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Resumen

La fertilidad de los machos reproductores es una variable fundamental para la sostenibilidad de los
sistemas pecuarios, los programas de mejora genética y la conservacion ex-situ (fuera de un ambiente
natural) de recursos genéticos de animales. Durante el 2024-2025, el Laboratorio de Reproduccion
Animal (AndroTEC), elaboré ocho articulos originales que abarcan desde el almacenamiento a corto
plazo del semen hasta los efectos dela criopreservaciony la dinamica de subpoblaciones espermaticas.
El presente trabajo integra criticamente esos hallazgos. Se sintetizan factores intrinsecos (edad,
competencia espermadtica) y extrinsecos (dilucién, tiempo de almacenamiento) que modulan la calidad
seminal fresca; alteraciones estructurales y funcionales inducidas por la criopreservacion en verracos,
bovinos lecheros y alpacas; la utilidad de los sistemas CASA (Computer-Assisted Semen Analysis) y
de los analisis multivariantes para entender como se agrupan los espermatozoides, considerando su
movimientoy sus caracteristicas de formay tamafio; y las implicaciones practicas para lainseminacion
artificial, la seleccion de reproductores y la creacion de biobancos. Se discuten retos metodologicos, de
estandarizacion de protocolos, la necesidad de integrar aspectos relacionados con la actividad quimica
y movimiento de los espermatozoides, lo que propone lineas futuras orientadas a la incorporacién de
algoritmos de aprendizaje automatico y a la evaluacion funcional de subpoblaciones espermaticas
definidas in vitro para hacer “andrologia de precision”.

Palabras clave: CASA, criopreservacion, subpoblaciones espermaticas, verraco, bovino, alpaca,
fertilidad.
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Abstract

The fertility of breeding males is a key variable for the sustainability of livestock systems, genetic
improvement programs, and the ex-situ conservation of zoogenetic resources. Over the past two
years, Animal Reproduction Laboratory (AndroTEC) has drafted eight original articles covering topics
ranging from short-term semen storage to the effects of cryopreservation and the dynamics of sperm
subpopulations. This article critically integrates those findings. It synthesizes: intrinsic factors (e.g.,
age, sperm competitiveness) and extrinsic factors (e.g., dilution, storage time) that modulate fresh
semen quality; structural and functional alterations induced by cryopreservation in boars, dairy bulls,
and alpacas; the usefulness of CASA (Computer-Assisted Semen Analysis) systems and multivariate
analyses to understand the distribution of kinematic and morphometric sperm subpopulations
within the ejaculate; and practical implications for artificial insemination, sire selection, and biobank
development. Methodological challenges, protocol standardization, and the need for biochemical-
kinematic integrative approaches are discussed. Future directions include the incorporation of machine
learning algorithms and the functional assessment of in vitro defined sperm subpopulations as a step
toward “precision andrology.”

Keywords: CASA, cryopreservation, sperm subpopulations, boar, bovine, alpaca, epididymal maturation,
fertility.

Introduccion

La fertilidad de las especies ganaderas utilizadas para obtencion de proteina animal sostiene gran parte
de la seguridad alimentaria mundial, impulsa programas de mejora genética y, en el ambito biomédico,
ofrece modelos base para comprender la reproduccion de los mamiferos [1], [2]. Por ello, se requieren
metodologias robustas para evaluary conservar la calidad del semen [3]. Sin embargo, existen factores
intrinsecos (internos) y extrinsecos (externos) que afectan a los espermatozoides; la capacidad de
fecundar esta condicionada por la edad del macho [4], [5], el medio ambiente [6], la maduracién en
el ambiente epididimario (estructura donde se almacenan y se maduran los espermatozoides) [7],
las practicas de almacenamiento y el estrés fisicoquimico asociado a la criopreservacion [8]. Frente
a estos retos, la aparicion de los sistemas computarizados de analisis seminal, CASA systems
(Computer-Assisted Semen Analysis) y los avances bioinformaticos permiten analizar con objetividad
cientos de miles de datos cinematicos y morfométricos [9], [10], detectar subpoblaciones funcionales
[11] y mas recientemente, integrar algoritmos de machine learning, como una técnica que permite a las
computadoras aprender de los datos y encontrar patrones, que permitan explorar dinamicas celulares
complejas [12].

La evaluacion de lamovilidad y cinética de los espermatozoides sigue siendo junto con la concentracion
espermatica, los criterios mas importantes para la evaluacién de la calidad seminal [13], [14]. Sin
embargo, mas alla de la movilidad total de una muestra de semen, la heterogeneidad intrinseca del
eyaculado condiciona la capacidad fecundante y la criotolerancia de los espermatozoides, por lo que
se debe estudiar con mas detalle [15], [16]. La combinacion de sistemas CASA con herramientas
multivariantes ha permitido identificar subpoblaciones funcionales y establecer vinculos con la
fertilidad [17], [18], [19]. Paralelamente, la criobiologia continlia estudiando la capacidad de los medios
de dilucion empleados en la crioconservaciéon de gametos, las tasas de enfriamiento y protocolos de
descongelacion [20].

Los espermatozoides son células altamente especializadas vy, al mismo tiempo, extremadamente
sensibles a variaciones térmicas, osméticas y oxidativas [21]. Estas variaciones deben ser estudiadas
con el objetivo de proponer protocolos optimizados de evaluacion espermatica que garanticen la
reproducibilidad de los resultados [20]. Aunque el andlisis seminal tradicional resume la calidad en
porcentajes de movilidad, viabilidad o morfologia normal, cada eyaculado es en realidad una poblacion
heterogénea de subconjuntos celulares con comportamientos cinéticos, bioquimicos y morfométricos
propios y mediante la tecnologia CASA se ha podido cuantificar esa heterogeneidad con objetividad y
reproducibilidad [22], [23].
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Por esto, el proyecto de investigacion “Protaminas: Evolucion y papel en la proteccion del ADN
espermatico, formacién de la cabeza y funcionamiento celular (PROTASPERM) y que se divulga a
partir del presente articulo, tuvo como propésito investigar la formacion de gametos masculinos
desde la espermatogénesis hasta la conservacion, asi como los factores que influyen sobre la calidad
seminal, que resume el trabajo de ocho trabajos desarrollados y publicados entre 2022 y 2025 en
revistas académicas indexadas. Cada hallazgo de este proyecto fue documentado y se presenta en
este articulo, asi como los retos a futuro, para mejorar nuestro entendimiento actual de la reproduccion
animal en zootecnia y biologia de la conservacion.

Metodologia

La caracterizacion integral de la calidad seminal y la conservacion requiere de tecnologias avanzadas
de andlisis de imagen, estadistica multivariante y protocolos estandarizados de criobiologia, asi como
la determinacion a algunos de los efectos de la crioconservacion.

Por esto, primero, se utilizaron sistemas dedicados al analisis de la movilidad de los espermatozoides
(CASA-Mot) y la forma y tamafio de estos (CASA-Morph), que producen mediciones objetivas y
reproducibles de parametros del movimiento como la movilidad total de los espermatozoides en una
muestra (TM, %) y/o que tan progresivos se desplazan (PM, %). Ademas, estos sistemas generan
valiosa informacion sobre las velocidades que tienen los espermatozoides y si estos movimientos
presentan algunos patrones especificos. Finalmente, se analizan caracteristicas de tamafio y forma
de la cabeza de los espermatozoides, como el drea, perimetro, ancho y longitud, y otros parametros
con respecto a su forma.
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Figura 1. Analisis de los datos obtenidos por la tecnologia CASA-Mot o CASA-Morph en busqueda de patrones de distribucion
en los espermatozoides. PCA = analisis de componentes principales. SPs = subpoblaciones. Fuente: Elaboracion propia.

En cuanto a los estudios de la criopreservacion, se utilizan diferentes medios o diluyentes que son
afiadidos al semen y utilizados en los procesos de conservacion seminal. Para estos procesos,
también es necesario utilizar procesos controlados de congelacion y descongelacion que permitan
mantener las caracteristicas 6ptimas de los espermatozoides posterior a esos procesos. Existen
diferentes técnicas de analisis de los efectos sobre los espermatozoides al someterse a procesos de
conservacion seminal, algunos de estos requieren de mayor tecnicidad y equipo tecnoldgico. En este
estudio se analizé la integridad de las membranas de los espermatozoides y un ensayo para el analisis
de la fragmentacion del ADN del nucleo espermatico, complementando las pruebas de movilidad y
cinética, con el proposito de obtener mas informacion sobre el perfil estructural y la funcionalidad de
los espermatozoides.

Ademas, lasimagenes de espermatozoides en distintas fases de maduracion (espermatidas en distintas
fases de la espermiogénesis; proceso de formacion y maduracion de los espermatozoides) se analizaron
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con algoritmos de aprendizaje automatico (PCA y analisis discriminante lineal, LDA). Esta técnica permitié
clasificar automaticamente los estados de maduracion y determinar rasgos morfolégicos sutiles,
promoviendo herramientas diagndsticas novedosas para la “andrologia de precision” basadas en vision
por computadora e inteligencia artificial. Los datos generados se sometieron a analisis multivariante
y de subpoblaciones (técnica para la identificacion grupos de espermatozoides con caracteristicas
similares dentro de una muestra) mediante andlisis de componentes principales (PCA), algoritmos
de agrupamiento (k-medias) y modelos mixtos de andlisis estadistico (clustering). Estos enfoques
permitieron identificar subpoblaciones (SPs) o agrupaciones de espermatozoides (Figura 1).

Principales hallazgos del proyecto
Factores que afectan la calidad del semen refrigerado en la especie porcina

El primer estudio es descrito enla Figura 2 y fue desarrollado por Ledn et al., y demostro que tasas de dilucion
bajas, como una dilucion 1:1 (vol semen : vol diluyente) y el almacenamiento a 17 °C mantienen la movilidad
total de los espermatozoides en su nivel mas alto y minimizan la presencia morfoanomalias hasta las 48 h
en la especie porcina; en cambio, utilizar diluciones mas altas de 1:4 (vol semen:vol diluyente) o mayores,
afectan los patrones del movimiento de los espermatozoides y favorecen la pérdida de la viabilidad de
estos. Estudios posteriores sobre el manejo pos-eyaculatorio con Androstar® Plus confirmaron estos
hallazgos: la refrigeracion a 17 °C con dilucion 1:1 (vol semen:vol diluyente) mantiene = 85 % de movilidad
total durante 96 h, mientras que diluciones mayores de 1:8 a 1:16 (vol semen:vol diluyente) afectan la
velocidad espermatica, lo que provoca un aumento de espermatozoides mas lentos [24].

n= 35 verracos Dosis seminales Cuatro tratamientos segun
dilucién

i
Loph
17°C

Cinco tiempos de andlisis
12,24,48,72y 9% h

Figura 2. Estudio de la relacion de tasa dilucion y la temperatura de almacenamiento de las
dosis seminales de verraco sobre la calidad seminal. Fuente: Elaboracion propia.

Efecto de la criopreservacion sobre la funcionalidad espermatica

Ademas, Sevilla et al. demostraron que, al descongelar dosis de espermatozoides de la especie porcina,
la calidad de estas podria estar influenciada por la calidad inicial de los eyaculados utilizados previo al
proceso de congelacion. Esto se demostro, debido a que en los tratamientos donde la proporcion de
espermatozoides viables previo a la congelacion era mayor, la integridad y calidad de estos fue mayor,
y ademas se presentd menor cantidad de especies reactivas de oxigeno (ROS) que provocan dafios a
la membrana de los espermatozoides por oxidacion [25].
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Efecto de la edad en la especie bovina (Brahman)

El estudio realizado por Araya-Zufiga et al. analizd 31 eyaculados con los médulos CASA-Mot y CASA-
Morph (Figura 3). Los resultados mostraron que los toros jévenes (= 31 meses) presentan valores
significativamente mds altos de velocidades de los espermatozoides (VCL, VSL y VAP), mientras
que los adultos (> 31 meses) exhiben trayectorias mas lineales, mayor elongacion nuclear y cabezas
mas elipticas. Por medio del analisis multivariante se identificaron cuatro agrupaciones cinematicas
cuya distribucion depende de la edad, lo que respalda la recomendacion de ajustar los programas de
inseminacion artificial y de seleccidn genética segun la edad reproductiva éptima de la raza [5].
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Figura 3. Anélisis de la edad de la raza Brahman sobre la cinética y morfometria espermatica. Fuente: Elaboracion propia.

Estructura subpoblacional cinematica en bovinos lecheros

En bovinos lecheros, Solis et al. compararon la cinematica de los espermatozoides de toros Holstein
y Jersey después de la descongelacion de dosis comerciales. Los eyaculados de toros Jersey
conservaron porcentajes significativamente mayores de células rapidas y progresivas que los de
toros Holstein. El andlisis de SPs reveld que el clister SP2 concentré los espermatozoides con mayor
velocidad, atribuidos a un mayor potencial de fertilizacion, y se presenté con mayor frecuencia en la
raza Jersey. Es necesario plantear estrategias de seleccion genética sobre caracteristicas de calidad
seminal y congelabilidad, ademds, de manejo pos-descongelacion especificas para cada raza [11].

Se analizaron 72 dosis comerciales de semen de toros Holstein y Jersey. La Figura 4 muestra
la metodologia empleada para la preparacion de las dosis seminales, el proceso de congelacion y
analisis. La cinematica espermatica fue evaluada con CASA-Mot y la posterior clasificacion mediante
k-medias revelaron tres SPs claramente diferenciadas: SP1 (espermatozoides con movimiento lento),
SP2 (espermatozoides con movimiento rdpido) y SP3 (espermatozoides que mostraron patrones de
velocidad intermedia). La raza Jersey presentd una proporcion significativamente mayor de SP2 v,
consecuentemente, una movilidad progresiva superior en comparacion con la raza Holstein, lo que
sugiere un mayor potencial fertilizante tras la criopreservacion (Figura 4).
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Figura 4. Estudio de la dindmica subpoblacional en bovinos lecheros de la raza Holstein y Jersey. Fuente: Solis et al. [11].

Alpaca como modelo altiplanico para analisis morfométrico

Ccalta et al. evidenciaron que, en alpacas, tanto la via de obtencién del eyaculado, por canulacion
de conductos deferentes o pos-cépula, como la criopreservacion modifican de forma significativa
la morfometria espermaética [26]. Ambos factores alteran el tamafio y la forma de la cabeza del
espermatozoide, provocando una redistribucién de las cuatro SPs morfométricas originalmente
descritas. Ademas, la congelacion incrementa la variabilidad intra-eyaculado lo que complica la
clasificacién objetiva de los espermatozoides, y repercute en la seleccion de machos donantes para
biobancos de germoplasma. Esto también compromete la eficiencia de los programas de conservacion
y reproduccion asistida en camélidos altoandinos, donde la fertilidad ya es intrinsecamente baja.

Heterogeneidad intrinseca: subpoblaciones espermaticas y analisis multivariante

LostrabajosdelLednetal, Araya-Zufiga et al. y Ccalta et al. convergen en el concepto de heterogeneidad
espermatica presente en los eyaculados de las especies domésticas y silvestres estudiadas [5, 24, 26].
El uso de metodologias multivariantes como el PCA y los algoritmos de agrupamiento cinematico y
morfométrico permiten comprender la complejidad del eyaculado. Estos enfoques permiten identificar
SPs con movilidad hiperactiva o con morfoanomalias que pasarian inadvertidas si se emplearan
unicamente valores promedios. Ademas, facilitan la correlacion entre la distribucion de SPs y los
parametros de fertilidad tanto in vivo como in vitro, lo que podria permitir la exploracion de modelos
predictivos mas robustos.
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Protaminacion y caracterizacion de la formacién espermatica

Agudo-Rios et al. desarrollaron modelos de aprendizaje automatico que integra variables morfométricas
nucleares con marcadores especificos de acrosoma y manchette, logrando clasificar de manera
automatica las etapas 8 a 16 de la espermiogénesis con una precision superior al 97%. Esto constituye
un avance significativo para estudios toxicologicos de alto rendimiento y para la deteccion temprana
de alteraciones en la maduracién espermatica [27].

M. spretus M. spicilegus M. musculus

Analisis del semen
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Figura 5. Estudio de la progresividad espermatica, condensacion de la cromatina y la fragmentacion del ADN
espermatico en tres especies del género Mus, recuperado de tres partes del epididimo. Fuente: Elaboracion propia.

En un segundo estudio, se abordd la maduracion epididimaria desde una perspectiva comparada en
tres especies del género Mus sometidas a diferentes niveles de presion de competencia espermatica:
M. musculus, M. spretus y M. spicilegus. Mediante el andlisis del caput (cabeza), corpus (cuerpo) y
cauda (cola) epididimarios, se caracterizé la adquisicion progresiva de movilidad, la compactacion
acrosomal y la estabilidad del ADN (Figura 5). Los resultados mostraron un incremento continuo de
movilidad y compactacion de la cromatina a lo largo del transito epididimario, acompafnado de una
disminucion de la fragmentacion del ADN. Entre las especies, M. spicilegus presento la cromatina mas
compacta y una mayor resistencia al estrés oxidativo, mientras que M. musculus exhibio la movilidad
mas baja y un patron de maduracién mas tardio [27].

Conclusiones

Los protocolos de evaluacion espermatica deben considerar factores como la edad del macho, el
método de colecta, la tasa de dilucion y los procedimientos de criopreservacion. Esto con el objetivo de
maximizar la eficiencia reproductiva tanto en granjas comerciales como en programas de conservacion
mediante bancos de germoplasma (biobancos). Las nuevas herramientas de clasificacién celular
y analisis cuantitativo de SPs deben integrarse dentro de los laboratorios de reproduccion animal,
buscando evaluaciones objetivas y reproducibles.

Como resultado de este proyecto, se abren dos lineas de investigacion a futuro. La primera es validar
en estudios in vivo, la relacion causal entre la distribucion de SPs y el éxito de la fecundacion. La
segunda explora la modificacion epigenética dirigida de los espermatozoides con el fin de incrementar
su resiliencia a los procesos de enfriamiento y congelacion, con el enfoque de “andrologia de precision”
que permita optimizar la fertilidad y la conservacion genética.
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