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Puebla pertenece al padrón de posgrados de excelencia del Consejo Nacional de 
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Resumen 
 

 
La criopreservación espermática como parte de las técnicas de reproducción 

asistida, es de gran utilidad en la producción de aves domésticas y la cría en 

cautiverio de aves silvestres. Permite mantener congelados los espermatozoides a 

temperaturas de -196°C con vida latente por tiempo indefinido. Sin embargo, la 

supervivencia de las células puede verse afectada por la misma congelación, ya 

que al formarse hielo intracelular las estructuras internas se dañan provocando la 

muerte, por lo que el uso de crioprotectores es indispensable para evitar el daño 

que la congelación o la descongelación puedan causar a la célula, debido a que 

elimina la posibilidad de que se formen cristales de hielo. Al ser técnicas poco 

desarrolladas en aves no se cuenta con los protocolos apropiados. Por ello, el 

objetivo de este estudio fue criopreservar espermatozoides de codorniz (Coturnix 

coturnix) con el uso de dos crioprotectores permeables (dimetilsulfóxido y glicerol) 

y la combinación de estos, además de mantener a las células en dos medios de 

cultivo: el diluyente de semen para aves de corral de Beltsville (BPSE) así como el 

fluido tubárico humano (HTF) para después evaluar la viabilidad y movilidad 

espermática. 

Se colectaron espermatozoides de 12 ejemplares de codorniz común en los medios 

BPSE y HTF, se evaluó viabilidad y movilidad. Posteriormente 300 µl de cada medio 

se criopreservaron por vitrificación rápida en Nitrógeno Líquido (NL) al re- 

suspenderlas en dimetilsulfóxido al 10%, con glicerol al 12% y la combinación de 

ambos, por 30 días. Después del periodo de criopreservación, las células se 

desvitrificaron y se evaluó la viabilidad y movilidad. Los datos obtenidos se 

compararon con una MANOVA, donde observamos que existe una diferencia 

significativa en la movilidad espermática debido a que en el medio HTF hubo una 

tasa más alta de recuperación de espermatozoides móviles (23%) en contraste con 

el BPSE (19%). 

 
Palabras clave. Criopreservación, Coturnix coturnix, crioprotectores, medios. 
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Introducción 
 

El agua es esencial para la vida, ya que es indispensable para las funciones básicas 

de los seres vivos, por lo tanto, la falta o solidificación de esta pone en riesgo al 

organismo, sin embargo, en la preservación de células vivas a bajas temperaturas 

(criopreservación) es indispensable su eliminación ya que el material genético se 

mantiene por largos periodos de tiempo gracias a la congelación de las células. 

Pues si se congela el agua intracelular las muestras se dañan porque se forman 

cristales de hielo (Mazur 1984). La criopreservación es una técnica utilizada para la 

conservación de células o tejidos, no obstante, a pesar de que es de gran utilidad 

en la fertilización in vitro también suele causar ciertas alteraciones en las células 

tales como: daños estructurales en las membranas (plasmática, acrosómica y 

mitocondrial), lo que conduce a disminuciones en la viabilidad y la movilidad 

espermática que se traduce a un daño en la capacidad de fertilización de los 

espermatozoides (Watson, 2000). Uno de los daños que pueden ser provocados en 

la membrana plasmática, puede deberse a la pérdida de colesterol y fosfolípidos, ya 

que estos ayudan con la flexibilidad de la membrana y la estabilidad (Dufourc, 

2008 & Williams, 2013). 

 

También las funciones dependientes de la energía se ven afectadas, como la 

movilidad espermática, ya que la criopreservación puede causar daños en la 

mitocondria o fragmentación en el ADN (Kurland y Andersson, 2000). 

 
La criopreservación de semen también modifica el medio interno: dándose 

alteraciones en el balance iónico de sodio, zinc y calcio que se acumulan en el 

espacio intracelular, así como el potasio y magnesio que salen de la célula 

(Williams, 2013). Esto se debe a que las proteínas de la membrana que funcionan 

como bomba de iones disminuyen su actividad con el descenso de temperatura. En 

el caso del citoesqueleto, afecta su función estabilizadora debido a la 

despolimerización y a la re-polimerización dependientes de la temperatura 

(Williams, 2013). 
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En la región acrosomal, tiene mucho que ver el tamaño del espermatozoide, ya que 

en las especies donde la cabeza del espermatozoide es de mayor tamaño se ve 

mayormente afectada como los espermatozoides de cerdo, contrario a las especies 

que cuentan con una cabeza pequeña y convexa (Williams, 2013). 

 
 

Los ovocitos son células de gran tamaño que poseen un volumen mayor de agua 

intracelular, en contraste con los espermatozoides y la criopreservación de éstas 

células reproductivas es una técnica que puede ayudar en la producción y la 

conservación de recursos genéticos tanto en especies de importancia económica 

como en especies silvestres (Brisioli, 2006). Por lo que, en el procedimiento de la 

congelación es necesario dar tiempo al agua de salir de la célula y así evitar la 

formación de hielo, por el contrario la descongelación debe ser rápida para no dar 

tiempo a la recristalización durante la rehidratación, en cambio el espermatozoide 

posee poca agua y mucha membrana, característica que le ayuda a sobrevivir mejor 

a la criopreservación debido a que hay mucho “espacio” por donde el agua puede 

salir y los crioprotectores pueden entrar; además los cromosomas del 

espermatozoide están super enrollados, característica que les permite sobrevivir a 

potenciales daños que pueda sufrir el ADN (Macferlane,1987). 

Dentro de las ventajas que nos ofrecen los espermatozoides para la 

criopreservación en contraste con los ovocitos están: 

 La cantidad de espermatozoides. 
 

 Son más simples (no poseen zona pelúcida u organelos corticales). 
 

 El poco volumen de agua que posee. 
 

Sin embargo, a pesar de todas estas ventajas sobre su contraparte (el ovocito) no 

se ha podido superar el promedio de recuperación de la movilidad y supervivencia 

de este (50 -60%) (Bisioli, 2006). 

 

 
La criopreservación ofrece muchas ventajas dentro de las cuales están: 
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 Conservación de animales que se encuentren en riesgo o en peligro de 

extinción y su reproducción en cautiverio. 

 

 Reducción en costos de almacenamiento 
 

 Reducción en transmisión de infecciones 
 

 Intercambio genético a larga distancia 

 

 En el caso de animales de granja, ofrece la preservación de razas o líneas 

de especial interés para asegurar la conservación en caso de epidemia, como 

en el caso de la fiebre aftosa que ataca cerdos, vacas, ovejas y cabras, o la 

gripe aviaria en gallos (Ramonez., 2013). 

 
En la criopreservación las muestras celulares se mantienen en tanques con 

nitrógeno líquido y se pueden procesar por dos vías: congelación y vitrificación; en 

esta última se identifican la rápida y ultrarrápida. En la congelación, con ayuda de 

refrigeradores especiales la temperatura de las células o tejidos se baja 

paulatinamente, hasta alcanzar los -80 °C, posterior a esto las muestras se 

guardan en los tanques de nitrógeno líquido (NL) que alcanza los -196°C (Ávila- 

portillo., et al. 2006; Pegg., 2007). 

 
En la vitrificación rápida se usan los vapores del nitrógeno para la congelación de 

las muestras (fig.1) 
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Figura 1. Esquema de la vitrificación rápida de espermatozoides (imagen creada con BioRender). 

 
En la vitrificación ultrarrápida las muestras se sumergen directamente en el NL, con 

ayuda de una rejilla y una micropipeta, para ello, se van soltando gotas de la muestra 

hasta que estas se congelan completamente y forman perlas (fig.2). 

 

 
Figura 2. Esquema de la vitrificación ultrarrápida de espermatozoides (imagen creada con BioRender). 
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Las bajas temperaturas prolongan el tiempo de vida de las células debido a que 

ralentiza su metabolismo (Ávila - Portillo et al., 2006). Sin embargo, es posible que 

provoque alteraciones en las estructuras celulares por la exposición de las células 

a temperaturas extremas, estas alteraciones pueden ser en la membrana celular, 

los organelos y en la interacción célula – célula (Woods et al., 2004). Para evitar 

estos daños, se han utilizado diferentes sustancias que funcionan como 

crioprotectores; los cuales evitan la formación de hielo intracelular debido a que 

deshidratan a las células sustituyendo el agua intra o extracelular, además de los 

crioprotectores, también es necesaria la participación de soluciones que simulen 

las condiciones fisiológicas del organismo (Ávila – portillo et al., 2006). 

Los crioprotectores pueden dividirse en permeables y no permeables; los 

permeables presentan bajo peso molecular propiedad que les permite penetrar 

fácilmente a la célula, sustituyendo el agua intracelular por medio de la ósmosis, de 

esta forma se evita la formación de cristales de hielo, que son los responsables del 

daño que este pueda causar a las estructuras internas de la célula; sin embargo, 

algunos crioprotectores son densos por lo que disminuyen la movilidad espermática 

e incluso resultan tóxicos para las células (Medeiros et al, 2002). Un ejemplo de 

esto es el dimetilsulfóxido (DMSO) que posee un efecto bifásico que depende de 

la concentración que se utilice, esto quiere decir que, a concentraciones más 

bajas, provoca un efecto de adelgazamiento de la membrana que facilita el flujo de 

agua; por otro lado en altas concentraciones el DMSO puede formar poros en la 

membrana, provocando la muerte de la célula (Ramirez & Luza., 1967). El glicerol 

es otro ejemplo de crioprotector permeable, es un alcohol de tres grupos hidroxilos, 

posee alta viscosidad y una masa molecular de 92.09 g/mol, es el crioprotector 

más usado en espermatozoides de gallos y pavos, ya que al ser eliminado antes 

de la fecundación da resultados favorables; sin embargo, tiene efectos 

anticonceptivos, ya que disminuye la movilidad espermática e irrita la mucosa 

vaginal (Hammerstedt & Graham 1992). El glicerol afecta la membrana del 

espermatozoide aumentando su fluidez y el metabolismo de la célula al provocar 

una hiperactividad prematura que disminuye la capacidad de fertilizar del 

espermatozoide. 
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Dentro de los crioprotectores permeables más usados están: el glicerol, etilenglicol, 

dimetilsulfóxido, dimetilacetamida y polivinilpirrolidona. (Hammerstedt & Graham 

1992). 

Por otro lado, los crioprotectores no permeables presentan un alto peso molecular 

que les imposibilita entrar a la célula, por lo tanto, actúan desde afuera de esta, 

cubriendo a la membrana, aumentando la viscosidad y presión osmótica para 

deshidratarla de manera rápida (Mac Gann, 1978). Los crioprotectores no 

permeables son principalmente azúcares como: trehalosa, sacarosa, dextrano, etc. 

 
 
 

 

1.1 Material biológico 
 

La codorniz (Coturnix coturnix) (figura 3) es un ave galliforme que pertenece a la 

familia Phasianidae (Linnaeus 1758). 

 
Es de tamaño pequeño ya que posee una longitud de pico a cola de 17.5 cm y 

pesa aproximadamente 70 a 155 g es de color marrón con manchas blancas, su 

alimentación está basada en vegetales e invertebrados, posee una gran capacidad 

de adaptación que le ha permitido distribuirse a distintas regiones como Europa, 

África y América, siendo originarias de Japón y China (SEO/birdlife., 2018). 

La codorniz alcanza la madurez sexual cuando cumple 6 semanas de vida, su 

temporada de apareamiento es durante los meses de mayo y agosto cuando la 

codorniz puede realizar de dos a tres puestas y poner entre 8 a 13 huevos. El 

proceso de incubación es de 17 a 20 días y los polluelos pueden valerse por sí 

mismos pocas horas después de la eclosión (SEO/birdlife., 2018). 
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Actualmente muchas granjas se dedican a la 

crianza de estas aves por su precocidad de 

puesta, crecimiento rápido, gran resistencia a 

enfermedades, fácil adaptabilidad y la calidad 

de los huevos, ya que son considerados una 

exquisitez culinaria, además la cáscara de los 

huevos de codorniz presenta alta resistencia 

durante el transporte, ya que la cantidad de 

huevos rotos es menor contrastado con los 

huevos de gallina, haciendo más fácil su 

distribución. (González - Sánchez, et.al. 2018). 

Entre las propiedades de los huevos tenemos: 

 

 
 una cantidad baja de calorías 

 

 cuenta con 64 miligramos de calcio 
 

 cuenta con algunas vitaminas como la A y B 
 

Por estas razones la codorniz común no se encuentra en la lista de especies 

amenazadas; sin embargo, la población silvestre ha disminuido a causa de la 

destrucción de su hábitat y a su caza (SEO/birdlife, 2018). 

Pese a que son aves de fácil cuidado y rápida adaptabilidad, en las granjas, existen 

variables que pueden afectar la fertilización de los huevos, mencionando algunas: 

los machos por motivos de conducta propios de cada especie prefieren a ciertas 

hembras lo que causa huevos infértiles (Cecil & Bakst, 1990) e incluso la 

temperatura ambiental puede intervenir en la producción espermática (Atlas animal., 

2022). 

Por sus características y su fácil manejo estas aves son utilizadas como un 

modelo animal para experimentación en laboratorio; de modo que en este trabajo 

se utilizó como modelo para estudiar la criopreservación de espermatozoides en 

aves. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 3. Codorniz común 

(Coturnix coturnix) fuente: flickr 
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1.2 Aparato reproductor 
 

El aparato reproductor de aves macho lo conforman: los testículos, los conductos 

deferentes y el órgano copulador o papila eréctil (Herrera, et al., 2013). Los 

espermatozoides se ubican en los testículos, a su vez localizados, en el centro de 

la cavidad corporal, en el área dorsal cerca de los riñones, adyacentes a las 

glándulas adrenales y sostenidos por ligamentos de la superficie dorsal (Etches, 

1996), debido a la ubicación de los testículos, los espermatozoides deben 

mantenerse a una temperatura de 42°C. Los espermatozoides de las aves a 

diferencia de los mamíferos son alargados, tienen una medida que va de los 80 a 

los 90 μm de largo y se identifican tres zonas: cabeza, pieza media y cola (figura 

7) (Herrera et al., 2005). La cabeza es curva y tiene un promedio de 12 a 13 μm de 

largo, el acrosoma que contiene enzimas necesarias para la fertilización y se 

encuentra en la punta de la cabeza presenta un tamaño de 2 μm de largo; la pieza 

media que cuenta con las mitocondrias tiene 4 μm de largo y la cola tiene una 

longitud aproximada de 80 μm y alrededor de 0.5 μm de ancho (Long, 2006). 

 

 
Figura 4. Dibujo que muestra la morfología del espermatozoide de las aves. (Huitrón, 2019) 

 
 

Cuando la temporada de cópula comienza los espermatozoides pasan por los 

conductos deferentes hasta el aparato reproductor femenino y es ahí donde 

4µm 
12µm 

80µm 

90µm 
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terminan su maduración, esta consiste en una serie de cambios que ayudan a la 

fecundación de los óvulos, dentro de los cambios están (Olivera, et al., 2016): 

 Movimiento del flagelo: el movimiento debe ser simétrico para un 

desplazamiento progresivo. 

 Capacitación: potencial de un espermatozoide a hiperactivarse (cambio en 

su movimiento) y lograr la reacción acrosomal. 

o Reacción acrosomal: es un proceso donde las membranas 

(citoplasmática y acrosomal externa) se fusionan para dar paso a la 

liberación de enzimas fundamentales para que el espermatozoide 

pueda atravesar la zona pelúcida (Olivera et al 2006). 

 

 

1.3 Espermatogénesis 
 

 
La espermatogénesis es el proceso mediante el cual las espermatogonias se 

diferencian y dan lugar a espermatozoides, existen 3 etapas: 

 Fase espermatogonial. - la espermatogonia se divide por medio de la 

mitosis y se transforma en espermatocito I 

 Fase espermatocitaria. - aquí ocurren dos divisiones meióticas donde el 

espermatocito I cambia a espermatocito II y posteriormente a espermátida 

 Fase espermiogénica. - en esta fase ocurre la diferenciación, ya no 

hay divisiones celulares (Figura 8) (Simon, 2003) 
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Espermatocito I 

(2n) 
 
 

 

Espermatocito II 

(1n) 

 
 
 

 

Espermátida (1n) 
Meiosis 

 

 
 
 

Figura 5. Esquema de la espermatogénesis. (imagen creada con BioRender)

 
 

 
Espermatozoide 

(1n) 

 
 

 
Diferenciación 

 
 

Espermatogonia 

(2n) 

 
 

Mitosis 
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ANTECEDENTES 

El primer reporte de congelación de semen fue en 1776 por Spallanzani, él observó 

por primera vez la movilidad de espermatozoides humanos después de someterlos 

a temperaturas bajas, en 1866 Mantegazza congeló semen humano que sobrevivió 

a este proceso, por lo que él propuso los bancos de semen congelado, pero fue 

hasta 1949 que Polje descubrió de manera accidental el uso del glicerol como 

crioprotector (Natarajamani, 2017). A pesar de que los espermatozoides fueron los 

primeros tipos de células criopreservadas (Ávila- portillo et al., 2006), se sigue 

intentando mejorarla debido a su baja sobrevivencia después de la descongelación. 

Posteriormente, en 1978 Lake y Stewart utilizaron glicerol para proteger a las 

células y los resultados obtenidos fueron favorables, de esta manera Lake y 

Steward se convirtieron en los primeros en criopreservar semen de gallo con éxito. 

La concentración que se utiliza de crioprotector es un factor importante en el 

resultado que obtendremos, ya que, al ser un agente externo, los crioprotectores 

tienen cierto grado de toxicidad en las células germinales. Dentro de los 

crioprotectores permeables más utilizados en gallos destacan: el glicerol, 

dimetilsulfóxido (DMSO) y dimetilacetamida (DMA) (Asano, & Tajima, 2017). Sin 

embargo, con el glicerol se han obtenido porcentajes más altos de recuperación de 

movilidad después de la criopreservación; no obstante, la concentración utilizada es 

un factor importante ya que si se utiliza una concentración mayor a 0.163 M causa 

un efecto anticonceptivo, otro contratiempo es que si los espermatozoides se utilizan 

para fecundar, el glicerol debe eliminarse antes de utilizar los espermatozoides, ya 

que crea irritación en el tracto vaginal, además al ser una solución muy viscosa 

dificulta a los espermatozoides su movilidad a través del tracto femenino. Otros 

crioprotectores como DMSO y DMA generan menores porcentajes de fertilidad 

después de criopreservar a los espermatozoides; sin embargo, muchos autores 
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prefieren utilizar estos crioprotectores en lugar del glicerol por los contratiempos que 

provoca (Lake et al., 1981). 

Una ventaja que la criopreservación brinda es la disponibilidad y el fácil manejo de 

las muestras seminales y el mantenimiento en líneas de aves de interés comercial 

ya sea por la calidad de los huevos o la cantidad de carne; sin embargo, la especie 

más estudiada ha sido el gallo doméstico y los protocolos que se utilizan en esta 

ave son utilizados en otras especies, incluidas las silvestres y aves de corral, lo cual 

es un error ya que la membrana espermática presenta distintas proporciones de sus 

componentes dependiendo de la especie, esto hace que la permeabilidad de la 

membrana sea  distinta (Long, 2006; Celeghini et al., 2007). 

El gallo es el modelo biológico que más se ha utilizado en la criopreservación ya 

que ofrece ciertas ventajas, como: su fácil acceso, debido a que no se encuentra en 

peligro de extinción, la cantidad de semen que produce y el tiempo durante el que 

se puede almacenar sin tener que criopreservar (24h) (Donoghe & Wishart, 2000). 

Otra ave de corral que se utiliza en trabajos de criopreservación es el pavo, en 

donde se ha reportado semen almacenado hasta por 6 hr en refrigeración (Donoghe 

& Wishart, 2000). Sin embargo, las tasas de fertilización y de movilidad de semen 

criopreservados son considerablemente menores en pavos comparado con gallos, 

ya que los espermatozoides de pavo son más sensibles a los cambios de 

temperatura (Blanco et al., 2000) y la constitución de la membrana plasmática entre 

ambas especies es distinta, esto provoca que se utilicen técnicas de 

congelación/descongelación distintas dependiendo de las especies (Long et al., 

2006), esto también se observa dentro de la misma especie pero en distintas 

líneas, ya que hay razas de gallos en las que la tasa de recuperación de viabilidad 

de semen es mayor que otras después de la criopreservación, como en el caso de 

gallos de la raza gallina valenciana de chulilla donde la recuperación de 

espermatozoides fue de 81% con glicerol (al 11%) y 40% con DMA (al 5.1%) (Blanch 

et al., 2014) y en el caso de gallos de la raza gallina murciana la viabilidad fue de 

63% con glicerol (al 10.83%) (Duchi et al., 2009). En la gallina de guinea (Numida 

meleagris), los porcentajes de recuperación de espermatozoides, utilizando 6% de 
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dimetilformamida (DMF), después de la congelación fueron del 20% (Singneurin & 

Blesbois, 2006). En gallos domésticos (Gallus gallus domesticus) la recuperación 

de espermatozoides es de 95%, con DMSO (3%) contrastando con los porcentajes 

de movilidad que fueron muy bajos (36%) (Herrera et al., 2005). 

En los espermatozoides de patos la recuperación es muy variable dependiendo de 

la especie, ejemplo de esto son los espermatozoides de patos de Moscovia que son 

más resistentes al congelamiento que los de patos de Pekín. Otro trabajo realizado 

donde se compararon diversos crioprotectores, se obtuvieron porcentajes más altos 

de movilidad con el glicerol al 8% donde el porcentaje fue de 68%, con el DMSO al 

10% el porcentaje de movilidad fue de 73%, en el caso de DMA al 10% el porcentaje 

de recuperación fue de 61% y con DMF al 8% el porcentaje de recuperación de 

movilidad fue de 58%, los cuales son porcentajes considerablemente altos 

considerando que el porcentaje de recuperación de espermatozoides móviles 

recién obtenidos fue de 80% ( Han et al., 2005). 

En pavos, se realizó un trabajo donde se compararon diversos diluyentes, que 

fueron BPSE,  IMV (instruments for veterinary medicine) y MTGA (Minnesota turkey 

growers association) adicionado con gentamicina, donde el BPSE fue el medio 

donde se recuperó un mayor número de espermatozoides móviles (49%) en 

contraste con los otros medios 35% IVM y 33% MTGA (Sexton, 1988). 

Con el crioprotector permeable dimetilacetamida (DMA) se han realizado varios 

experimentos, uno de ellos fue con el 6% de concentración; sin embargo, la 

recuperación de viabilidad espermática fue baja (38%) (Lemoine et al., 2011). Un 

trabajo con resultados similares se realizó con el 8% de DMA donde el porcentaje 

de viabilidad fue de 41% (Cerolini et al., 2009), por otro lado, los porcentajes más 

altos reportados fueron con el 10% de DMSO y el 11% de glicerol donde la 

viabilidad fue de 53% y 84% respectivamente (Iaffaldano et al., 2016; Long et al., 

2014). 

En gaviotas (Larinae sp) las tasas de fertilización con semen congelado son 

mayores al 60%, porcentaje similar en gallos, esto contrasta con los 
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pavos donde la tasa de huevos fecundados es aproximadamente del 30% 

(Lukaszwicz., 2001). 

En faisan (Phaisanus colchiucus), halcón cola roja (Buteo jamaicensis) y gallo 

(Gallus domesticus) se observó la motilidad espermática pos-criopreservación, 

cuando se utilizó dimetilsulfóxido (DMSO) y polivinilpirrolidona (PVP) y como medio 

Beltsville Poultry Semen Extender (BPSE), en faisán (P.colchicus) la motilidad fue 

del 82% en espermatozoides recién obtenidos la cual disminuyó a 42% y 34% 

(DMSO y PVP), en el halcón cola roja (B. jamaicensis) la movilidad en 

espermatozoides recién obtenidos fue de 67% y post criopreservación de 34% y 

39% (DMSO,PVP) en el gallo los espermatozoides recién obtenidos mostraron una 

motilidad promedio de 84% y post criopreservación de 36% con ambos crio 

protectores (Herrera et al., 2005). 

En el 2016, Cruz utilizó DMSO y glicerol como crioprotector y sometió el semen 

del halcón de Harris a vapores de nitrógeno para el congelamiento del semen, 

observando que la movilidad de espermatozoides no era significativamente 

diferente entre el DMSO (16.8 %) y glicerol (20%); por el contrario, sí encontró 

diferencia significativa en el número de espermatozoides vivos de 58.1% de DMSO 

en contraste con el glicerol de 73.6%. 

En el caso de halcón peregrino (Cardoso et al., 2020) la movilidad pos- 

criopreservación fue de 14% con DMSO y 4% con DMA, por otro lado, en la 

viabilidad espermática se obtuvo el 21% con el 8% de DMA. 

Otro factor importante en la congelación de las muestras de semen además de los 

crioprotectores son los diluyentes, de los cuales se han utilizado distintos con el fin 

de mantener la viabilidad y la movilidad de los espermatozoides en aves. 

La finalidad de estos es semejar el medio fisiológico interno de las aves lo más 

posible, proveer energía y fungir como agente quelante, estos no deben 

deteriorarse al almacenarse y evitar el crecimiento bacteriano (Bootwalla & Miles, 

1992). Los componentes principales son fosfatos, citratos y moléculas orgánicas 

como BES (N,N-bis(2hidroxiethil)- 2aminoetano de ácido sulfónico) o TES (N-

tris 
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(hidroxiethil)metil-2-aminoetano de ácido sulfónico) que ayudan a mantener el pH, 

ya que un pH ácido reduce la movilidad espermática mientras que uno alcalino 

reduce la fertilidad. También debe de contar con ácido glutámico, que es un 

componente importante que ayuda a regular la presión osmótica en el semen 

(Bootwalla & Miles, 1992). 

El BPSE (Beltsville Poultry Semen Extender) es un diluyente que se creó 

especialmente para espermatozoides de aves domésticas ya que está diseñado 

de acuerdo con las características metabólicas de estas aves. Por otro lado, está el 

medio Lake del que se han obtenido mejores resultados para almacenamiento en 

fresco (Herrera 2017). 

Herrera et al., (2017) realizaron un trabajo donde compararon BPSE y Lake, 

utilizaron como modelo biológico al halcón de Harris (Parabuteo unicintus) y 

dimetilsulfóxido 64.1M como crioprotector. Concluyendo que con BPSE se 

obtienen mejores porcentajes de recuperación de espermatozoides móviles 

después de la criopreservación, ya que se recuperó un 37.9% de movilidad en 

comparación con el medio Lake donde la recuperación de movilidad fue de 30.9%; 

sin embargo, para la conservación en fresco el porcentaje de espermatozoides 

móviles fue mayor en el medio Lake 68.4% en contraste con la movilidad 

espermática del BPSE 63%. Otro punto destacable de este trabajo es que la 

recuperación de espermatozoides móviles disminuyó un 50% después de la 

congelación. En la viabilidad, los autores notaron que no hubo diferencia 

significativa entre ninguno de los dos diluyentes post-criopreservación (semen 

recién obtenido; BPSE, 98%, Lake 96%, semen criopreservado BPSE, 95%, Lake 

94%). 

Santiago-Moreno et al., (2019) trabajaron con semen de dos especies de pingüino 

(pingüinos de patas negras y pingüinos papúas) y compararon la viabilidad 

espermática post- criopreservación y semen recién recolectado, como diluyente 

utilizaron un medio a base de glutamato- polivinilpirrolidona y como crioprotector 

utilizaron 8% de glicerol.  Santiago-Moreno et al., (2019). Observaron que con el 

pingüino de patas negras obtuvieron un mayor porcentaje de viabilidad (71%) y
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Movilidad (58%) con espermatozoides recién obtenidos, en contraste con el papúa 

donde la viabilidad fue de 69% y la movilidad de 48% demostrando que no existe 

diferencia significativa entre las dos especies; sin embargo cuando descongeló 

utilizó dos temperaturas distintas 5 y 37°C y observaron que la descongelación a 

5°C es recomendada para pingüinos de patas negras y en el caso de pingüino 

papúa no hubo diferencia significativa entre 5 o 37°C, a pesar de esto, el pingüino 

de patas negras resultó ser más sensible al proceso de 

congelación/descongelación. Esto podría explicarse a partir del tamaño de la 

cabeza del espermatozoide, ya que este influye en la respuesta a la 

criopreservación debido a la cantidad de agua que la célula contiene, un ejemplo 

es el pingüino rey donde el área de la cabeza del espermatozoide es de 19.7 µm y 

de los pingüinos papúa es de 18.2 µm (Santiago-Moreno et al., 2016). En el 

pingüino de patas negras no se ha determinado el tamaño de la cabeza del 

espermatozoide, pero en otras especies como:  gallo doméstico el espermatozoide 

es de tamaño pequeño 14 µm, en pavo 11 µm en codorniz japonesa 21 µm y 

algunas rapaces como águila dorada o halcón peregrino 7 µm (Santiago-moreno et 

al., 2016) 

Otro factor importante que puede modificar los resultados es la técnica que se utiliza 

para la congelación/descongelación, debido a que son los puntos críticos de la 

criopreservación, la entrada o la salida del agua intracelular para evitar la formación 

de los cristales de hielo. Blanco (2000) realizó un estudio con distintas especies de 

aves donde comparó distintas cantidades de un crioprotector permeable (DMA) y 

dos técnicas distintas de criopreservación que fueron la vitrificación ultrarrápida, 

dónde sumergió la muestra directamente en NL y la congelación donde fue 

disminuyendo la temperatura paulatinamente de 1°C por minuto hasta llegar a los - 

20°C posteriormente fue disminuyendo 2°C por minuto hasta llegar a los -70°C y 

después de esto sumergió la muestra en NL. En los resultados pudo observar que 

los porcentajes de viabilidad espermática fue muy distinta entre especies, ya que 

las muestras reaccionaban de manera diferente dependiendo de la cantidad de 

crioprotector y la técnica que se utilizó (congelación/vitrificación). Por ejemplo, en 

especies como el gallo la viabilidad fue del 48% y en águila imperial 72% estos  
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Porcentajes se dieron con la vitrificación ultrarrápida y la concentración del 

crioprotector fue de 2.06 y 2.70 respectivamente. En el pavo (36%), halcón 

peregrino (50%), águila dorada (59%) y águila de Bonelli (70%) la viabilidad 

espermática reaccionó mejor al congelamiento y se utilizó 2.06M en la mayoría de 

las especies, solamente en el águila de Bonelli se utilizó 0.68M de DMA. 

Dados los antecedentes de criopreservación de espermatozoides de aves se puede 

decir que todas las especies reaccionan de manera distinta, por lo tanto, es 

necesario analizar cada especie por separado para poder ver los porcentajes de 

recuperación de espermatozoides post-congelación al usar diferentes medios de 

incubación y el uso de distintos crioprotectores. 
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JUSTIFICACIÓN 
 
 

La criopreservación es una herramienta que a través de la congelación permite el 

mantenimiento adecuado de los espermatozoides por un tiempo prolongado, sin 

que se vea afectada su viabilidad, por lo tanto, constituye una herramienta para la 

conservación de distintas especies o el mantenimiento de líneas de interés 

económico, así como el manejo de muestras seminales a bajos costos en zonas 

donde el acceso es difícil. 

La criopreservación es perjudicial para los espermatozoides, altera su morfología, 

lo que podría causar su muerte. Por lo tanto, se requieren técnicas para cada 

especie y poder así conservar la integridad de los espermatozoides, sin embargo, 

la evaluación de los indicadores como la viabilidad y la movilidad ayudan a predecir 

que tanto éxito tendrá un espermatozoide en la fertilización de un huevo. 

Los crioprotectores más utilizados y confiables son glicerol y DMSO. Sin embargo, 

estos estudios se han enfocado en aves de corral como gallos y pavos y en otras 

especies silvestres como águilas, los resultados no han sido tan favorables como 

en gallos; por lo tanto es necesario buscar distintos medios y crioprotectores que 

contribuyan a la metodología de criopreservación y permitan un mayor éxito 

reproductivo. 

El uso de aves domésticas como modelos, permite optimizar y mejorar esta 

técnica que podría ayudar en la producción y crianza de las aves de importancia 

económica y a su vez el protocolo establecido puede ser aplicado en especies 

como aves en peligro de extinción. 
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PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN 
 

¿De qué método para la criopreservación de los espermatozoides de Coturnix 

coturnix se obtendrá una tasa de recuperación más alta de viabilidad y movilidad si 

se emplean los crioprotectores permeables, dimetilsulfóxido (DMSO) o glicerol o la 

combinación de ambos (DMSO + glicerol) aunado a los medios de incubación HTF 

y BPSE (Beltsville Poultry Semen Extender) después de la criopreservación? 
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HIPÓTESIS 
 
 

El medio de incubación BPSE (Beltsville Poultry Semen Extender), en conjunto 

con los crioprotectores permeables, darán una tasa de recuperación más alta en la 

viabilidad y la movilidad espermática, en contraste con el medio de incubación HTF, 

después de la vitrificación de las muestras de espermatozoides de Coturnix coturnix 
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OBJETIVO GENERAL 
 
 

Comparar el efecto de los crioprotectores DMSO, glicerol y DMSO + glicerol, así 

como los distintos medios de cultivo, HTF y BPSE sobre la viabilidad y la movilidad 

de los espermatozoides de Coturnix coturnix, después de su criopreservación. 
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OBJETIVOS PARTICULARES 
 
 

Estudiar el efecto del uso de los medios de incubación BPSE (Beltsville Poultry 

Semen Extender) y HTF para la conservación de la movilidad y viabilidad de los 

espermatozoides de Coturnix coturnix. 

Determinar la tasa de recuperación de espermatozoides móviles y viables con el 

uso de glicerol al 12% como crioprotector de los espermatozoides de Coturnix 

coturnix. 

Analizar la tasa de recuperación de la movilidad y viabilidad de los espermatozoides 

de Coturnix coturnix criopreservados con el uso de dimetilsulfóxido al 10% como 

crioprotector. 

Cuantificar el número de espermatozoides viables y móviles con el uso de dos 

medios de incubación (BPSE, HTF) y los diferentes crioprotectores en el proceso 

de desvitrificación. 
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METODOLOGÍA 

1.1 Diseño 
 

Se utilizaron 12 
codornices 

NOM-033-ZOO-1995. 

 

Se extrajeron los 
conductos deferentes 

 
 
 
 
 

Cada conducto se 
coloco en un medio 
distinto (HTF y BPSE) 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

41°C 

 
Figura 6. Esquema de la metodología 

 
A los espermatozoides en suspensión se les realizó un análisis de semen, utilizando 

la metodología de la OMS (2021) para semen humano, donde se determinó: 

MOVILIDAD 

La movilidad progresiva y total. Para ello se tomó una muestra de 10 µl del 

tubo eppendorf y se observó al microscopio óptico con un objetivo a 40x. 

Se procedió a hacer un conteo de al menos 200 espermatozoides y se determinó el 

porcentaje en las siguientes categorías: 

A. Movilidad progresiva: espermatozoides que se mueven rápida y 

linealmente. 

 
Se colocaron los tubos 
a baño maria por 10 

minutos 

los conductos se 
cortaron con tijeras 
denotro de tubos 

eppendorff 
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B. Movilidad de grado 2: espermatozoides que se desplazan, pero de forma 

más lenta 

C. Movilidad no progresiva: ausencia de progresión 

 
D. Inmóviles: espermatozoides que no presenta ningún movimiento 

 
La movilidad total se expresa en porcentaje y es la suma de la movilidad A más 

la movilidad B. 

 

 
VIABILIDAD 

La viabilidad proporciona información sobre el porcentaje de espermatozoides 

vivos. Para su determinación y evaluar la integridad de la membrana, las 

células, se someten a la solución kit EspermaVit 

®. Vitalidad (FertiMexico, S.A de C.V.). Para hacer la prueba de la viabilidad se 

coloca la misma cantidad de colorante (25 µl y de la muestra 25 µl) en un tubo 

eppendorf y se mezcla homogéneamente posteriormente se toma una muestra 

de 10 µl, se coloca en un portaobjetos para ser analizados al microscopio 

óptico bajo un objetivo de 40x y hacer un conteo de al menos 200 

espermatozoides entre teñidos (muertos)  y no teñidos (vivos). 

 

 
DETERMINACIÓN DEL NÚMERO DE CÉLULAS 

Para la determinación del número de células se utilizó la cámara de Neubauer, 

se realizó una dilución de semen y el conteo se realizó en la cuadrícula de 

glóbulos rojos de la misma cámara con un aumento de 40x bajo un 

microscopio óptico. 

 

 
PRESENCIA DE OTRAS CÉLULAS 

Se analizó una preparación de 10 µl de la muestra bajo un microscopio óptico 

para observar si se encuentra otro tipo de células, por ejemplo, células del 

epitelio, espermatocitos o leucocitos. 
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1.2 CRIOPRESERVACIÓN 
 

Para la criopreservación por vitrificación rápida, cada conducto deferente se 

colocó en 1 ml de cada uno de los siguientes medios: BPSE y HTF, los cuales 

se describen en la tabla 1 y se procedió a seccionar los conductos con la 

finalidad de que salgan los espermatozoides, posterior a esto los medios se 

diluyeron en una proporción de 1:2 con cada uno de los siguientes 

crioprotectores, 

a) glicerol 12% +DMSO 10% 
 

b) glicerol al 12% 

 
c) DMSO 10% 

 
Después se tomaron muestras de 350 µl que se introdujeron en crioviales 

previamente rotulados y se colocaron sobre varillas suspendidas dentro del 

tanque de NL durante 10 minutos para que el vapor congelara las muestras y 

posteriormente se metieron por completo al tanque. 
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Tabla 1 BPSE y HTF 
 
 

BPSE HTF 

Fructuosa 0.027M NaCl 101.60mM 

Citrato de 
potasio 

0.0019M KCl 4.70mM 

Fosfato 
dipotásico 

0.072M MgSO4 0.20mM 

Acetato de sodio 0.031M KH2PO4 0.37mM 

Fosfato mono 
potásico 

0.0047M CaCl2 2H2O 2.04mM 

Cloruro de 
magnesio 

0.0027M NaHCO3 25mM 

Tris 
(hidroximetil) 
aminometano 

0.016M Glucosa 2.78mM 

 Piruvato de sodio 0.33mM 

Lactato de sodio 21.40mM 

Penicilina-G 100 UI/ml 

Estreptomicina- 

SO4 

50mg/ml 

Tabla 1. contenido del medio BPSE y el medio HTF con las concentraciones de cada reactivo. 
 
 
 

1.3 DESVITRIFICACIÓN 

Tras un mes de almacenamiento se retiraron los crio-viales del tanque de nitrógeno 

líquido. En cada vial se adicionó el mismo volumen de medio y se colocó en baño 

María a 41°C por 2 minutos, posteriormente se realizó una preparación de 10 µl de 

los espermatozoides desvitrificados y determinó la movilidad, para la viabilidad se 

utilizó la solución del kit EspermaVit el cual tiñe a los espermatozoides que tienen 

la membrana dañada, lo que quiere decir que ya están muertos (figura 8), se 

realizó un conteo de 200 espermatozoides en distintos campos a 40x en el 

microscopio óptico. 
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Figura 7. Micro-imágenes en microscopia de campo claro a 40x de: a) espermatozoides de 

Coturnix coturnix que presenta tinción, lo que indica que están muertos (cuadros rojos). b). 

Espermatozoides que no presenta daño en la membrana por lo tanto no presentan tinción (cuadros 

amarillos) y célula de eritrocitos (flecha verde) 

 

 

1.4 Análisis estadístico 

Los porcentajes de viabilidad y movilidad de los espermatozoides de Coturnix 

coturnix se analizaron con la prueba de MANOVA. Posteriormente, los datos 

significativos (p ≤ 0.05) se analizaron con una ANOVA de una vía, todos los análisis 

se realizaron con el programa estadístico NCSS10 DATA ANALYSIS. 

a 

b 



42 
 

RESULTADOS 

1.1 Experimentos previos 
 

Para hacer este trabajo se realizaron distintas pruebas para determinar la 

metodología para la criopreservación de espermatozoides, en un principio se trabajó 

con un macho de Parabuteo unicintus y para la metodología las muestras se 

centrifugaron a 1,100 rpm durante 10 minutos para lavar las células. Sin embargo, 

estas se dañaron (figura 9) por lo que la centrifugación se eliminó. No obstante, aún 

después de omitir la centrifugación de las muestras no se obtuvieron resultados 

favorables ya que después de descongelarlas observamos que las células se 

disolvían (figura 10), por tal motivo probamos los diluyentes y los crioprotectores en 

otro espécimen para determinar que estas no eran las que dañaban las muestras y 

utilizamos un gallo doméstico (Gallus gallus domesticus) y al analizar las pruebas 

notamos que estas no presentaban ningún problema morfológico por lo tanto se 

determinó que los crioprotectores y los medios no eran los responsables de dañar 

las muestras de semen del Parabuteo unicintus, 

Se realizaron experimentos con otro medio que fue el LAKE que también ha sido 

utilizado en la criopreservación de semen de aves, sin embargo, no encontramos 

resultados favorables este diluyente por tal motivo se eliminaron y buscamos un 

medio que tuviera más similitud fisiológica con las aves, por esta razón elegimos el 

HTF (Human Tube Fluid). 

Por lo tanto en los estudios del semen, dichas variables son analizadas para 

determinar si se pueden utilizar en una inseminación artificial, un ejemplo de esto 

son los trabajos con semen crio-preservado, ya que su almacenamiento a bajas 

temperaturas y transporte ha ayudado al sector ganadero y avícola en la 

disminución de costos al permitir el intercambio de material genético a larga 

distancia o a granjas con dificultad de acceso, las muestras pueden usarse 

durante un periodo de tiempo largo (el tiempo de almacenamiento de una muestra) 

y se puede realizar un control genético y sanitario antes de ser usado. 
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Para este estudio se determinó que el mejor prospecto de investigación era Coturnix 

coturnix (codorniz común), debido al tamaño pequeño, a su fácil acceso.   

Sin embargo, cuando iniciamos la criopreservación de los espermatozoides de 

este modelo animal, empleamos la técnica de congelamiento donde mantuvimos a 

8 minutos en un refrigerador a 4 °C posteriormente lo metimos a otro a -5°C y por 

último sumergimos las muestras en NL. Cuando descongelamos las muestras 

estaban destruidas, lo que sugirió que la membrana plasmática de los 

espermatozoides de la codorniz común no soportaba la congelación, por lo tanto 

comenzamos con la vitrificación rápida (someter a las muestras a vapores de NL) 

y la descongelación rápida (sumergir las muestras a baño maría a 41°C por 2 

minutos) (figura 11). 
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Figura 8. Espermatozoide de Parabuteo Unicintus en medio BPSE, visto en microscopio óptico 

a 40x, dañado después de la centrifugación, ya no presentaban movimiento. 
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Figura 9. Espermatozoide de Parabuteo unicintus, dañado después de la criopreservación. 

Observados al microscopio óptico a 40x en medio BPSE con la combinación de crioprotectores. 
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Figura 10. Microfotografía en contraste de fases de espermatozoides en buen estado de Coturnix 

coturnix en medio HTF con glicerol como crioprotector después de la congelación, estos presentaban 

buena movilidad. En fechas rojas están señalados algunos eritrocitos que contaminaron la muestra. 
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1.2 Resultados de codorniz 

Al analizar las muestras de espermatozoides de Coturnix coturnix recién obtenidas 

se obtuvo un promedio de concentración espermática de 2.1 ± 0.2 X 108, el 

promedio de la movilidad con BPSE fue de 40 ± 5% y con HTF 39±14%, la viabilidad 

con BPSE fue de 53 ±5% y con HTF fue del 50 ±14%. En la tabla 2 se puede 

observar que los valores de los dos parámetros medidos disminuyeron después de 

la criopreservación. 

 
 

 
 
 

Tabla 2. Viabilidad y movilidad en espermatozoides recién obtenidos (control) y después de la 

vitrificación. 

 

CRIPROTECTORES 

Variable (%) CONTROL GLICEROL GLICEROL + DMSO DMSO 

MOVILIDAD 

BPSE 

40 ± 16 

(12) 

9± 5 

(12) 

14±6 

(12) 

10±6 

(12) 

MOVILIDAD 

HTF 

39 ± 14 
(11) 

14± 8 
(11) 

21±12 
(11) 

13±7 
(11) 

VIABILIDAD 

BPSE 

53±13 
(12) 

23 ±14 
(12) 

31±14 
(12) 

30±17 
(12) 

VIABILIDAD 

HTF 

56±14 
(11) 

28 ±17 
(11) 

35±17 
(11) 

29±15 
(11) 

 

Tabla 2. Porcentajes de espermatozoides antes y después de la criopreservación, se presentan los 

promedios ± la desviación estándar de cada variable y con los distintos crioprotectores. 
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1.3 Análisis Estadístico 
 

Se realizó un análisis multivariado de varianza (MANOVA) para determinar si es que 

existía una relación entre todas las variables de respuesta. Una vez comprobada 

la relación se procedió a hacer un análisis de varianza de una vía (ANOVA), para 

establecer la diferencia entre las variables de respuesta (prueba de Fisher) para 

determinar las medias entre los espermatozoides recién obtenidos crioprotectores 

y los diluyentes. 

1.4 Comparación de viabilidad espermática recién obtenido y post- criopreservación. 
 

El porcentaje de espermatozoides viables, recién obtenidos contra los 

espermatozoides post- criopreservación se muestran en la gráfica 1, donde los 

valores indican que los crioprotectores afectaron significativamente la viabilidad de 

los espermatozoides (P<0.05), Sin embargo, los resultados no mostraron una 

diferencia significativa entre los medios HTF (37%) y BPSE (34%), por lo tanto, se 

puede decir que los medios no afectaron los resultados de la viabilidad espermática, 

en el caso de los crioprotectores que fueron glicerol (12%), DMSO (10%) y la 

combinación de estos. Los resultados fueron significativamente diferentes ya que 

resultó que son significativamente diferentes, la diferencia radica en la comparación 

de las muestras de espermatozoides control (54%) y después de congelar pues los 

porcentajes de viabilidad tras la criopreservación fueron considerablemente 

menores a los del control, siendo el grupo con los crioprotectores combinados el 

más alto (33%) y el glicerol donde se obtuvieron porcentajes más bajos (25%). 
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GRÁFICA 1. Comparación entre el grupo control y los tratamientos con los dos 

distintos diluyentes. 

 
Gráfica 1. MANOVA para los porcentajes obtenidos de viabilidad espermática de codorniz común, 

aquí se indica que el grupo control es significativamente diferente (p < 0.05) a los demás grupos que 

tenían el tratamiento con los crioprotectores. 

 
 
 
 
 

1.5 Comparación de movilidad espermática en el control y después de 

la criopreservación. 

Para la movilidad espermática total, se midió la movilidad progresiva (A) + la 

progresiva no rápida (B) y la no progresiva (C) a una temperatura de 42°C en el 

microscopio óptico a 40x, después de la comparación de medias entre las muestras 

recién obtenidas y después de la vitrificación, no se mostraron diferencias 

80 
 

70 *    

60 
 

50 
 

40 
 

30 
 

20 
 

10 
 

0 

CONTROL DMSO 
VIABILIDAD 

GLICEROL COMBINADO 



50 
 

significativas entre los crioprotectores. Sin embargo, hubo una reducción después 

de la congelación de muestras, arrojando una diferencia de medias (P<0.05), donde 

la movilidad de espermatozoides recién obtenidos fue de 40 ± 13% y post- 

criopreservación de 21 ± 7%, también pudo verse que entre los crioprotectores el 

que dio mejores resultados fue el glicerol (17 ± 8%) y el más bajo fue el DMSO (11± 

6%) (gráfica 2). 

 

 
Gráfica 2. Comparación de los resultados de la movilidad espermática en muestras 

recién obtenidos y después de vitrificar con los distintos tratamientos 
 

 
Gráfica 1. Análisis multivariado que muestra los porcentajes de movilidad total de los 

espermatozoides, obtenidos antes y después de la criopreservación de Coturnix coturnix. Donde 

puede verse una diferencia significativa entre el grupo control y las muestras que fueron 

criopreservadas (P< 0.05) 

Además de la diferencia, entre los resultados obtenidos con los crioprotectores, de 

la MANOVA se obtuvo una diferencia significativa entre los diluyentes BPSE y 

HTF, mostrando que había una diferencia en la movilidad espermática entre los  
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Medios ya que el HTF (23 ± 11%) daba mejores resultados con respecto al BPSE 

(19 ± 8%) a pesar de que este último es un medio pensado para la congelación de 

espermatozoides de aves (gráfica 3). 

 
 
 
 
 
 
 

 
GRÁFICA 3. Resultados entre los medios BPSE y HTF en la movilidad espermática. 

 

 
Gráfica 3. Comparación de graficas que muestra la recuperación de la movilidad espermática con 

los dos distintos diluyentes HTF y BPSE y el grupo control, donde puede apreciarse que HTF es 

significativamente diferente a BPSE (P< 0.05), sin embargo, la movilidad espermática disminuyó 

después de la criopreservación. 
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Discusión 
 

 
Aunque la criopreservación permite conservar potencialmente fértiles a los 

espermatozoides, suelen ocurrir alteraciones en su movilidad y viabilidad (Stornelli, 

et al., 2005). En espermatozoides de gallos de la raza gallina valenciana se 

reportó una movilidad del 90% que se redujo a 68% con 8% de glicerol tras la 

criopreservación (Blanch, 2014); con el gallo doméstico el porcentaje de 

recuperación de semen recién obtenido de 81% se redujo a 52% con DMSO al 3% 

y 31% con polivinilpirrolidona al 6% tras la congelación; en faisán la movilidad en 

espermatozoides recién obtenidos de 84% disminuyó al 40% con DMSO y 37% con 

PVP y en halcón cola roja del 67% cambió a 34% con DMSO y 39% con PVP 

(Herrera et al., 2005); similar a dicho comportamiento en el presente trabajo, los 

resultados sobre la viabilidad de espermatozoides de Coturnix coturnix en el grupo 

control (antes de congelar) fueron de 54 ± 15% y de 40 ± 13% para la movilidad, 

los cuales disminuyeron a 30% y a 15%, respectivamente después de ser 

congelados. 

Respecto a la viabilidad espermática, independientemente del crioprotector 

empleado, también se ha reportado su reducción tras someter los espermatozoides 

a la congelación durante la criopreservación, aunque su reducción no es 

significativa, contrario de la movilidad del semen de aves la cual disminuye hasta un 

50% (Herrera et al., 2016; Froman, 2013). De modo que en semen de gallo recién 

obtenido se han reportado porcentajes de viabilidad de 94% que cambian a 85% 

con DMSO y de 89% con PVP, en el semen recién obtenido de faisán porcentajes 

de 93% que disminuyeron a 83% con DMSO y 90% con PVP y en halcón cola roja 

la viabilidad inicial de 89% cambió a 82% con DMSO y 83% con PVP. Coincidiendo 

con este trabajo la viabilidad se redujo a 25% con glicerol, 31 % con el DMSO y 33% 

al combinarlos. 

La diferencia de espermatozoides móviles y viables entre las especies después de 

los procesos de criopreservación, puede deberse a la distinta sensibilidad de los  
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Espermatozoides propia de cada especie y determinada genéticamente, que 

involucra características como la estructura de la membrana, su composición 

lipídica y proteica, su actividad enzimática, entre otras (Stornelli, et al., 2005). A su 

vez, la reducción de ambos parámetros es una respuesta que se presenta 

generalmente en todas las especies como resultado de la exposición de los 

espermatozoides a los compuestos empleados para criopreservar y los procesos 

que conlleva la criopreservación; mencionando algunos están los cambios de 

volumen que sufren por la deshidratación e hidratación, el estrés osmótico 

provocado por los crioprotectores que modifican la proporción de agua líquida y de 

electrolitos al interior de las células, la posible toxicidad que pudieran ocasionar los 

crioprotectores, el estrés oxidativo o daños en las estructuras celulares ocasionados 

por la congelación-descongelación, la formación de hielo intracelular y demás 

eventos (Partyka, Łukaszewicz, & Niżański, 2012). 

Respecto a los medios crioprotectores, en algunas razas de gallo se han reportado 

porcentajes de movilidad y viabilidad más elevados con BPSE en lugar de 

Lake (Herrera et al., 2016), con Parabuteus unicintus los valores más altos se 

obtuvieron con glicerol en comparación con DMSO (Cuauhtémoc-cruz, 2016) y 

en espermatozoides de grulla de arena y pavo, águilas, halcón y gallo (Blanco, 

2012) tratadas con varias concentraciones de dimetilacetamida (DMA) se observó 

que los efectos del crioprotector varía dependiendo de la especie, en el caso de la 

grulla, águila dorada y águila imperial las concentraciones más altas de DMA 

ayudaron a la recuperación de una tasa mayor de espermatozoides vivos, contrario 

a pavo, gallo y águila de Bonelli donde las dosis más altas disminuyeron el 

porcentaje de espermatozoides vivos, esto podría deberse a que al aumentar la 

concentración de los crioprotectores también aumenta la osmolaridad que produce 

un shock osmótico, produciendo daño en los espermatozoides (Blanco,2012). 

Mientras que en este trabajo se observó que la viabilidad y la movilidad espermática 

de codorniz común disminuye de manera considerable después de la 

criopreservación; sin embargo, la movilidad tuvo un porcentaje mayor con el medio 

HTF en comparación con BPSE, además los resultados más altos se obtuvieron con 

glicerol. En el caso de la viabilidad fue lo contrario ya que el glicerol fue donde se  



54 
 

Obtuvieron porcentajes más bajos (25%) en contra del DMSO (31%) y los 

combinados (33%) y con el medio Lake debido a los daños estructurales 

observados, se eliminaron los resultados obtenidos. 

Coincidiendo con lo mencionado por Janosikova, et al., (2023), el éxito de los 

diferentes medios, además de estar influenciado por la distinta composición y fluidez 

de la membrana de los espermatozoides, es determinado también por las 

condiciones físicas y químicas generadas por la naturaleza misma de los medios 

de dilución; de modo que los procedimientos para la criopreservación no pueden 

ser generalizados, sino que es preferible desarrollar protocolos particulares para 

las distintas especies. Por ejemplo, los daños provocados por el medio Lake 

podrían deberse 1) a que está desarrollado para emplearse en semen de 

humanos o mamíferos, de modo que este medio es enriquecido simulando las 

condiciones del medio fisiológico humano para que no se dañen los 

espermatozoides del mismo y 

2) a las diferencias entre los espermatozoides de aves y mamíferos, pues en aves: 

la membrana contiene mayor cantidad de ácidos grasos poliinsaturados, menos 

colesterol y menor fluidez; las cabezas espermáticas tienen un volumen 

citoplasmático menor y almacenan menor cantidad de crioprotector; la cola 

espermática generalmente suele ser más larga lo que podría explicar su mayor 

sensibilidad en los procesos de criopreservación (Long, 2006; Çiftci, & Aygün, 2018; 

Janosikova, et al., 2023). Y en el caso del glicerol, aunque suele tener un efecto 

tóxico para los espermatozoides, se considera como uno de los crioprotectores más 

adecuados para aves porque su toxicidad es menor que otros crioprotectores y su 

permeabilidad es más alta (Abouelezz, Sayed, & Santiago-Moreno, 2017). 

Los espermatozoides de aves suelen ser más sensibles al estrés osmótico y a los 

procesos de la criopreservación en comparación con los espermatozoides de 

mamíferos (Meyers, 2005). Incluso entre especies de aves las características de 

los espermatozoides varían, lo cual se hace evidente al comparar los resultados 

obtenidos con las pruebas iniciales con los espermatozoides de aguilillas de Harris 

cuyos porcentajes de recuperación fueron muy bajos, o al analizar los reportes del 

ave rapaz Gyps fulvus cuya tolerancia a la congelación y la descongelación permite  
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a los espermatozoides permanecer viables in vitro durante 4 horas (Madeddu, 

2009); contrario a la respuesta observada en los espermatozoides analizados en 

este trabajo que dejaron de ser funcionales (movilidad) al transcurrir 15 minutos 

después de la descongelación (Partyka & Nizanski, 2022 Janosikova, et al., 2023), 

este comportamiento puede deberse a que las especies responden diferente al 

proceso de criopreservación debido a varios factores tales como: 1) la 

concentración de lípidos - proteínas de la membrana espermática de cada especie 

pues menos lípidos hacen más fluida la membrana y tolerante al frío, 2) 

variaciones en la morfología espermática (tales como la longitud de la cola, la 

región del cuello y la cabeza) que influyen en su sensibilidad al frío y capacidad 

para almacenar el medio crioprotector y 3) las diferencias en las técnicas y medios 

crioprotectores usados. 

Asimismo, contrario a Cardoso (2020) que indica que el tiempo y la temperatura de 

descongelación de las muestras no influye en la movilidad; en el presente trabajo 

hallamos que las tasas de recuperación de espermatozoides móviles de Coturnix 

coturnix disminuyeron a temperaturas menores de 40°C, similar a lo reportado con 

el pingüino (Pygoscelis papua) donde la temperatura de descongelación fue de 

37°C y 5°C y el porcentaje de recuperación de espermatozoides móviles fue de 23% 

y 20% respectivamente (Santiago-Moreno, 2019) y con el pingüino de patas negras, 

donde la temperatura si afectó la movilidad, recuperando 7% y 19% 

respectivamente. Las diferencias aquí presentadas, pueden deberse a que en el 

proceso de congelación del semen, frecuentemente se generan productos dañinos 

como compuestos reactivos de oxígeno, los cuales actúan en los grupos metileno 

de los fosfolípidos y los ácidos grasos altamente poliinsaturados que suelen integrar 

a la membrana plasmática, lo que provoca la degradación de los lípidos y en 

consecuencia la reducción de la viabilidad y movilidad de los espermatozoides, que 

en especies cuya membrana plasmática contenga mayor proporción de colesterol y 

ácidos grasos, tenderán a ser bajos estos parámetros (Appiah, et al., 2020). 

Cardoso (2020) utiliza como modelo el halcón peregrino e indica que para obtener 

un porcentaje de recuperación espermático bueno se debe tener especial atención  
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en el procedimiento de congelación (vitrificación rápida, ultrarrápida o congelación) 

y el tipo de crioprotector que, a utilizar, reportó que con la congelación lenta se 

obtienen altas tasas en movilidad y viabilidad espermática en comparación con la 

vitrificación ultrarrápida. Coincidiendo con los reportes de Blanco (2000) quien 

trabajó con espermatozoides del pavo y la grulla de arena, los trató con distintas 

concentraciones del crioprotector permeable dimetilacetamida y utilizó la 

congelación, vitrificación rápida y ultrarrápida de semen, hallando que la 

congelación rápida destruye la membrana espermática en todas las 

concentraciones de DMA. Posteriormente, comparó la vitrificación ultra rápida y 

congelación con espermatozoides del águila, gallo, pavo y halcón peregrino y 

observó que la viabilidad espermática variaba dependiendo de la especie, la 

vitrificación ultra rápida dio mejores resultados en gallos y en águila imperial, por el 

contrario, en el águila de Bonelli y halcón peregrino la membrana espermática se 

dañó (Blanco, 2012). Dichos resultados difieren con los hallados en el presente 

trabajo, pues al realizar la congelación lenta de espermatozoides de codorniz 

común, estos se dañaron y no se obtuvieron resultados; mientras que en otras 

especies Cardoso (2020) reporta que existen mejores resultados cuando los 

espermatozoides se preservaron por congelación lenta en comparación con los 

sometidos a tasas de enfriamiento rápido. Este comportamiento puede deberse a la 

anchura de la región hidrofóbica en la membrana, por ejemplo especies como el 

halcón peregrino o pavo tienen una baja permeabilidad al agua y cuentan con 

regiones hidrofóbicas muy delgadas en su membrana, dando como resultado mayor 

resistencia a temperatura ambiente; por otro lado, si la célula cuenta con regiones 

hidrofóbicas más anchas en el proceso de enfriamiento rápido, la célula no es capaz 

de perder suficiente agua intracelular de manera rápida, por lo tanto el citoplasma 

puede congelarse, dando como resultado un daño permanente a la célula por la 

formación de cristales de agua (Avila-portillo 2006). 

Cuauhtémoc-Cruz (2016) reporta valores de viabilidad espermática de 58.1% post- 

criopreservación con DMSO y 73.6% con glicerol en Parabuteo unicintus, 

contrastando con los datos obtenidos en este trabajo, 32% DMSO y 23% glicerol 

con BPSE, 29% DMSO y 28% glicerol con HTF (Váradi 2013) quien obtuvo una  
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recuperación de 28.6% en gallinas de guinea, igualmente Blesbois & Seigneurin 

(2006) obtuvo porcentajes de recuperación de espermatozoides viables de gallo 

de 32%, de pavo de un 13% y gallina de guinea de 25%. Esto podría deberse a la 

flexibilidad de la membrana espermática, la variación en la proporción entre el 

colesterol y los fosfolípidos entre las diferentes especies o a sus conductas 

sexuales, ya que aves como el gallo se reproducen con varias hembras durante el 

periodo de apareamiento por lo que es necesario eyacular de manera continua y las 

hembras pueden poner decenas de huevos, aunado a esto el periodo reproductivo 

es significativamente mayor (primavera a verano), contrario a otras aves silvestres, 

donde el tiempo reproductivo es corto (en el caso de codorniz común el tiempo va 

de mayo a agosto) y en algunos casos son monógamas, la diferencia de estos 

comportamientos ocasiona que la producción de esperma sea menor (Gilbert, 

1996). Estas características son vistas fácilmente en los eyaculados, pues sus 

concentraciones son diferentes. Esto también puede repercutir en el metabolismo 

ya que las especies que tienen una menor concentración de eyaculados necesitan 

una actividad metabólica mayor, habiendo un desgaste energético más rápido en 

comparación con especies que tengan un mayor volumen de eyaculados (Gilbert 

1996). 

En mamíferos son numerosos los protocolos que aseguran la obtención exitosa de 

espermatozoides móviles y viables; sin embargo, sobre las aves la 

estandarización de protocolos eficaces para la criopreservación de 

espermatozoides aún es escasa. Por ello es indispensable ahondar en el estudio 

de la composición de la membrana celular y la morfología de espermatozoides de 

aves y sobre todo profundizar en el análisis de métodos y técnicas que involucren 

distintos crioprotectores y medios en diferentes especies, pues como se demuestra 

en este trabajo y en trabajos anteriores, los resultados obtenidos son muy distintos 

entre sí. 
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Conclusiones 

La movilidad espermática de codorniz común es susceptible a los cambios de 

temperatura, ya que estos se inmovilizaban aun antes del tratamiento si la 

temperatura es ≤ 40°C. 

El medio HTF favoreció a una mejor recuperación de la movilidad de los 

espermatozoides (23%) que el medio BPSE (19%). 

Los crioprotectores ayudaron a la recuperación de espermatozoides móviles y 

viables, sin embargo, debido a las tasas bajas es necesario desarrollar 

metodologías eficientes para cada especie. 

La hipótesis que se propuso se acepta ya que los crioprotectores si ayudaron a 

mantener la viabilidad y la movilidad espermática. 
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Recomendaciones 

Es necesaria la investigación en otras especies de aves, así como otros 

crioprotectores, técnicas para congelar y descongelar y determinar si los 

espermatozoides preservan la capacidad fertilizante. La criopreservación puede ser 

de gran ayuda en la conservación de especies que se encuentran en peligro de 

extinción, con la creación de bancos de semen. 
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