seminal, se realizó a partir de 10 µl de 

semen midiendo la distancia donde se rompe el hilo. 

 

Figura 7. Uso de una regla para la medición de la filancia. 

 

3.3.5. Evaluación microscópica  

3.3.5.1. Evaluación de motilidad 

Se realizó en semen fresco, con una micropipeta se aspiró 10 µl de muestra y se 

colocó en lámina portaobjetos previamente atemperado a 37°C en una platina 

térmica para ser observado en un microscopio óptico de campo claro a 10X 

(microscopio, marca Accu-Scope, modelo 3012-LED). 

3.3.5.2. Evaluación de concentración espermática 
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Con una micropipeta se tomó 10 µl de muestra y se colocó en lámina 

portaobjetos cubriéndolo con cubreobjetos, ambas láminas previamente 

atemperadas a 37 °C en una platina térmica. Se evaluó en el equipo AndroVision 

sistema CASA con el objetivo de 40X, se tomaron 3 fotografías sucesivas en 

campos distintos.  

 

3.3.5.3. Vitalidad espermática 

Se evaluó mediante la tinción de eosina – nigrosina. Para ello, se atemperó un 

portaobjetos a 37 ºC en una platina térmica, se hizo la combinación de muestra y 

colorante en proporción de 1/1. 

Seguidamente se realizó el frotis y se dejó secar a temperatura ambiente. Para 

después observar en microscopio (marca Minitube, modelo MBL 2000), con el 

objetivo de 100X con aceite de inmersión, se contaron un mínimo de 200 

espermatozoides, entre vivos y muertos, considerándose como espermatozoides 

muertos los de color rojo o violeta; y vivos, los incoloros o transparentes. 

Para la obtención de los resultados se aplicó la siguiente fórmula. 

 

% 𝒅𝒆 𝒗𝒊𝒕𝒂𝒍𝒊𝒅𝒂𝒅 =  
𝑛

𝑁
 𝑥 100 

 

Donde: 

 n = espermatozoides vivos hallados. 

N = total de espermatozoides contados.  

 

 

 

 

 

 
 
 
 

 
 

Figura 8. Láminas coloreadas con tinción eosina- nigrosina (lado izquierdo) y espermatozoides 
después de la coloración con tinción eosina-nigrosina (lado derecho). 
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3.3.5.4. Evaluación de la integridad de membrana espermática mediante la 

tinción Hoechst 33342/PI  

Se usó un tubo Eppendorf color café (200 µl), se colocaron 10 µl de semen y se 

agregaron 1,5 µl de Hoechst 33342/PI. Luego se incubó por 15 min a 37°C en 

oscuridad. Después se colocaron 5 µl de muestra en un portaobjetos y se cubrió 

con laminilla. Se observó con el objetivo de 20X en el sistema CASA 

(microscopio AndroVision, marca Axio Scope), los espermatozoides con 

membrana dañada se tiñeron de color rojo/violeta y los espermatozoides de 

membrana intacta, de color azul. El recuento se realizó automáticamente sobre 

la base de 1000 espermatozoides (Minitube.com.). 

Para la obtención de los resultados se aplicó la siguiente fórmula. 

 

% 𝑑𝑒 𝑆𝑝𝑧 𝑐𝑜𝑛 𝐼𝑀 =  
𝑛

𝑁
 𝑥 100 

 

Donde: 

n:  espermatozoides con membrana intacta 

N: total de espermatozoides contados 

 

 

Figura 9. Evaluación de integridad de membrana con tinción de Hoechst 33342/PI en sistema 
CASA. 

 

3.3.6. Evaluación de la integridad acrosomal mediante la triple tinción con 

azul de Tripán, rosa de Bengala y marrón de Bismark 

Para ello, se colocó 50 μl del azul de Tripán al 3% a 37°C. Al cual se añadió 50 

μl de semen, se homogenizó e incubó a 37°C por 15 min. Después se realizó un 
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frotis en una lámina portaobjeto precalentado a 37°C y se dejó secar a 

temperatura ambiente. Para luego ser fijado con alcohol al 96% durante 10 min, 

transcurrido el tiempo se lavó con agua destilada y se dejó secar.  

Seguidamente se sumergió en una solución de marrón de Bismark al 3% a 45°C 

por 10 min, se lavó con agua destilada y se dejó secar. Posteriormente se 

coloreó en una solución de rosa de bengala al 0,5% por 1min. Después se lavó 

con agua destilada y dejándole secar a temperatura ambiente.  

Finalmente se evaluó en un microscopio de campo claro a 100X, en el que se 

contó 200 espermatozoides. 

Se utilizó la triple tinción adaptada por (Garde et al., 1992), citado por Susana 

(1998). Quiénes tuvieron en cuenta los siguientes patrones. 

“Región acrosomal rosa y post-acrosomal marrón ligero: espermatozoide vivo 

con acrosoma intacto (VA), región acrosomal y post-acrosomal marrón ligero: 

espermatozoide vivo con acrosoma reaccionada (VR), región acrosomal rosa y 

post-acrosomal marrón oscuro: espermatozoide muerto con acrosoma intacto 

(MA), región acrosomal y post-acrosomal marrón oscuro: espermatozoide muerto 

con acrosoma reaccionado (MR)”. (p.104) 

 

 

% 𝒅𝒆 𝒆𝒔𝒑𝒆𝒓𝒎𝒂𝒕𝒐𝒛𝒊𝒅𝒆𝒔 𝒄𝒐𝒏 𝒂𝒄𝒓𝒐𝒔𝒐𝒎𝒂 𝒊𝒏𝒕𝒂𝒄𝒕𝒐 =  
𝒏

𝑵
 𝒙 𝟏𝟎𝟎 

Donde:  

n:  espermatozoides con acrosoma intacto 

N:  total de espermatozoides contados (I, II, III y IV) 

 

3.3.7. Dilución 

Las muestras de semen después de ser evaluadas, se dividieron 

inmediatamente en dos fracciones iguales y se les agregó los dilutores 

comerciales (Andromed® y Biladyl B) de acuerdo a la concentración del 

eyaculado.  

 

3.3.8. Refrigerado 

Este proceso se realizó después de la dilución, para ello se colocó la muestra en 

una refrigeradora, de modo que la temperatura descendía escalonadamente de 
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37°C a 5°C en un intervalo de 2 horas. Se evaluó la variable de integridad 

acrosomal. 

 

3.3.9. Equilibrado y empajillado 

Previamente se evaluó la motilidad, para la congelación se tomaron muestras 

con una motilidad mayor al 50%. También se evaluó la variable de integridad 

acrosomal. 

Se realizó la identificación de las muestras, codificadas con el número de arete del 

macho y la fecha, inmediatamente después se dispuso en frasco con cubos de 

hielo para adaptar a los tubos Eppendorf. Se envasó el semen diluido en tubos 

Eppendorf de 1,5 ml, con nombre y registro de las alpacas, se dejaron por 1 min 

en el frasco con cubos de hielo, para adaptar las muestras de semen y evitar el 

choque térmico. 

 

3.3.10. Congelación y almacenamiento 

Se preparó la canastilla de congelación en el tanque de nitrógeno líquido, donde 

usando una regla se midió el nivel de nitrógeno.  

Se aumentó 10 cm a la medida del nitrógeno y se marcó puntos de descenso 

cada 3 cm. Se introdujo la canastilla con los tubos Eppendorf conteniendo la 

muestra de semen que descendió 3 cm cada 5 min, para luego sumergirlo hasta 

la profundidad del tanque criogénico para finalmente criopreservarlo.  

3.3.11. Descongelación 

Se retiraron los tubos Eppendorf del tanque criogénico; luego, se sumergieron en 

agua a 38°C durante 60 seg. Los tubos fueron secados cuidadosamente y que 

se mantuvieron a 38°C. Se evaluó la variable de integridad acrosomal de manera 

similar para el semen refrigerado. 

 

3.3.12. Análisis estadístico 

La investigación es del tipo básica-experimental, con un Diseño Completamente 

al Azar (DCA); antes del análisis estadístico, se hizo la prueba de normalidad 

(Kolmogorov-Smirnov) y homogeneidad de varianzas, se obtuvo que los datos se 

rigen a una distribución normal y presentan varianzas homogéneas. Por 

consiguiente, se realizó el análisis de varianza (ANOVA, α=0,05) para observar 

las diferencias estadísticas entre tratamientos utilizando la prueba de Tukey. 
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El análisis de datos se realizó utilizando el programa estadístico R-Studio versión 

3.4.4 

El modelo estadístico utilizado fue: 

 

Y= μ + Ai  + Bj + (A*b)ij + eijk + d ijkl 

 

Donde: 

Y: Valor observado en la I-ésima medida de la K-ésimo alpaca de la j-ésima raza 

con el i-ésimo dilutor 

μ: Media general 

Ai : Efecto del i-ésimo dilutor 

Bj : Efecto de la j-ésima raza de alpaca 

(A*b)ij : Efecto de la interacción del i-ésimo dilutor con el j-ésima raza 

eijk : Error experimental aleatorio asociado a cada animal 

d ijkl : Error de muestreo aleatorio asociado a cada observación de cada animal 
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IV. RESULTADOS 
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Tabla 1. Características macroscópicas del semen de alpaca colectado con 

vagina artificial acoplada a un maniquí. Laboratorio de Biotecnología 

Reproductiva, INIA- Ayacucho. 2019 

Parámetros 

 

Promedio ± DS  

Volumen (ml) 
 

1,84 ± 0,99 

Filancia (cm) 

 

2,52 ± 2,14 

Espuma (cm3) 

 

1,52 ± 1,57 

Color 
 

Blanco lechoso 

 
 

        DS: Desviación Estándar 
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Tabla 2. Características microscópicas del semen de alpaca colectado con 

vagina artificial acoplada a un maniquí. Laboratorio de Biotecnología 

Reproductiva, INIA- Ayacucho. 2019 

 

Parámetros Promedio ± DS  

Concentración 106/ml 194,09 ± 87,05 

Motilidad (%) 79,12 ± 14,03 

Integridad de membrana (%) 67,94 ± 13,19 

Vitalidad (%) 76,99 ± 10,39 

 

DS: Desviación Estándar 
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Tabla 3. Integridad acrosomal de espermatozoides de alpaca según etapa de 

conservación con el dilutor Andromed®. Laboratorio de Biotecnología 

Reproductiva, INIA- Ayacucho. 2019 

 

Etapas de conservación Integridad acrosomal % 

Fresco 66,40 ± 9,99a 

Refrigerado 60,58 ± 15,70ab 

Criopreservado 36,96 ± 21,33b 

 
ab: Letras diferentes indican diferencias estadísticas significativas (p<0,05) 
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Tabla 4. Integridad acrosomal de espermatozoides de alpaca según etapa de 

conservación con el dilutor Biladyl B. Laboratorio de Biotecnología Reproductiva, 

INIA- Ayacucho. 2019 

Etapas de conservación Integridad acrosomal % 

Fresco 66,40 ± 9,99a 

Refrigerado 58,20 ± 14,39ab 

Criopreservado 37,02 ± 24,59b 

 

  ab: Letras diferentes indican diferencias estadísticas significativas (p<0,05) 
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Tabla 5. Efecto del dilutor Andromed® sobre el porcentaje de integridad 

acrosomal de espermatozoides de alpaca en semen refrigerado y descongelado. 

Laboratorio de Biotecnología Reproductiva, INIA –Ayacucho. 2019 

 

Etapas de conservación Integridad acrosomal % 

Refrigerado 60,58 ± 15,70a 

Criopreservado 36,96 ± 21,33b 

                       

  ab: Letras diferentes indican diferencias estadísticas significativas (p<0,05) 
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Tabla 6. Efecto del dilutor Biladyl B sobre el porcentaje de integridad acrosomal 

de espermatozoides de alpaca en semen refrigerado y descongelado. 

Laboratorio de Biotecnología Reproductiva, INIA –Ayacucho. 2019 

 

Etapas de conservación Integridad acrosomal % 

Refrigerado 58,20 ± 14,39a 

Criopreservado 37,02 ± 24,59b 

 

                 ab: Letras diferentes indican diferencias estadísticas significativas (p<0,05) 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



55 

Tabla 7. Porcentaje de integridad acrosomal de espermatozoides de alpaca 

Huacaya y Suri con el dilutor Andromed® en semen refrigerado y descongelado. 

Laboratorio de Biotecnología Reproductiva, INIA –Ayacucho. 2019 

 

 
Condiciones de conservación 

Raza Refrigerado Criopreservado 

Huacaya 58,28 ± 16,94a 33,50 ± 23,16b 

Suri 64,11 ± 13,42a 42,30 ±17,70b 

 

aa: Letras iguales en la misma columna indican que no hay diferencias estadísticas significativas (p>0,05)  

ab: Letras diferentes en la misma fila indican diferencias estadísticas significativas (p<0,05) 
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Tabla 8. Porcentaje de integridad acrosomal de espermatozoides de alpaca 

Huacaya y Suri con el dilutor Biladyl B en semen refrigerado y descongelado. 

Laboratorio de Biotecnología Reproductiva, INIA –Ayacucho. 2019 

 

 
Condiciones de conservación 

Raza Refrigerado Criopreservado 

Huacaya 55,51 ± 16,58a 33,86 ± 27,74b 

Suri 62,34 ± 9,31a 41,87 ± 18,75b 

  

aa: Letras iguales en la misma columna indican que no hay diferencias estadísticas significativas (p>0,05) 

ab: Letras diferentes en la misma fila indican diferencias estadísticas significativas (p<0,05) 
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Figura 10. Espermatozoides de alpaca luego de la triple tinción con azul de 

Tripán, rosa de bengala y Marrón de Bismark: “a) Espermatozoide vivo con 
acrosoma intacto. b) Espermatozoide vivo con acrosoma reaccionado. c) 
Espermatozoide muerto con acrosoma intacto. d) Espermatozoide muerto con 
acrosoma reaccionado”(Garde et al., 1992 citado por Susana,1998, p.60-61).

a b 

c d 
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V. DISCUSIÓN 

Sobre la base de los resultados obtenidos de la investigación se muestran los 

promedios de las características macroscópicas como: volumen 1,84 ml; filancia 

2,52 cm; espuma 1,52 cm y el color que predominó fue lechoso, tal como se 

muestra en la Tabla 1. Las características microscópicas en promedio fueron: 

Concentración 194,09 x 106 espermatozoides/ml; motilidad 79,12%; integridad 

de membrana 67,94% y vitalidad 76,99% como se muestra en la Tabla 2. 

El porcentaje de la integridad del acrosoma de espermatozoides de alpaca en 

semen fresco fue de 66,40% ± 9,99; mientras que en semen refrigerado y 

descongelado para el dilutor Andromed® fue; 60,58% ± 15,70 y 36,96% ± 21,33 

respectivamente; como se muestra en la Tabla 3. Por otro lado, en semen 

refrigerado y descongelado para el dilutor Biladyl B se obtuvo 58,20% ± 14,39 y 

37,02% ± 24,59 respectivamente; tal como se muestra en la Tabla 4. Se observa 

que hay una diferencia en los tiempos de procesamiento de semen para ambos 

dilutores. De acuerdo a las investigaciones anteriores se observó en varias 

especies los cambios que experimentan los espermatozoides que son similares 

a los de la capacitación después de la refrigeración y congelación, un efecto 

denominado “criocapacitación”(Maxwell & Johnson, 1997). En espermatozoides 

criopreservados, la permeabilidad de calcio es mayor, debido a que es inducida 

por las bajas temperaturas, los cuales facilitan las reacciones capacitantes 

anticipadas (reacción acrosomal) disminuyendo así el potencial fecundante 

(Hafez, 2002). 

Debido a que, durante estos procesos, los espermatozoides están sujetos a 

diferentes cambios por la adición de crioprotectores; todo ello conlleva a que los 

espermatozoides después de la descongelación sufran daños en la membrana 

plasmática y mitocondrial, el acrosoma y la cola del espermatozoide. Es por ello 
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que, son pocos los espermatozoides que están funcionalmente íntegros después 

de la criopreservación (Holt et al., 1997). 

El porcentaje de espermatozoides vivos con acrosomas intactos en muestras 

seminales frescas fue menor en comparación a lo reportado por Cueva (2018) 

quien obtuvo 79,33%. Estas diferencias podrían ser debido a la época de 

colección y las condiciones de las alpacas de quienes se recolectó la muestra, el 

manejo del método de triple tinción azul de Tripán, rojo neutro y Giemsa. Por otro 

lado, son similares en semen refrigerado quien obtuvo 65,60% y en semen 

congelado 38,54% (Cueva, 2018). 

Morton et al., (2010) reportaron en espermatozoides de alpaca el porcentaje de 

integridad acrosomal 92,3% en muestras frescas recuperados a partir de 

epidídimo, los resultados reportados fueron mayores en comparación a los 

obtenidos en la presente investigación. Esta diferencia podría ser debido a que 

añadieron antioxidante Equex STM®, usaron dilutor comercial Biladyl® y al tipo 

de tinción que usaron eosina-nigrosina.  

Torres (2018), reportó porcentaje de integridad del acrosoma 72,65% para 

(T100) de plasma seminal; 71,09% para el tratamiento Tris más 50% de plasma 

seminal; 70,33% para el tratamiento Tris más 10% de plasma seminal; 68,89 

para el tratamiento de Tris 100% (T0) en semen fresco; los resultados reportados 

fueron mayores en comparación a los obtenidos en la presente investigación. 

Esto podría ser debido al método de colección de desviación de los conductos 

deferentes, al dilutor usado, a la adición de plasma seminal de alpaca a las 

muestras y al tiempo de equilibrio de 1h. 

En nuestro caso el porcentaje de espermatozoides con acrosomas intactos es 

inferior a lo reportado por (Maxi, 2019) quien obtuvo 85,79% en semen fresco. 

Esta diferencia posiblemente se explique en función del método de colección, del 

método de tinción eosina-nigrosina y del tiempo de equilibrio que fue de 20 min.  

Los resultados con respecto a espermatozoide vivo con acrosoma intacto en 

muestra fresca en la presente investigación son mejores en comparación a lo 

que obtuvo Calderon  (2015) que fue 44,78% de integridad acrosomal. Estas 

diferencias podrían ser debido a la técnica utilizada en la colección de muestra 

que fue mediante desviación de los conductos deferentes, al uso de dilutor tris-

yema de huevo y la tinción eosina-nigrosina.  

En lo que concierne a la muestra refrigerada y congelada se obtuvo 41,26% y 

25,12%; respectivamente, siendo estos resultados inferiores a los logros de este 
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estudio. Estas diferencias podrían ser debidas al tiempo de refrigeración de la 

muestra y al tipo de congelación descrito por el autor.  

Para determinar que los resultados obtenidos tuvieran una distribución normal se 

realizó la prueba Kolmogorov-Smirnov, efectivamente si presentó una 

distribución normal, entonces se empleó el análisis de varianza (ANOVA, 

α=0,05) y para ver las diferencias estadísticas se hizo la prueba Tukey. En la 

muestra fresca se observó mayor porcentaje de espermatozoides vivos con 

acrosoma intacto en comparación a las muestras refrigeradas y congeladas. De 

acuerdo a los resultados obtenidos se puede deducir que durante la refrigeración 

y congelación se origina la pérdida o daño en el acrosoma de espermatozoides 

de alpaca; no obstante, en la etapa de refrigeración (5°C) por 2 h, el daño 

provocado es mucho menor, así conservando la mayor parte de los 

espermatozoides con acrosoma íntegro. 

 El efecto del dilutor Andromed® sobre la integridad del acrosoma en 

espermatozoides de alpaca en semen refrigerado y congelado fue de: 60,58%; 

36,96% respectivamente, tal y como se muestra en la Tabla 5. Por otro lado, el 

efecto del dilutor Biladyl B sobre la integridad del acrosoma en espermatozoides 

de alpaca en semen refrigerado y congelado se obtuvo: 58,20% y 37,02% 

respectivamente tal y como se muestra en la Tabla 6. 

Se observa que hay una diferencia entre el semen refrigerado y congelado para 

ambos dilutores sobre el porcentaje de espermatozoides vivos con acrosoma 

intacto. Sin embargo, se puede observar que el dilutor Biladyl B brinda mayor 

protección a la integridad del acrosoma, posiblemente porque contiene yema de 

huevo que es considerado como un crioprotector no penetrante. 

La yema de huevo de gallina se usa ampliamente como agente crioprotector en 

diluyentes de congelación de semen para proteger a los espermatozoides del 

choque por frío. Se presume en gran parte que la acción protectora de la yema 

se debe a las (LDL) (Moussa et al., 2002). Actuando como amortiguador 

osmótico de los espermatozoides frente a las soluciones hipo e hiperosmóticas. 

Esto, principalmente está relacionado porque la LDL se asocia a la membrana 

plasmática durante la criopreservación y así estabilizándola. Por ende, 

previniendo la ruptura de la membrana plasmática (Moustacas et al., 2011). 

Muchas investigaciones llegaron a la conclusión de que la adición de la yema de 

huevo al diluyente mejora considerablemente la movilidad, integridad acrosomal 

y supervivencia de los espermatozoides después de la congelación. 
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Apaza (2017) obtuvo el porcentaje de integridad acrosomal después de la 

descongelación 61,59% para dilutor tris con yema de huevo de gallina criolla; 

65,27% para el dilutor tris con yema de huevo de gallina de granja; 64,64% para 

el dilutor tris con yema de huevo de codorniz y 62,53% para el dilutor tris con 

yema de huevo de paloma. Estos resultados son superiores a los obtenidos en la 

presente investigación, posiblemente se debe al tipo de dilutor utilizado que fue 

tris más yema de huevo, al tipo de tinción eosina-nigrosina, al tipo de 

congelación y al factor especie.  

También Cueva (2018), obtuvo 65,60% de porcentaje de integridad de acrosoma 

en semen refrigerado y en semen congelado/descongelado  obtuvo 38,54%. Hay 

una ligera variación con respecto a los resultados obtenidos en la presente 

investigación, esto posiblemente se debe a la técnica de colección, al método de 

triple tinción azul de Tripán, rojo neutro y Giemsa y al dilutor Andromed®. 

Por otro lado Ugarelli et al., (2017) obtuvo 61,13% de integridad acrosómica en 

espermatozoides vivos en muestras de semen refrigeradas, con estos resultados 

hay una pequeña diferencia con respecto a la presente investigación. Estas 

diferencias podrían ser debido a las muestras obtenidas del epidídimo de alpaca, 

al dilutor y a la evaluación realizada en el citómetro de flujo donde se usó el 

colorante fluorescente FITC-PSA.  

Asimismo, Banda et al., (2010) reportaron 32,6% de integridad de acrosoma con 

el dilutor tris; 26,3% con el dilutor tes; 27,2% con el dilutor leche descremada en 

semen congelado/descongelado. Los resultados son inferiores a los obtenidos 

en la presente investigación; esto posiblemente se debe a que la muestra fue 

recuperada de epidídimo, al dilutor utilizado, al método de doble tinción (azul de 

Tripán y Giemsa).  

Por otro lado, Cabrera & Pantoja (2012) en bovinos reportaron el porcentaje de 

espermatozoides con acrosoma intacto 65,2% en semen refrigerado y 48,6%  de 

espermatozoides con acrosoma intacto en semen congelado/descongelado. 

Estos resultados son superiores a lo obtenido en la presente investigación; 

posiblemente se deba al tipo de colecta del eyaculado, al dilutor Bioxell Buffer 

IMV®, a la forma de congelación, al método de doble tinción (Giemsa–Azul de 

Tripán y factor especie.  

Bhardwaz et al., (2016) en bovinos reportaron el porcentaje de espermatozoides 

con acrosoma intacto en semen descongelado 74,83% para el dilutor con yema 

de huevo, tris, glicerol como control (EYTG-C); 78,17% para el tratamiento yema 
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de huevo, tris, glicerol más la adición de cisteína 10mM (CYS-10); 69,83% para 

el dilutor con yema de huevo, tris, glicerol más la adición de cisteína 12mM 

(CYS-12); 59,83% para el dilutor con yema de huevo, tris, glicerol más la dición 

de cisteína 15mM (CYS-15). Estos resultados son superiores respecto a la 

presente investigación, esto podría ser debido a la adición de clorhidrato de 

cisteína al diluyente tris con yema después de la descongelación, al tiempo de 

equilibrio de 4 h, la forma de congelación y factor especie (Bhardwaz et al., 

2016). 

Por su parte, Vargas, (2015) investigó la integridad acrosomal en carneros 

teniendo como resultado 50,60%. Los resultados obtenidos son inferiores en 

comparación a la presente investigación. Estas diferencias posiblemente se 

deban al tipo de dilutor Tris, a la técnica utilizada, al tipo de tinción que fue con 

eosina-nigrosina-Giemsa y al factor especie.  

En la comparación del efecto del dilutor Andromed® sobre el porcentaje de 

espermatozoides de alpaca Huacaya y Suri en semen refrigerado se obtuvo 

58,28% ± 16,94 y 64,11%±13,42 de integridad de acrosoma. Por otro lado, para 

el semen descongelado en alpacas Huacaya y Suri se obtuvo: 33,50%±23,16; 

42,30%±17,70 de integridad de acrosoma respectivamente, tal y como se 

muestra en la Tabla 7. 

En la comparación del efecto del dilutor Biladyl B sobre el porcentaje de 

espermatozoides de alpaca Huacaya y Suri en semen refrigerado se obtuvo 

55,51 ± 16,58 y 62,34±9,31 de integridad de acrosoma. Por otro lado, para el 

semen descongelado en alpacas Huacaya y Suri se obtuvo: 33,86±27,74; 

41,87±18,75 de integridad de acrosoma respectivamente, tal y como se muestra 

en la Tabla 8. 

En los resultados se observa una ligera pérdida de la integridad del acrosoma 

debido al factor congelación y descongelación. Un efecto no deseable pero 

importante de resaltar, se está perdiendo espermatozoides viables con 

capacidad de fecundar, por efecto de la congelación/descongelación estos 

resultados fueron similares entre alpacas Huacaya y Suri.  

La calidad seminal de una alpaca se encuentra desde la colección y durante el 

procesamiento del semen (fresco, refrigerado y congelación/descongelación); 

esto es una característica propia del individuo según su genotipo. Sobre esta 

base, se puede recalcar la importancia de conocer la proporción de 
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espermatozoides con acrosoma intacto en cada alpaca, ya que esta medida 

determina su capacidad fecundante. 

Los espermatozoides con acrosoma intacto son inferiores a lo reportado por 

Maxi  (2019), que obtuvo: 79,08% de espermatozoides con acrosoma intacto en 

semen refrigerado y 75,30 % de espermatozoides con acrosoma intacto en 

semen descongelado en alpaca Huacaya. Esto podría ser debido al método de 

colección de post-cópula, al método de tinción eosina-nigrosina, al tiempo de 

equilibrio que fue 20 min, al dilutor usado y al método de congelación.  

Finalmente, en la aplicación de la técnica de triple tinción con azul de Tripán, rosa 

de Bengala y marrón de Bismark en espermatozoides de alpaca se realizó con 

éxito pudiendo evaluar la integridad acrosomal, tal como se observa en la Figura 

10. En las muestras evaluadas, se observaron de acuerdo a los patrones 

adaptados por (Garde et al., 1992, citado por Susana, 1998, p. 60-61), 

“espermatozoides vivos con acrosoma intacto (VA), (región acrosomal rosa y post-

acrosomal ligeramente marrón); espermatozoides vivos con acrosoma 

reaccionada (VR), (región acrosomal y post-acrosomal ligeramente marrón); 

espermatozoides muertos con acrosoma intacto (MA), (región acrosomal rosa y 

post-acrosomal marrón oscuro) y espermatozoides muertos con acrosoma 

reaccionado (MR), (Región acrosomal y post-acrosomal marrón oscuro)”. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



65 

 

 

 

 

 

 

 

 

VI. CONCLUSIONES 

1.  La integridad del acrosoma en espermatozoides de alpaca en semen fresco 

fue de 66,40%. 

2. El dilutor Andromed® tuvo un efecto similar que el dilutor Biladyl B en la 

integridad acrosomal de espermatozoides de alpaca en semen refrigerado 

(60,58% y 58,20%); respectivamente 

3. El efecto del dilutor Biladyl B tuvo un efecto similar que el dilutor Andromed® 

en la integridad acrosomal de espermatozoides de alpaca en semen 

congelado (37,02% y 36,96%); respectivamente. 

4.  El dilutor Andromed® tuvo un mejor efecto que el dilutor Biladyl B en la 

integridad acrosomal de espermatozoides de alpaca en semen refrigerado 

tanto en la raza Huacaya y Suri. 
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VII. RECOMENDACIONES 
     

1. Realizar más ensayos incluyendo la determinación de integridad 

acrosomal en semen fresco, refrigerado y congelado sin dilutores. 

2. Probar el efecto de otros dilutores sobre la integridad acrosomal, tales 

como triladyl, optixcell, bioxcell,Tris más yema de huevo y camelidil. 

3. Ampliar los estudios sobre el efecto de dilutores comparando el proteoma 

del plasma seminal en alpacas Huacaya y Suri. 
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ANEXOS 

Anexo 1. Composición del medio Biggers, Whitten y Whittingham (BWW) 

(Biggers, Whitten y Whittingham, 1971). 

Componente Cantidad 

NaCl 94,59 mM 

KCl 4,78 mM 

Lactato de Ca5H2O 1,71 mM 

KH2PO4 1,19 mM 

MgSO4.7H2O 1,19 mM 

NaHCO3 25,07 mM 

Piruvato de Na 0,25 mM 

Lactato de Na 21,58 mM 

Glucosa 5,56 mM 

Penicilina G Sódica 0,06 g/l 

Sulfato de dihidroestreptomicina 0,05 g/l 

 

Anexo 2. Composición del dilutor Andromed@ utilizado en la criopreservación. 

Laboratorio de Biotecnología Reproductiva de la EEA Canaán-INIA- Ayacucho. 

Composición del dilutor Andromed 

TRIS 

Fosfolípidos 

Ácido cítrico 

Azúcares 

Antioxidantes 

Tampones 

Glicerina 

Agua de altísima pureza 

Antibióticos (Gentamicina, tilosina, 
espectromicina, lincomicina)  
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Anexo 3. Composición del dilutor Andromed@ utilizado en la criopreservación. 

Laboratorio de Biotecnología Reproductiva de la EEA Canaán-INIA- Ayacucho. 

Composición del dilutor Biladyl B 

Tris 

Ácido cítrico 

Fructosa 

Tilosina 

Gentamicina 

Lincomicina 

 
Anexo 4. Colorante azul de tripán utilizado en la triple tinción para la evaluar la 

integridad del acrosoma en espermatozoides de alpaca. Laboratorio de 

Biotecnología Reproductiva de la EEA Canaán-INIA- Ayacucho. 

Componente Cantidad 

Azul de Tripan 3 g 

Medio BWW 100 ml 

 
 

Anexo 5. Colorante marrón de Bismarck utilizado en la triple tinción para la 

evaluar la integridad del acrosoma en espermatozoides de alpaca. Laboratorio 

de Biotecnología Reproductiva de la EEA Canaán-INIA- Ayacucho. 

Componente Cantidad 

Marrón de  Bismarck 3 g 

Alcohol 96 % 30 ml 

Agua MilliQ 70 ml 

pH  2,8 
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Anexo 6. Colorante rosa de Bengala utilizado en la triple tinción para la evaluar 

la integridad del acrosoma en espermatozoides de alpaca. Laboratorio de 

Biotecnología Reproductiva de la EEA Canaán-INIA- Ayacucho. 

Componente Cantidad 

Rosa de Bengala 0,5 g 

Tris 1,2 g 

Agua MilliQ 100 ml 

pH 5,3   

 
 

Anexo 7. Análisis de varianza de la integridad del acrosoma de alpaca en semen 

fresco, refrigerado y congelado para el dilutor Andromed®.Ayacucho- 2020. 

Fuente GL SC CM F Valor p 

Tratamiento 2 14 679,0991 7 339,54955 23,56 <,0001 

Error 96 29 903,5623 311,49544 
  

Total 98 44 582,6614 
   

 

 

Anexo 8. Análisis de varianza de la integridad del acrosoma de alpaca en semen 

fresco, refrigerado y congelado para el dilutor Biladyl B. Ayacucho- 2020 

Fuente GL SC CM F Valor p 

Tratamiento 2 15 174,4464 7 587,22321 24,97 <,0001 

Error 96 29 168,5633 303,8392 
  

Total 98 44 343,0097 
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Anexo 9. Anexo. Análisis de varianza de la integridad del acrosoma de alpaca 

Huacaya y Suri en semen descongelado para el dilutor Andromed®. Ayacucho- 

2020 

Fuente GL SC CM F Valor p 

Tratamiento 1 610,224 610,224 1,36 0,2531 

Error 31 13 949,8806 449,99615 
  

Total 32 14 560,1046 
   

 

 
Anexo 10. Análisis de varianza de la integridad del acrosoma de alpaca 

Huacaya y Suri en semen descongelado para el dilutor Biladyl B Ayacucho- 2020 

Fuente GL SC CM F Valor p 

Tratamiento 1 505,12038 505,12038 0,83 0,369 

Error 31 18 840,3752 18 840,3752 
  

Total 32 19 345,4956 
   

 

 
Anexo 11. Análisis de varianza de la integridad del acrosoma de alpaca 

Huacaya y Suri en semen refrigerado para el dilutor Andromed®. Ayacucho- 

2020. 

Fuente GL SC CM F Valor p 

Tratamiento 1 369,726957 369,726957 1,55 0,2224 

Error 30 7 142,96999 238,099 
  

Total 31 7 512,69695 
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Anexo 12. Análisis de varianza de la integridad del acrosoma de alpaca 

Huacaya y suri en semen refrigerado para el dilutor Biladyl B Ayacucho- 2020. 

Fuente GL SC CM F Valor p 

Tratamiento 1 367,213986 367,213986 1,82 0,874 

Error 31 6 263,03922 202,033523 
  

Total 32 6 630,25321 
   

 
 
 

Anexo 13. Flujograma de preparación del dilutor Andromed®. Laboratorio de 

Biotecnología Reproductiva, INIA –Ayacucho. 2020 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

Extraer 500 ml de 
Andromed® 

Extraer 2 ml de agua 
milliQ 

Acondicionar a 37 
°C por 5 min. 

Homogenizar 
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Anexo 14. Flujograma de preparación del dilutor Biladyl B. Laboratorio de Biotecnología Reproductiva, INIA –Ayacucho. 2020 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Extraer 6 ml de 
dilutor Biladyl B 

Desinfectar el huevo 

Aspirar 6 ml de 
yema de huevo 

Homogenizar 
Filtrar 
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Anexo 15. Flujograma de colección de semen con vagina artificial acoplada a un maniquí. Laboratorio de Biotecnología Reproductiva, 

INIA –Ayacucho. 2020 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fijar el tubo colector 
al tubo de PVC 

Con bolsas para agua 
caliente cubrir el 

capuchón 

Inflar la vagina 
artificial 

Cubrir con 
franela gruesa 
y sujetar con 
tiras de hule Medir la 

temperatura 

Cubrir el tubo colector con 
el capuchón 

Se espera a que el macho eyacule, después se retira y se lleva al 
laboratorio. 
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Anexo 16. Flujograma de evaluación de la integridad acrosomal mediante la triple tinción con azul de Tripán, rosa de bengala y marrón 

de Bismark Laboratorio de Biotecnología Reproductiva, INIA –Ayacucho. 2020 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

Homogenizar 50 µl de 
muestra más 50 µl de 
azul de Tripán al 3% 

Incubar a 37° C por 15 min y 
realizar un frotis 

Fijar con alcohol 
a 96° por 15 min, 

lavar y dejar 
secar a T° 
ambiente 

Sumergir en una 
solución de Marrón 
de Bismark al 3% a 
45° C por 10 min 

Lavar y dejar secar a T° 
ambiente 

Sumergir en una solución de 
rosa de Bengala al 0.5%  

de 1 a 2 min 

Lavar y dejar secar a T° 
ambiente 
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Anexo 17. Matriz de consistencia 

TÍTULO. Efecto de dos dilutores en la integridad acrosomal de espermatozoides de alpaca en semen refrigerado y congelado. Ayacucho 
– 2019. 

PROBLEMA OBJETIVOS MARCO TEÓRICO HIPÓTESIS VARIABLES E 
INDICADORES 

METODOLOGÍA 

¿Existirá 

efecto de 

alguno de los 

dilutores en la 

integridad 

acrosomal en 

espermatozoid

es de alpaca? 

 

GENERAL. Evaluar el efecto de 
dos dilutores en la integridad 
acrosomal en semen fresco, 
refrigerado y descongelado de 
alpaca. 
ESPECÍFICOS. 

 Determinar la integridad 

acrosomal en espermatozoides de 

alpaca en semen fresco. 

 Determinar el efecto del dilutor 

Andromed® sobre la integridad 

acrosomal en espermatozoides de 

alpaca, en semen refrigerado y 

congelado. 

 Determinar el efecto del dilutor 

Biladyl B sobre la integridad 

acrosomal en espermatozoides de 

alpaca, en semen refrigerado y 

congelado. 

 Comparar el efecto de los 

dilutores en la integridad acrosomal 

de espermatozoides de alpacas 

Huacaya y Suri. 

 

 

 Antecedentes 

 Alpaca 

 Importancia social y 

económica 

 Reproducción 

 El espermatozoide 

 Reacción 

acrosómica 

 Integridad 

acrosomal 

 Uso de dilutores y 

agentes 

crioprotectores 

 Factores que 

afectan la 

integridad 

acrosomal 

 Interacción del 

dilutor en 

condiciones de 

criopreservación 

 

H0: El efecto de 

los dilutores en la 

integridad 

acrosomal es 

igual en todas las 

muestras de 

espermatozoides 

de alpaca 

evaluados en 

semen refrigerado 

y congelado. 

Ha: El efecto de 

los dilutores en la 

integridad 

acrosomal es 

diferente en 

alguna de las 

muestras de 

espermatozoides 

de alpaca 

evaluados en 

semen refrigerado 

y congelado. 

 

 
VARIABLE 
INDEPENDIENTE. 

Dilutores para semen 
refrigerado y congelado 
Indicadores 

 Dilutor Andromed en semen 
refrigerado y congelado 

 Dilutor Biladyl B en semen 
refrigerado y congelado 

VARIABLE DEPENDIENTE. 

Integridad acrosomal 
Indicadores                         

 Porcentaje de 
espermatozoides vivos y 
muertos con acrosoma 
reaccionado (VA, MA). 

 Porcentaje de 
espermatozoides vivos y 
muertos con acrosoma 
reaccionado (VR, MR). 

 

TIPO DE 

INVESTIGACIÓN. 

Básica - Experimental 

POBLACIÓN: Fue 

conformada por el 

total de 

espermatozoides 

presntes en las 

muestras seminales 

colectadas mediante 

la vagina artificial 

incorporada a un 

maniquí. 

MUESTRA: Fue 

conformada por 33 

muestras de 

eyaculados de buena 

calidad. 

MUESTREO 

Muestreo 

probabilístico de tipo 

aleatorio. 

 


