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Resumen 

La falta de innovación en la producción ganadera ocasiona retrasos en este sector, sin 

embargo, la criopreservación se ha establecido como una alternativa innovadora que 

minimiza costos en las explotaciones. Por ello el objetivo principal de la presente 

investigación fue, evaluar el congelamiento del semen bovino para obtener el porcentaje de 

motilidad progresiva mayor o igual al 60% usando el equipo CASA. Dicha investigación se 

ejecutó en el Laboratorio de Biotecnología de Reproducción Animal en la Universidad de las 

Fuerzas Armadas ESPE-Santo Domingo; utilizando muestras de semen bovino de dos toros 

Gyrholando de 5 años;  se trabajó con 8 tratamientos y 4 repeticiones, los parámetros de 

estudio fueron temperatura, pH, volumen, color, cuerpos extraños, concentración, motilidad 

total, motilidad progresiva, viabilidad y morfología, los resultados fueron evaluados 

utilizando el software estadístico IBM SPSS. Las muestras evaluadas mantuvieron una 

temperatura promedio de (31,30 a 31,75°C,);  pH  de (6,49 - 6,61) y volumen promedio de 

(6,49 - 6,61 y 8-4,73mL (toro 1-toro 2) respectivamente); mientras que su coloración se 

mantuvo dentro del rango aceptable de calidad; a la vez, la concentración seminal promedio 

fue 312 y 1080 106esp./mL en los toros 1 y 2 consecuentemente; la media de los 

porcentajes de motilidad total y progresiva a los diferentes tiempos, al igual que el 

porcentaje de espermatozoides vivos del post-descongelado fueron mayores al aplicar la 

curva uno con 5 Mm de vitamina C, así mismo, sus espermatozoides anormales post-

descongelado fueron menores (54,62%). Sin embargo, no existió diferencia significativa 

entre la curva e interacción del semen con la curva-antioxidante. 

Palabras claves: Criopreservación, semen bovino, calidad seminal, curva de 

congelamiento, vitamina C. 
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Abstract 

The lack of innovation in livestock production causes delays in this sector; however, 

cryopreservation has been established as an innovative alternative that minimizes costs on 

farms. Therefore, the main objective of this research was to evaluate the freezing of bovine 

semen to obtain the percentage of progressive motility greater than or equal to 60% using 

CASA equipment. This research was carried out in the Laboratory of Biotechnology of 

Animal Reproduction at the University of the Armed Forces ESPE-Santo Domingo; using 

bovine semen samples from two 5-year-old Gyrholando bulls; 8 treatments and 4 replicates 

were used, the study parameters were temperature, pH, volume, color, foreign bodies, 

concentration, total motility, progressive motility, viability and morphology, the results were 

evaluated using IBM SPSS statistical software. The evaluated samples maintained an 

average temperature of (31.30 to 31.75°C,); pH of (6.49 - 6.61) and average volume of (6.49 

- 6.61 and 8-4.73mL (bull 1-bull 2) respectively); while their coloration remained within the 

acceptable range of quality; at the same time, the average seminal concentration was 312 

and 1080 106esp. /The mean percentages of total and progressive motility at the different 

times, as well as the percentage of live spermatozoa post-thaw were higher when curve one 

was applied with 5 Mm of vitamin C. Likewise, their abnormal spermatozoa post-thaw were 

lower (54.62%). However, there was no significant difference between the curve and the 

interaction of the semen with the curve-antioxidant. 

Key words: Cryopreservation, bovine semen, semen quality, freezing curve, vitamin C. 

C. 
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Capítulo I 

Introducción 

En la actualidad el ganado bovino en el Ecuador ha sido de gran importancia para la 

economía del país, ya que de este sector se deriva la producción de leche con un 48% de la 

producción total pecuaria y de carne con un 45%. Además, el sector ganadero proporciona 

una canasta básica y seguridad alimentaria a aproximadamente mil trecientos millones de 

individuos en el mundo (MAGAP, 2016; ONUAA, 2019). Sin embargo, el sector ganadero en 

el Ecuador tiene diversas limitantes, tales como, la falta de apoyo en el área financiera, la 

disminución de la mano de obra en el campo, pero en especial la falta de innovación para 

generar mayor producción de acuerdo a las necesidades del consumidor (Carrera et al., 

2019).  

Dentro de las explotaciones ganaderas ecuatorianas, el semental reproductor es uno 

de los componentes principales, ya que de este depende la calidad genética que 

mantengan las crías, las mismas que pueden ser obtenidas mediante la monta directa o con 

la utilización de tecnologías como la inseminación artificial (IA), en donde se deben aplicar 

una serie de técnicas biotecnológicas. Cabe considerar que el fracaso o éxito de una 

explotación dedicada a la reproducción, se basa en la salud del animal, tanto fenotípica 

como genotípicamente, siendo la calidad del semen (CS) uno de los factores más 

representativos en este tipo de explotaciones (Galina & Valencia, 2008).  

Por otra parte, se considera que la criopreservación de semen bovino, es una de las 

mejores alternativas cuando se desea conservar espermatozoides, con la finalidad de 

asegurar una muestra espermática, mediante un largo periodo de tiempo, la cual debe 

mantener óptimas condiciones en el momento que se desee realizar la IA (Hammerstedt et 

al., 1990). Es importante resaltar, que la criopreservación se ha establecido como una 

alternativa que minimiza costos en el área de reproducción animal, debido a que en este 

caso no se debe destinar recursos económicos, para el manejo y mantenimiento del 

semental (Castelo et al., 2008).  
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A su vez, el uso y aplicación de la tecnología in vitro, dentro del área de 

reproducción tienden a fomentar la generación de alternativas que permiten mejorar los 

parámetros de calidad reproductiva, mediante el uso de la citometría de flujo o el sistema 

Computer Assisted Sperm Analysis (CASA), los cuales se han establecido como 

tecnologías esenciales en los procedimientos de criopreservación de semen, debido a que 

permiten estudiar diversas funciones y características morfológicas en las muestras 

espermáticas, con lo que se logra conocer la calidad y capacidad de fecundar del semen 

evaluado (Muiño, Evaluación de la motilidad y vialidad del semen bovino mediante el uso de 

sistemas CASA y citometría de flujo: Identificación de subpoblaciones espermáticas, 2008). 

Es importante reconocer que la utilización de las mencionadas tecnologías, permiten 

generar una reevaluación de los protocolos de conservación y congelamiento ya 

establecidos, especialmente aquellos que fueron evaluados subjetivamente, permitiendo 

que se evalúen los diversos componentes de la muestra, como es el caso de los diluyentes, 

o incluso las técnicas de pos-descongelado y la temperatura correcta de congelación de las 

pajuelas.  

Dentro del mismo marco de ideas, se conoce que el sistema CASA se utiliza con la 

finalidad de evaluar la CS mediante un sistema óptico computarizado, destacando 

parámetros como la motilidad total y progresiva del semen bovino fresco o descongelado, la 

angularidad tanto del movimiento, como del desplazamiento de la cabeza del 

espermatozoide, los cuales son de importancia para determinar si hay suficientes 

espermatozoides que puedan alcanzar el ovocito, donde un porcentaje del 60% al 

descongelar el semen, es idóneo para que se lleve mejores resultados en IA (Aires et al., 

2003). 

A su vez, en busca de minimizar daños en los gametos masculinos sometidos a la 

criopreservación, se utiliza la yema de huevo como una sustancia crioprotectora (Crespilho 

et al., 2012), sin embargo, la contaminación bacteriana y la enorme variación de su 

composición, dificultan la utilización de los análisis desarrollados mediante equipos 

programados (Singh et al., 2012). Debido a la problemática antes mencionada, se ha creado 
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la opción de reemplazar los diluyentes de origen animal, por aquellos generados a base de 

liposomas, ya que estos últimos, conservan en su composición fosfolípidos destinados a 

brindar seguridad celular, disminuyendo la producción de daños criogénicos, se estima que 

uno de los mejores productos comerciales y más utilizados en el área de la criopreservación 

es OptiXcell, ya que concentra una alta cantidad de fosfolípidos en su composición 

(Bergeron & Manjunath, 2006). Cabe recalcar que los liposomas permiten que se genere 

unión entre las membranas espermáticas, a la vez que fomentan un equilibrio sobre el 

intercambio de colesterol y fosfolípidos, convirtiéndose en la mejor ventaja al momento de 

realizar la criopreservación (Röpke et al., 2011; Ansari et al., 2016). 

Otro factor de gran importancia a nombrar, son los antioxidantes, pues estos son de 

gran ayuda en la criopreservación, al ser agentes que evitan el estrés oxidativo que se 

forma por causa del desbalance entre la producción y eliminación de las especies reactivas 

de oxígeno (ROS) mediante la exposición de la muestra sobre el congelado y descongelado 

del fluido espermático (Rodríguez & Nivia, 2017). 

Por lo cual, se eligió el objetivo de investigar el efecto del diluyente OptiXcell y de un 

antioxidante sobre el eyaculado bovino utilizando dos curvas de congelamiento con el fin de 

alcanzar una motilidad progresiva mayor o igual al 60 por ciento (porcentaje ideal para la IA) 

pos-congelado mediante un análisis espermático asistido por computadora. 

 

Planteamiento del problema 

Mediante la criopreservación, los espermatozoides tienden a sufrir diversos cambios 

que pueden afectar su integridad, lo que repercute directamente con una baja proporción de 

fecundar los óvulos (González, 2004). Puesto que, la criopreservación se encuentra 

vinculada con técnicas basadas en generar cambios drásticos de temperatura, como es el 

caso de un shock de frío y calor, destinado a promover la generación y disolución de 

cristales de hielo, formados por la aplicación de congelación y descongelación, estos 

aspectos tienden a alterar la integridad de las células espermáticas en los niveles extrínseco 

e intrínseco (Watson, 2000).  
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Se conoce, que un congelamiento rápido, permite que se forme un choque térmico y 

por ende se construyen cristales de hielo a nivel intracelular, de forma contraria, cuando se 

realiza una congelación lenta, se produce una acumulación de sales, permitiendo un 

incremento de la presión osmótica, lo que ocasiona lesiones tanto en las proteínas, como en 

las lipoproteínas presentes en el espermatozoide (Hafez & Hafez, 2000). De forma general, 

se estima que del 40 a 50% de los espermatozoides sometidos a congelación y 

descongelación no sobreviven, mientras que el restante tiende a sufrir alteraciones que le 

impiden desarrollar la fecundación. Es por ello, que un protocolo destinado a la congelación 

espermática, debe enfocarse a conservar mayor cantidad de espermatozoides vivos, 

manteniendo una alta capacidad de fecundar, por medio de la aplicación de tiempos de 

temperatura equilibrados y adecuados, para asegurar que el espermatozoide no presente 

daños (Stornelli et al., 2005). 

En la actualidad, se mantiene la controversia de identificar el tiempo de equilibrio 

adecuado que permita otorgar mayor calidad a las muestras espermáticas, luego de 

someterse a la congelación y descongelación de las mismas. Cabe recalcar, que en el 

Ecuador se han desarrollado varias investigaciones destinadas a evaluar la calidad del 

semen bovino, en donde se han medido las cualidades andrológicas del semental y la 

calidad espermática con diversos diluyentes, pero no hay reporte bibliográfico del 

congelamiento de semen bovino utilizando antioxidantes como la propuesta del presente 

estudio. 

 

Justificación 

Mediante la aplicación de varias investigaciones se ha logrado determinar que la CS  

luego de la congelación, varían según sea el tiempo de equilibrio (TmE) asignado, ya que 

dicho tiempo es aquel en donde los espermatozoides se mantienen en contacto con los 

diluyentes, sobre una temperatura de 5 ºC, esta actividad se lleva a cabo antes de ser 

congelada la muestra, este tiempo es aprovechado por el crioprotector y los demás 
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componentes que conforman los diluyentes, para ingresar a la célula, y con ello permitir el 

equilibrio en las concentraciones (Díaz et al., 2015).  

Según Patt y Nath (1969), él TmE permite alcanzar estabilidad en la membrana 

espermática, aportando hacia la tolerancia en el intercambio de líquidos, que se lleva a cabo 

en la congelación. Se estima que existen diferentes ventajas y desventajas del TmE, las 

cuales son mayores o menores dependiendo del diluyente utilizado, la concentración del 

azúcar, glicerol y velocidad de enfriamiento de la muestra (Salamon & Marwell, 2000). 

En una investigación de Berndstone y Foote (1972), argumentan que el TmE dentro 

del rango de 3 a 5 minutos, bajo una temperatura de 5 o 25 ºC, permite que el glicerol 

penetre en los espermatozoides de los bovinos (Muiño, Evaluación de la motilidad y vialidad 

del semen bovino mediante el uso de sistemas CASA y citometría de flujo: Identificación de 

subpoblaciones espermáticas, 2008). Así mismo, se estima que un espermatozoide puede 

mantenerse a 5 ºC durante 24 horas, antes del congelamiento sin afectar a su fertilidad 

(Purdy et al., 2010). Además, han expuesto que los tiempos de equilibrio 0, 2 y 4 horas a 

una temperatura de 5 ºC, ocasionan los mejores resultados en la calidad del semen, sin 

embargo, otros autores mencionan que a las 4 horas de equilibrio han logrado conseguir 

mayor proporción de supervivencia de los gametos masculinos (Leite et al., 2010).  

Por tal motivo, en este trabajo de investigación se pretende determinar la curva de 

congelamiento idónea con la aplicación del diluyente OptiXcell y vitamina C como 

antioxidante que permitan una motilidad progresiva de semen bovino mayor o igual al 60 por 

ciento (porcentaje ideal para la IA). 
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Objetivos de la investigación 

Objetivo general 

Congelar semen bovino Gyrholando para obtener el porcentaje de motilidad 

progresiva mayor o igual al 60% usando el equipo CASA. 

Objetivos específicos 

- Analizar el semen bovino fresco de la raza Gyrholando utilizando el equipo CASA. 

- Criopreservar el semen bovino fresco de la raza Gyrholando utilizando el diluyente 

OptiXcell con y sin vitamina C. 

- Analizar el semen bovino Gyrholando pos-congelado utilizando el equipo CASA. 
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Capítulo II 

Marco Teórico 

Anatomía del aparato reproductor del macho bovino 

El aparato reproductor del macho bovino, se encuentra situado en la parte inferior 

del área abdominal específicamente bajo el recto, exteriormente se observa las partes 

genitales, como los testículos y el pene (Erales-Villamil et al., 2008), ver figura 1.  

Figura 1  

Aparato reproductor del macho bovino 

 

Nota. Tomado de Fuentes (2020). 

Como se observa en la figura 1, el aparato reproductor de un toro está formado por 

los testículos y diversos órganos sexuales que tienen la finalidad transportar a los 
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espermatozoides hasta el aparato sexual de la hembra, los principales órganos son los 

testículos, el epidídimo, el conducto deferente, el pene y las glándulas accesorias (Fuentes, 

2020). 

Testículos  

Este desarrolla la función vital de producir espermatozoides y la generación de la 

hormona testosterona. Los testículos poseen una forma ovoide alargada, en los animales 

adultos puede medir de 12 a 16 centímetros (cm) de longitud y 6 a 8 cm de diámetro. Estos 

se ubican en la parte exterior y se mantienen cubiertos por el escroto, cuya función es 

termo-regular a este órgano, por medio de capas musculares sensibles a los cambios de 

temperatura y un musculo llamado Cremaster, el mismo que se expande frente al estímulo 

de calor y se contrae hacia el frio. Cabe considerar que el exceso de calor puede reducir la 

producción de espermatozoides (Dyce et al., 1999). 

A su vez, los testículos contienen altas cantidades de tubos de forma delgada, 

alargados y retorcidos, llamados tubos seminíferos, los cuales son los responsables de 

producir espermatozoides (45 a 50 días), dichos tubos se mantienen cubiertos de las 

células intersticiales de Leydig, mismas que generan la hormona testosterona (McDonal, 

1978). 

Epidídimo 

Este tiene una forma alargada, compacta y plana, conserva un diámetro aproximado 

de 70 a 500 milímetros (mm), el peso del mismo depende de la raza y tamaño del toro dicho 

órgano se encuentra unido al testículo, en el epidídimo es el lugar donde alcanzan su 

madurez los espermatozoides para continuar con la eyaculación, este órgano cumple la 

función de permitir la salida del esperma producido por los testículos, debido a que en esta 

zona los espermatozoides adquieren motilidad progresiva, también aquí se lleva a cabo la 

condensación del núcleo celular y se genera el almacenamiento de los espermatozoides, se 

considera que dicho transporte por medio del epidídimo, se lleva a cabo en 10 días 

aproximadamente. Se considera que el epidídimo puede almacenar hasta 4 mililitros (mL) 
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del fluido espermático, en donde existe una concentración de 3,55 x 109 

espermatozoides/mL, considerado la mitad del volumen total (Dyce et al., 1999).  

Conducto deferente 

Este órgano se encarga de conectar a la cola del epidídimo con la uretra cerca de la 

próstata, su función principal es la emisión del semen al momento de generarse la 

eyaculación, mediante la transportación de los espermatozoides a través de diversas ondas 

peristálticas desde la parte inicial del epidídimo hasta su extremo final (Escamilla, 2005).   

Pene  

Este es considerado el órgano copulador, conserva una forma cilíndrica alargada, 

puede alcanzar un tamaño de 90 cm y un diámetro de 3 a 4 cm. Este órgano tiene las 

siguientes partes; raíz, cuerpo y glande. La raíz que forma parte de la parte fija del pene, se 

pliega sobre si misma formando una curvatura en forma de “S”, denominada curva 

sigmoidea (Cuaran & Burbano, 2014). 

El pene se mantiene formado por cuerpos cavernosos fuertemente irrigados, este se 

encuentra recubriendo la uretra y las membranas que forman un cuerpo esponjoso, en 

donde se sitúa la raíz del pene, por ello se asume que el pene del toro es fibro-elástico y su 

tamaño como el diámetro tiende a variar durante el proceso de erección (Rodríguez, 2017).  

Glándulas sexuales accesorias 

Estas glándulas son compuestas por: 

Vesículas seminales. Esta es una de las más grandes glándulas del aparato 

reproductivo, su función principal es generar fracción del líquido seminal. Estas 

desembocan en la uretra, generan una secreción gelatinosa que conforma del 30 a 50% del 

volumen del eyaculado, secreta fructosa por lo que se le atribuye ser la responsable de la 

nutrición espermática. Está formada por dos lóbulos con 10 o 12 cm de largo (Rodríguez et 

al., 2016). 

Próstata. Esta glándula se encuentra ubicada en el cuello de la vejiga urinaria, en el 

macho bovino la próstata no tiene un gran tamaño, por lo cual su secreción es pequeña. Se 
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estima que su función principal es generar fluidos alcalinos, con la finalidad de neutralizar 

las condiciones acidas de la uretra y la vagina (Palma, 2012).  

Glándulas de Cowper. También conocida como las glándulas uretrales, estas se 

ubican a los lados de la uretra, la función que cumplen es aparente a la de la próstata y los 

líquidos secretados, estas sirven de vehículo para el esperma. Estas generan una secreción 

destinada a limpiar y lubricar la uretra en el momento del eyaculado (Konig & Liebich, 2002). 

Espermatogénesis 

Según Quintero y colaboradores (2015), la espermatogénesis es el proceso en 

donde se desarrolla la diferenciación celular, dentro del mencionado proceso ocurren 

diversas divisiones mitóticas y meióticas, a más de las distintas transformaciones citológicas 

que se generan hasta lograr la formación completa del espermatozoide, el mencionado 

proceso se realiza sobre los túbulos seminíferos a partir de la espermatogonias (Figura 2), 

la espermatogénesis está compuesta de tres fases (meiosis I, meiosis II y diferenciación), 

las mismas que se detallan a continuación:  

Figura 2 

Proceso de espermatogénesis

 

Nota. Tomado de Quintero y colaboradores (2015). 



27 
 

Como se muestra en la figura 2, la espermatogénesis tiene inicio en los tubos 

seminíferos, los mismos que se hayan ubicados en el área de los testículos, 

específicamente en las células de Sertoli, es allí en donde inicia la fase de proliferación de 

las espermatogonias, las cuales tienden a dividirse mitóticamente, en donde su resultado es 

la generación de los espermatocitos primarios, por otra parte, en el proceso de meiosis I, el 

mencionado espermatocito se divide en dos partes, ocasionando la evolución de dos 

espermatocitos secundarios, en este caso el contenido cromosómico pasa a convertirse de 

diploide a haploide. Mediante el proceso de meiosis II, el espermatocito secundario, se 

vuelve a dividir dando paso a la generación de dos espermátides hermanas, finalmente 

estas espermátides, luego de una diferenciación celular forman los espermatozoides 

(Quintero et al., 2015) 

El semen bovino 

El semen se considera una suspensión celular líquida, la cual conserva a los 

gametos masculinos y a la vez formado por las secreciones que generan los órganos 

accesorios a esta suspensión que se denomina plasma seminal (Hafez & Hafez, 2002).  

Características del semen bovino 

En la figura 3, se exponen las principales características del semen bovino, 

considerando sus partes (Hafez & Hafez, 2002): 

Figura 3 

Morfología del espermatozoide (cabeza y cola) 
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Nota. Modificado de Hafez y Hafez (2002). 

Membrana espermática. Esta contiene una estructura dinámica, permite el 

reconocimiento y transporte de moléculas. Con ello ayuda a que el espermatozoide, se 

adapte a sus procesos metabólicos aportando a que exista el reconocimiento del ovocito. 

Se estima que la membrana conserva la información que permite desarrollar un análisis de 

fertilidad sobre el macho (Hidalgo et al., 2017). 

Evaluación del semen bovino 

Examen macroscópico del semen bovino 

Examen macroscópico del semen bovino, considerando sus características del 

componente:  

Volumen del eyaculado. En condiciones normales es de 5-8 mL o 10 a 20 mL 

mediante un electro-eyaculador (Hafez & Hafez, 2002). 

 Color. Si el semen es de buena calidad, su color tiende a ser blanco, marfil o 

amarillento, sin embargo, al ser de mala calidad este asume una coloración transparente 

(Fresneda, 2004). 

Olor. Este no debe contener un mal olor, caso contrario haría referencia a un 

proceso infeccioso (Páez-Barón & Corredor-Camargo, 2014). 

Temperatura. 37 °C se conoce como la temperatura estándar, que proporciona CS, 

por lo cual se ha establecido como la temperatura comercial del semen (Bernardi et al., 

2011). 

pH. 6,4 a 7,8 (Crespilho et al., 2009). 

Cuerpos extraños. Se consideran cuerpos extraños al polvo, tierra, heces y demás 

contaminantes, que promueven una alteración dentro de los parámetros de CS, de forma 
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general una extracción seminal, con presencia de cuerpos extraños es el resultado de un 

mal protocolo de extracción (Curbelo & Rodríguez, 2013).  

Examen microscópico del semen bovino 

Concentración. Según Hafez y Hafez (2002), la concentración de espermatozoides 

dentro de un mL de semen bovino es de 800 a 2000 millones.  Se conoce que la mejor 

forma de evaluar la concentración espermática bovina, es por medio del recuento de los 

espermatozoides mediante el uso de un hemocitómetro, este instrumento se utiliza en los 

centros de inseminación artificial con la finalidad de evaluar gran variedad de muestras 

(Muiño et al., 2007). 

En otros casos se utiliza un espectrofotómetro, el cual estima una cantidad indirecta 

de la CS, mediante la absorción de la luz. La identificación de la concentración espermática 

con ayuda del espectrofotómetro, es uno de los métodos más rápidos que existen, a la vez 

esta se desarrolla bajo un margen de error aceptable (Muiño, Evaluación de la motilidad y 

vialidad del semen bovino mediante el uso de sistemas CASA y citometría de flujo: 

Identificación de subpoblaciones espermáticas, 2008). 

Una de las mejores herramientas para evaluar la concentración espermática, es el 

fotómetro SDM1 este es un equipo compacto y exacto, tiene la ventaja de poder ser 

calibrado para diversas especies animales, su uso, limpieza y mantenimiento es muy fácil, 

la concentración de semen se muestra en millones de células sobre mL de semen 

(Arbiotech, 2022). 

Motilidad. La motilidad es un requisito que debe cumplir el espermatozoide para 

lograr fecundar al ovocito, este se ha convertido en uno de los principales factores que 

determinan la calidad del semen. Por ello se estima que la motilidad expresa la viabilidad 

espermática y la capacidad celular, cabe considerar que un espermatozoide con baja 

motilidad, debe ser automáticamente descartado. A la vez, se conoce que a la motilidad no 

se la puede considerar como el único factor que determine la capacidad de fecundación del 

semen (Herold et al., 2004). 
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La motilidad espermática, ha sido estudiada desde el siglo XIX, como una opción de 

evaluación espermática, por ello se ha optado por la utilización del sistema CASA, el cual ha 

evolucionado tanto en tecnología como en accesibilidad económica, convirtiéndose en un 

equipo de uso industrial especialmente en bovinos, destinados a la IA (Holt & Van Look, 

2004). 

El sistema CASA, contiene un microscopio, que se mantiene conectado a una 

cámara de video, el cual muestra las imágenes digitales sobre un monitor, esta imagen se 

envía al ordenador en donde se capturan diversas fotografías en serie de cada campo, 

durante un segundo aproximadamente, en este caso el software analiza el recorrido o 

trayectoria en cada espermatozoide en la fracción de un segundo (Krause, 1995). 

Porcentajes de motilidad masal y motilidad progresiva. En donde se considera la 

velocidad curvilínea, clasifica a los espermatozoides en estáticos, móviles (rápidos, medios 

y lentos) progresivos y no progresivos (Krause, 1995). 

La motilidad masal. Esta es definida por el movimiento de forma de remolinos del 

total de espermatozoides evaluados, en este caso se evalúa mediante el uso de una escala 

comprendida de 0 a 5, dando la puntuación de 5, cuando existen remolinos rápidos y llenos 

de vigor, mientras que 0, se puntúa cuando no se observan movimientos (Ávalos et al., 

2018). 

La motilidad progresiva. Según Maroto (2020),para evaluarla se coloca una gota de 

semen en el portaobjetos, se agrega un cubre objetos, y se evalúa en el microscopio, en 

este caso los espermatozoides se mueven, rápido y recto en el área, esta se puede 

clasificar en (Figura 4): 
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Figura 4  

Clasificación de la movilidad progresiva de los espermatozoides 

 

Viabilidad. La viabilidad e integridad acrosomal se evalúa con diversas sustancias 

oxidativas, en este caso se visualiza la proporción de espermatozoides vivos o muertos, 

esta acción se realiza con ayuda de una tinción (Muiño, Evaluación de la motilidad y 

vialidad del semen bovino mediante el uso de sistemas CASA y citometría de flujo: 

Identificación de subpoblaciones espermáticas, 2008). Se considera un semen de alta 

calidad aquel en donde se conserva de 40 a 50% de los espermatozoides recién 

descongelados, con motilidad progresiva y movimiento continuo y moderada velocidad 

(Catena & Cabodevila, 2013).  

Tinción Eosina-Nigrosina. Esta también es conocida como el test de Williams 

Pollack, se considera la tinción supra vital principalmente es usada a nivel de laboratorios 

de espermatogramas, se ha establecido como la mejor opción para identificar los 

espermatozoides vivos y muertos, estos últimos tienden a contener una permeabilidad en la 

membrana por lo que se logra teñir de color rojo o rosa con lo que se distingue tanto la 

cabeza como la cola del espermatozoide como un efecto directo de la eosina, mientras que 

los vivos se mantienen incoloros, por otra parte la nigrosina proporciona una coloración 

azulada en los espermatozoides vivos (Catena & Cabodevila, 2013). 

Morfología espermática. Según Ávalos y colaboradores (2018), los 

espermatozoides normales de diferentes animales, suelen tener una cabeza simétrica, con 

forma ovalo con contorno regular, que muestra áreas claras cuando se tiñe, por ejemplo; 
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cubre más de un tercio del área del acrosoma la cabeza y el subacrosoma que cubre el 

resto de esta, a continuación, se detallan sus partes (Figura 5):  

Figura 5 

Morfología del espermatozoide 

 

Nota. Modificado de Ávalos y colaboradores (2018). 

Anormalidades morfológicas. El semen se considera de alta calidad, cuando este 

logra contener más del 70% de espermatozoides morfológicamente normales, con 

anomalías primarias menores del 10% y anomalías secundarias de máximo un 20%. El 

número total de espermatozoides no debe exceder el 30% (Gómez et al., 2005), en la figura 

6, se describen las anomalías primarias y secundarias:  

Figura 6 

Anomalías morfológicas de los espermatozoides 

 

Nota. Modificado de Gómez y colaboradores (2005). 
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Tinción Farelly. Para realizar la evaluación morfológica espermática, una de las 

mejores opciones es la tinción Farelly Stain®, esta es una fijación con dos tipos de 

colorantes, la misma que consta de tres pasos (Eveline & Vaquero, 2006):  

Se debe hacer frotis finos, diluir 10:100 y fijar al aire, en una placa y luego introducir 

en la formulación de FIX (solución de fijación) por 10 segundos. Después, colocar la 

formulación en el tinte A durante 20 segundos, luego lavar con agua destilada para eliminar 

el exceso de tinte, luego colocar en el tinte B durante 5 segundos, seguido de esto enjuagar 

nuevamente con agua destilada, luego dejar secar a temperatura ambiente. Para calcular la 

morfología, se debe contar al menos 200 espermatozoides, se observan los bordes de la 

cabeza y cola de azul, mientras que la cabeza es violeta. 

Criopreservación del semen bovino  

Historia e importancia 

A inicios del siglo XX, el investigador ruso Ivanov precedió a inseminar a 500 

yeguas. En 1913, este encontró un carnero muerto congelado en medio de la nieve, en este 

logró evidenciar que el semen congelado, contenía espermatozoides vivos, capaces de 

fertilizar, desde entonces comenzó a buscar la manera de permitir que los espermatozoides 

vivan más (Malama et al., 2017). La criopreservación tiene las siguientes fases (Figura 7):  

Figura 7 

Fases de la criopreservación 

 

Nota. Modificado de Gálvez (2022).   

Dentro de cada fase, se genera un efecto sobre la estructura de la membrana y el 

metabolismo celular, es por ello que el espermatozoide tiende a disminuir su viabilidad, 
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cabe recalcar que la criopreservación genera una alteración del ADN, en el espermatozoide 

(Gálvez, 2022). 

Dilutores para la congelación 

Estos son la solución acuosa que aumenta el volumen del líquido eyaculado, permite 

conservar la vitalidad de los espermatozoides y preserva la fertilidad, este debe cumplir 

ciertos requisitos relacionados con el pH, capacidad buffer, presión osmótica y fuerza iónica. 

A su vez los dilutores deben proporcionar una fuente básica de energía para la 

conservación de los espermatozoides, uno de los principales requisitos de los dilutores es 

que deben brindar protección a los espermatozoides, incluyendo la mitigación del 

crecimiento bacteriano (Gadea, 2003). 

Crioprotectores o diluyentes de congelación 

Esto tienden a proteger a los espermatozoides de diversos daños durante la 

criopreservación, estos pueden ser penetrantes (tienen capacidad de retener agua y 

permiten la generación de cristales) o no penetrantes (no permiten la formación de cristales, 

permite deshidratar a las células), como se describe en la figura 8 (Medeiros et al., 2002): 

Figura 8 

Tipos de crioprotectores 

 

Nota. Modificado de Medeiros y colaboradores (2002). 

Principales componentes de los diluyentes 

Moléculas estabilizantes. Entre las moléculas estimulantes se encuentran:  

Yema de Huevo. Este se considera el componente principal en casi la totalidad de 

los diluyentes destinados a refrigerar y congelar, se estima que permite una conservación 

de espermatozoides bovinos a 5 °C (Salamon & Marwell, 2000). 
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Lecitina de Soja. Este es un crioprotector vegetal, considerado como una de las 

mejores alternativas al momento de no desear usar la yema de huevo, aparentemente no 

existen efectos citotóxicos o negativos que afecten a los espermatozoides (Salazar, 2016). 

Quelantes. Estos reducen las concentraciones de calcio sobre la membrana 

plasmática, ya que, durante el congelamiento, se incrementa la absorción de calcio, dando 

inicio a la capacitación celular (Tapia & Tello, 2016). 

Tampones. Estas sustancias amortiguan y estabilizan el pH interno (Tapia & Tello, 

2016). 

Antioxidantes. Este permite generar un bloqueo ante el estrés oxidativo de la 

membrana espermática, los principales componentes son la taurina, aminoácido sulfatado, 

glutatión, cisteamina entre otros (Salamon & Marwell, 2000). 

Vitamina C. Este se considera un componente anti-infeccioso y antitóxico, que 

trabaja conjuntamente con diversos antibióticos, creando defensas orgánicas, a la vez se 

utiliza para controlar manifestaciones anafilácticas (Megagro, 2021). 

Diluyente comercial Optixcell 

Este diluyente permite eliminar el uso de la yema de huevo, ya que este es propenso 

a permitir contaminación del semen, este producto no tiene partículas, permitiendo facilidad 

al momento de analizar sobre el microscopio o sistema CASA, a la vez que mejora la 

calidad de conservación de las muestras, en la figura 9, se describen sus componentes 

(IMV Technologies, 2020): 

Figura 9 

Componentes del diluyente OptiXcell 

 

Nota. Tomado de IMV Technologies (2020). 
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Congelamiento del semen bovino 

El proceso de congelación se lleva a cabo, mediante dos métodos: 

Método convencional  

En este caso las pajillas deben ser arregladas dentro de una gradilla metálica y ser 

introducidas en un refrigerador a 4 °C, por un lapso de cuatro horas, luego se retiran las 

muestras y se transfiere a una caja de poliestireno, que contenga nitrógeno líquido, estas 

deben ser ubicadas a 6 cm antes de alcanzar el nitrógeno, por un periodo de tiempo de 20 

minutos, finalmente se introduce las pajillas al nitrógeno líquido y se almacenan dentro de 

un termo (Vasconcelos-Filho, 2010). 

Método automático 

En este caso, luego de envasar las pajillas se refrigeran y congelan mediante el 

protocolo estándar del equipo congelador (Vasconcelos-Filho, 2010). 

Curvas de congelamiento de pajuelas 

Las curvas de congelamiento pueden ser programadas según sea el equipo utilizado, de 

forma general las curvas más utilizadas en este medio son las siguientes (Tabla 1, 2 y 3):  

Tabla 1 

Curva de congelamiento estándar de pajuelas (Curva lenta) 

Temperatura 
inicial (°C) 

Temperatura 
objetivo (°C) 

Velocidad de descenso 
°C/min 

Tiempo total de 
congelamiento 

T ambiente 5 -0,5 
Aproximadamente 
4 horas y media 

TmE=4 h 

5 5 0 
5 -10 -5 

-10 -100 -40 
-100 -140 -20 

Nota. Modificado de Vallecillo (2011). 

Tabla 2 

Curva de congelamiento estándar de pajuelas (Curva rápida) 

Temperatura 
inicial (°C) 

Temperatura 
objetivo (°C) 

Velocidad de descenso 
°C/min 

Tiempo total de 
congelamiento 

T ambiente 5 -0,5 
Aproximadamente 
2 horas y media 

TmE= 2 h 

5 5 0 
5 -10 -5 

-10 -100 -40 
-100 -140 -20 
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Tabla 3 

Curva de congelamiento programada según el equipo DigitCool y utilizando el diluyente 

OptiXcell 

Temperatura 
inicial (°C) 

Temperatura 
objetivo (°C) 

Velocidad de descenso 
°C/min 

Tiempo total de 
congelamiento 

T ambiente 4 -1 
Aproximadamente 
3 horas y media 

TmE=3 h 

4 4 0 
4 -10 -5 

-10 -100 -40 
-100 -140 -20 

Nota. Modificado de IMV Technologies (2020). 

Daños producidos durante la crioconservación del semen 

Capacitación prematura 

Esto sucede cuando existe una concentración alta de calcio, permitiendo la 

activación de las proteínas kinasas, ocasionando la disminución de temperatura, por lo que 

se genera una alteración en la membrana espermática, lo que provoca una reacción 

acrosómica (Quishpe, 2021). 

Deshidratación celular extrema 

Los espermatozoides son sometidos a una deshidratación, esto sucede cuando el 

enfriamiento se desarrolla de forma extremadamente lenta, lo que permite el colapso de la 

membrana (Quishpe, 2021). 

Formación de cristales intracelulares 

Es el resultado de la aplicación de bajas temperaturas de forma rápida, lo que evita 

que salgan los líquidos intracelulares, para que se formen los cristales en la parte interna 

del espermatozoide (Quishpe, 2021). 

Formación de especias reactivas de oxígeno (ROS) 

Estos afectan al espermatozoide de forma tóxica, alterando su funcionabilidad; el 

incremento de ROS se mantiene relacionado con la mortalidad directa de los 

espermatozoides (Quishpe, 2021). 

Evaluación de la motilidad del semen bovino pos-congelado 

Se estima que la motilidad progresiva del semen descongelado, se debe determinar 

dos veces, cuando recién este es descongelado y luego de dos horas siendo incubado a 37 
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°C, se considera que el semen de buena calidad debe tener de 40 a 50% de motilidad 

progresiva en la primera observación, mientras que en la segunda debe mantenerse entre 

10 y 15%, cabe considerar que la norma ISO 9002, menciona que la motilidad progresiva en 

la primera observación debe ser de 25% y dos horas después bajo incubación debe ser de 

15% (Catena & Cabodevila, 2013). 

Análisis de motilidad considerando el equipo CASA 

A continuación, se exponen los parámetros de la velocidad de los espermatozoides, 

para determinar la motilidad (Figura 11) y los parámetros de angularidad y oscilación de la 

cabeza según el equipo CASA (Figura 10). 

Figura 10 

Parámetros de angularidad y oscilación según el equipo CASA 

 
Nota: Modificado de Muiño, Tamargo, Hidalgo y Peña (2007). 

Figura 11 

Parámetros de velocidad según el equipo CASA 

 
Nota. Modificado de Muiño, Tamargo, Hidalgo y Peña (2007). 
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Capítulo III 

Metodología 

Localización del área de investigación 

El trabajo de investigación se ejecutó en el Laboratorio de la Biotecnología de la 

Reproducción Animal de la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE-Santo Domingo, la 

cual se encuentra ubicada en la parroquia Luz de América, a margen izquierdo del km 24 de 

la vía Santo Domingo-Quevedo. 

En cuanto a la ubicación geográfica (figura 12) específica del área de investigación 

fue en las siguientes coordenadas:  

 Latitud: 00° 24’ 36’’ 

 Longitu: 79° 18’ 43’’ 

 Altitud: 270 msnm 

Figura 12 

Mapa de la ubicación geográfica del área de investigación 

 

Nota. Croquis representativo donde se desarrolló la parte experimental de la presente 

investigación  
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Materiales usados en la investigación 

Tabla 4 

Materiales implementados en el trabajo de titulación 

       Materiales                       Equipos                      Reactivos                   Muestras 

Cámaras lejas Aspiradora Agua bidestilada 
Semen bovino de la 
raza Gyrholando de 
toros de 5 años. 

Frascos de vidrio de 250 
mL 

Autoclave Agua ultrapura  

         Fundas ziploc Baño María  Alcohol etílico (70%)  
Gradillas Bidestilador  Diluyente OptiXcell  

Cámaras lejas 
Cámara de flujo 
laminar 

Eosina  

Jeringas de 1 mL 
Envasadora y 
selladora  

Nigrosina   

Manguera para llenado y 
succión 

Equipo CASA Nitrógeno líquido   

Marcadores  
Pack de tinción 
Farelly  

 

Jeringas de 1 mL Autoclave Vitamina C (5 mM)  
Pisetas Estufa   
Placas cubre objetos y 
porta objetos 

Fotómetro SDM1   

Placas Petri Impresora de pajuelas    

Pisetas 
Microscopio de 
contraste de fase 

  

Puntas para micropipetas 
(blancas, amarillas y 
azules) 

Platina térmica   

Tijeras 
Potenciómetro o 
pHmetro portátil 

  

Tubo de colecta 
graduado 

Termo de nitrógeno 
líquido 

  

Microcubetas Termómetro digital   
Micropipetas (5, 500 y 
1000 µL) 
Micropipetas (10-100 µL) 

Equipo IceCube   

Papel aluminio    
Pajuelas de 0,5 mL    
Papel kraft    
Pinzas    
Porta objetos    
Probeta de 100 mL    
Probeta de 50 mL    
Protector de vagina 
artificial 

   

Tubos de ensayo    
Vagina artificial    
Vasos de precipitación de 
100, 250 y 500 mL 
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Procedimiento 

Limpieza y desinfección del laboratorio previo al congelamiento 

La limpieza y desinfección se realizó de 24 a 48 horas antes de la congelación del 

semen bovino. Se aspiró las ventanas, piso, puertas y techo con la finalidad de eliminar 

partículas de polvo e insectos que entran al laboratorio. Luego, se desinfectó los mesones 

con alcohol al 70% y agua bidestilada (una vez por semana y dos días antes del 

congelamiento se limpió los mesones con hipoclorito de sodio al igual que el piso). Además, 

se limpió con jabón neutro y agua bidestilada los materiales a ocupar para el congelamiento 

(frascos de vidrios, probetas, vasos de precipitación, puntas de micropipetas, tubos de 

colecta, tubos de ensayo y porta objetos).  

Una vez enjuagado los materiales con agua bidestilada, se procedió a envolverlos 

con papel kraft y autoclavarlos a 121 °C por 15 a 20 minutos (el material de plástico se 

autoclavó separado del de vidrio por 15 minutos y el de vidrio por 20 minutos). Por 

consiguiente, cada uno de los materiales se autoclavaron, además con la ayuda de unas 

pinzas y guantes se procedió a sacar el papel kraft. Por último, de forma inmediata se los 

colocaron en la estufa a 70 °C para su respectivo secado. 

Etiquetado, impresión y eterilización de las pajuelas 

El etiquetado, impresión y esterilización de las pajuelas se lo realizó 24 horas antes 

del congelamiento del semen bovino. Después, se utilizó 160 pajuelas para los diferentes 

tratamientos (20 pajuelas para cada tratamiento). La impresión de pajuelas, se 

ejecutócolocando en primer lugar, el timbre taquigráfico con la información de los toros a 

evaluar en el cilindro de la impresora de pajuelas. Luego, se impregnó 1,5 cm de pasta de 

tinta negra en el rodillo distribuidor y una gota de diluyente de tinta. Finalmente, se procedió 

a la impresión de las pajuelas.  

Preparación del laboratorio para la llegada del semen bovino 

Se agregó agua bidestilada en tres baños María, para mantener 3 diferentes 

temperaturas (30 °C conservar el semen en reposo; 32 °C para la preparación del diluyente; 

y 37°C para la evaluación de motilidad y viabilidad del semen). Posteriormente, se 
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prendieron tres platinas térmicas a 37°C y se colocó sobre una de ellas porta objetos, cubre 

objetos y puntas de micropipetas. Después se colocaron en los baños Marías, gradillas con 

tubos de ensayos esterilizados, respectivamente etiquetados y tapados con tapas de papel 

aluminio. Inmediatamente, se encendió el equipo CASA a 37 °C.  

Preparación del medio con diluyente OptiXcell 

El volumen total de la dilución madre se lo realizó a partir del cálculo entre la 

concentración, volumen y N° de dosis de pajuelas requeridas de 0,5 mL: 

𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 = 𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛  𝑑𝑒𝑙 𝑓𝑜𝑡ó𝑚𝑒𝑡𝑟𝑜 (
10

𝑚𝐿

6

𝑒𝑠𝑝𝑒𝑟𝑚𝑎𝑡𝑜𝑧𝑜𝑖𝑑𝑒𝑠) ∗ 𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛 (𝑚𝐿) 

𝑁° 𝑑𝑒 𝑑𝑜𝑠𝑖𝑠 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙𝑒𝑠 (𝑝𝑎𝑗𝑢𝑒𝑙𝑎𝑠) = 𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 ∗
0,5 𝑚𝐿 → (1 𝑑𝑜𝑠𝑖𝑠 𝑑𝑒 0.50 𝑚𝑙) 

30 ∗ 106 𝑑𝑒 𝑒𝑠𝑝𝑒𝑟𝑚𝑎𝑡𝑜𝑧𝑜𝑖𝑑𝑒𝑠
 

 

𝐷𝑖𝑙𝑢𝑐𝑖ó𝑛 𝑚𝑎𝑑𝑟𝑒 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 = 𝑁° 𝑑𝑒 𝑑𝑜𝑠𝑖𝑠 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙𝑒𝑠 (𝑝𝑎𝑗𝑢𝑒𝑙𝑎𝑠) ∗  
1 

2 
→ (

1 𝑚𝑙 𝑑𝑒 𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛

2 𝑝𝑎𝑗𝑖𝑙𝑙𝑎𝑠 𝑑𝑒 0.50 𝑚𝑙
) 

 

En base al cálculo de la dilución madre total, se procedió a dividir para 3, puesto que 

para la dilución con agua y diluyente OptiXcell es de 2:1, respectivamente. Por consiguiente, 

en una probeta se llenó la 2/3 partes de la dilución madre total con agua bidestilada o 

ultrapura y se la colocó a 32 °C en el baño María por 15-20 minutos (se debe tapar 

previamente la probeta con papel aluminio). Luego, en un frasco de vidrio de 250 mL 

(dependiendo del volumen se requirió la medida) se llenó la 1/3 parte de la dilución madre 

total con diluyente OptiXcell y se lo colocó a 32 °C en el baño María por 15-20 minutos (se 

debe tapar previamente el frasco con aluminio). Finalmente, el agua de la probeta se 

traspasó al frasco con el diluyente OptiXcell de forma cuidadosa y se homogenizó 

lentamente (todo este proceso se realizó dentro del baño María a 32 °C). 

Recolección del semen y llegada del semen bovino al laboratorio 

Para la extracción del semen se utilizaron vaginas artificiales identificadas para cada 

donador, 24 horas antes se esterilizaron a 36-37 °C. Además, se procedió a llenar las 

vaginas artificiales con agua a 45 °C, junto a su adicción de la protección térmica. Luego se 

transportó cada vagina artificial hasta el montadero. Se realizó dos montas falsas del bovino 

cuya finalidad es la de producir mayor excitación para elevar la concentración y motilidad 
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espermática. A continuación, se recolectó la tercera monta, desviando el pene del donador 

hacia la vagina artificial. Para ello, se protegió la muestra espermática de la luz solar. 

Después, se transportó la muestra recolectada hacia el laboratorio para su respectivo 

análisis y congelamiento. 

Evaluación del semen bovino fresco 

                Una vez que la muestra espermática llegó al laboratorio (se registró la hora de 

llegada) se procedió a realizar la evaluación del semen, como se muestra a continuación: 

Evaluación macroscópica. Los parámetros macroscópicos fueron evaluados 

basándose en el protocolo de Gómez y Migliorisi (2007): 

Temperatura y pH. Se midió el pH y la temperatura con el pHmetro portátil que 

contiene también un medidor de temperatura. Para ello, previamente el sensor de 

temperatura se dejó en el baño María a 30 °C, específicamente en un tubo de ensayo con 

agua bidestilada, posteriormente para sumergirlo en la muestra, se lo limpió con papel toalla 

y se midió. En el caso del pH, se sacó del tubito con agua a el sensor, se lo enjuago con 

agua bidestilada y se lo secó para posteriormente sumergirlo en la muestra y hacer su 

respectiva medición. 

Volumen. Se midió con la ayuda del tubo de colecta graduado (observación 

cualitativa).  

Cuerpos extraños. Se describió por observación cualitativa, donde si había 

precipitado de cualquier partícula extraña al semen en el tubo de colecta, es positivo, caso 

contrario, negativo. Después de haber realizado la evaluación macroscópica, se colocó a la 

muestra en el baño María a 30 °C, ya que a esta temperatura los espermatozoides están en 

reposo. Cabe mencionar que esta evaluación fue rápida (menos del minuto), puesto que 

puede ocurrir un shock térmico en la muestra seminal, afectando a la motilidad y viabilidad 

de los espermatozoides. 

Color. Se describió por observación cualitativa. Por ello, se determinó la coloración 

tomando en cuenta los parámetros observados en la tabla 5. 
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Tabla 5 

Indicación según el color de la muestra seminal 

Color Indicación 

Blanco cremoso 

(tiende a tono mafil) 
Semen normal 

Amarillo intense 

Presencia de orina. En el caso de los bovinos, esta tonalidad se 

puede originar por la acentuada producción de lipocromo especial en 

la ampolla del conducto deferente.  Es decir, por la riboflavina que se 

encuentra en las secreciones de las glándulas vesiculares, la cual se 

diferencia con la raza, alimentación y con el donador. 

Verdoso Infección bacteriana 

Rojizo Lesión en el aparato reproductor que indica presencia de sangre. 

Nota. Información modifica de Gómez y Migliorisi (2007). 

Evaluación microscópica del semen sin antioxidante y preparación de la 

dilución 1:1. Para esta evaluación se requirió previamente la preparación de la dilución 

madre con agua y OptiXcell (2:1), puesto que para este tipo de evaluación se necesita de la 

dilución 1:1 entre el semen fresco y la dilución madre. Para ello, se colocó en un frasco de 

vidrio vacío de 250 mL a 32 °C, el mismo volumen del semen fresco de la dilución madre 

(traspasando de forma cuidadosamente e inclinada por las paredes del frasco), luego se 

tomó el semen extraído que se encontraba a 30 °C y se lo traspasó al frasco de vidrio con la 

dilución madre de igual volumen, se homogenizó lentamente (todo esto a 32 °C). 

Finalmente, preparada la dilución 1:1, se tomó y colocó 1 mL (1000 µL) en un tubo de 

ensayo, se lo tapó con papel aluminio y se lo transportó al baño María a 37 °C para su 

respectiva evaluación microscópica: 

Concentración. Se colocaron 25 µL de la muestra seminal fresca en una 

microcubeta, previniendo la presencia de burbujas en el llenado, puesto que estas darán 

lecturas erróneas en el fotómetro SDM1. Luego, se colocó la microcubeta con el semen en 

la cámara del fotómetro y se cerró la cámara. Por último, se observó en la pantalla del 

equipo el resultado expresado en 106 espermatozoides/mL (Una concentración buena para 

congelar es a partir de 800 x 106 de espermatozoides/mL). 
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Motilidad. Se dejó por 1 a 2 minutos el tubo de ensayo en el baño María, para que 

se activen los espermatozoides, se tomó 10 µL de la dilución 1:1, se la colocó en la cámara 

Leja a 37 °C y se observó la motilidad con el microscopio del sistema CASA, tomando las 

medidas sin mucha diferencia significativa. Cabe mencionar que, se volvió analizar la 

motilidad después de 30 minutos.  

Viabilidad. Del tubo de ensayo con la dilución 1:1, se tomó 20 µL y se colocó en un 

portaobjeto a 37 °C (al mismo tiempo que se midió la primera motilidad). Luego de 20 

segundos, se mezcló la muestra con 10 µL de eosina y de igual forma con 10 µL de 

nigrosina. Posteriormente, se homogenizó y se realizó el frotis de la muestra con la ayuda 

de otro portaobjetos con borde liso (sin presencia de huecos) y se dejó secar la tinción de 3 

a 5 minutos. Finalmente, se observó la presencia de espermatozoides vivos y muertos de la 

placa teñida en el microscopio con un lente de 100x y colocando una gota de aceite 

inmersión sobre dicha placa (figura 13). Cabe mencionar que, para obtener el porcentaje de 

espermatozoides vivos se contabilizó 200 entre vivos y muertos. 

Figura 13 

Tinción eosina-negrosina para determinar la viabilidad de los espermatozoides 

 

Nota. La imagen A muestra la evaluación de viabilidad del toro 1 y la imagen B del toro 2. 

Se contabilizó los espermatozoides como muertos aquellos de color rosado intenso (círculo 
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negro) y como espermatozoides vivos a los que están ligeramente teñidos (círculo azul) y 

los de color transparente o blanco (círculo blanco). Elaboración propia. 

Morfología con tinción Farelly. Se tomó 20 µL de la dilución 1:1 y se la colocó en 

un portaobjetos, se homogenizó y se realizó un frotis con otro portaobjetos de borde liso y 

se dejó secar en la platina térmica. Posteriormente, se colocó 500 µL del fijador A por un 

minuto por toda la extensión de la muestra. Luego, se agregó 500 µL del colorante B por un 

minuto, traspasado ese tiempo se lavó la placa con agua destilada y se secó con toalla 

absorbente los filos de la placa. De la misma forma, se agregó 500 µL del colorante C por 

un minuto, se lavó y se secó. Finalmente, se dejó secar la muestra teñida a 37 °C en la 

platina térmica (37 °C) por lo mínimo 12 horas. En el microscopio óptico se observaron las 

anormalidades de los espermatozoides, usando el lente de 100x y colocando una gota de 

inmersión sobre la placa teñida (figura 14).  Para determinar el porcentaje de anormalidades 

en espermatozoides se contabilizó 200 espermatozoides totales (anormales y normales) y 

se aplicó la siguiente fórmula: 

𝑃𝑜𝑟𝑐𝑒𝑛𝑡𝑎𝑗𝑒 𝑑𝑒 𝑎𝑛𝑜𝑟𝑚𝑎𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒𝑠 =
𝑁°𝑑𝑒 𝑒𝑠𝑝𝑒𝑟𝑚𝑎𝑡𝑜𝑧𝑜𝑖𝑑𝑒𝑠 𝑐𝑜𝑛 𝑎𝑛𝑜𝑟𝑚𝑎𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒𝑠 ∗ 100%

200 𝑒𝑠𝑝𝑒𝑟𝑚𝑎𝑡𝑜𝑧𝑜𝑖𝑑𝑒𝑠 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙𝑒𝑠 (𝑎𝑛𝑜𝑟𝑚𝑎𝑙𝑒𝑠 𝑦 𝑛𝑜𝑟𝑚𝑎𝑙𝑒𝑠)
 

Figura 14 

Tinción Farelly para determinar las normalidades y anormalidades de los espermatozoides 

 

Nota. La figura A muestra los espermatozoides del toro 1 y la figura B del toro 2. Elaboración 

propia. 
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Evaluación microscópica del semen con antioxidante y la preparación de la 

dilución total a envasar. Una vez calculado la dilución 1:1 y restado el mL de muestra que 

se analizó anteriormente, se procedió a colocar el complemento de la dilución madre a la 

dilución 1:1, en dos partes: 

Para la primera dilución, del total de la dilución madre calculada anteriormente se 

dividió par dos, siendo la primera mitad que se debe añadir, para ello se tuvo que considerar 

restar el diluyente puesto en la dilución 1:1 previamente. Por ejemplo:  Si la dilución 1:1 tuvo 

un total de 12 mL, en primer lugar, se le debe restar 1 mL (mL analizado anteriormente) 

quedando 11 mL en el frasco, de los 11 mL se dividió para 2 (dilución entre el semen y la 

dilución madre), teniendo que restar al final 5,5 mL al frasco con la dilución 1:1. Pero si,  la 

dilución total calculada de la dilución madre fue de 54 mL, en primer lugar, a esta dilución se 

le resta 5,5 mL quedando 48,5 mL de dilución madre a añadir, de este total, la primera mitad 

sería 24,25 mL, siendo el volumen exacto a añadir a la dilución 1:1, teniendo un total de 

esta primera dilución de 35,25 mL. Además, cabe mencionar que, esta primera dilución se 

realizó a 32°C en el baño María por 5 minutos. 

Para la segunda dilución, fue necesario una temperatura ambiente de 20°C. Se 

colocaron dos tubos previamente esterilizados, etiquetados (uno con antioxidante y otro sin 

antioxidante) y tapados con papel aluminio. Posteriormente, se procedió a colocar en los 

tubos la primera dilución por partes iguales, y al tubo etiquetado con antioxidante se le 

añadió vitamina C  5mM (182 µL) con la ayuda de una micropipeta por 5 minutos. 

Finalmente, se colocó la mitad faltante de la dilución madre en partes iguales en los dos 

tubos y se esperó de 15 a 20 minutos antes de envasar en las pajuelas de 0,5 mL. 

Posteriormente, se midió la motilidad, viabilidad y morfología del tubo con antioxidante, de la 

forma anteriormente descrita. 

Envasado y congelamiento del semen 

Luego de los 20 minutos, se procedió a envasar el semen en pajillas de 0,50 mL, 

para ello se tomó en cuenta el número total de dosis calculadas anteriormente y se dividió 

para dos, después se colocó las pajuelas requeridas para cada tratamiento en la tolva de la 
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envasadora y selladora MPP1, se oprimió el botón star y la máquina inicio el llenado con la 

manguera llenado/succión conectada al tubo de ensayo (esta manguera se cambió al 

momento que se realizó el otro llenado con el segundo tratamiento). Se ubicaron las 

pajuelas en los racks para luego llevarlos al Ice Cube. Para ello, con anterioridad se enchufó 

y se encendió el IceCube, además se programó la curva para el congelamiento del semen 

que se va a utilizar (tabla 6 o 7) y se esperó a que se calibrará a 20 °C. Se traspasó las 

pajuelas al IceCube y se dejó por el tiempo estipulado que da el IceCube. Una vez 

finalizado este proceso, se pasó las pajuelas con la ayuda de guantes y lo más rápido 

posible, a los termos de nitrógeno líquido a -196 °C para su respectiva criopreservación.  

Tabla 6 

Curva 1 de congelamiento programado 

Temperatura inicial 
(°C) 

Temperatura objetivo 
(°C) 

Velocidad de 
descenso (°C/min) 

Tiempo 
(min) 

20 4 -1 16 
4 4 0 180 
4 -10 -5 2,80 

-10 -100 -40 2,25 
-100 -140 -20 2,00 

 
Tabla 7 

Curva 2 de congelamiento programado 

Temperatura inicial 
(°C) 

Temperatura objetivo 
(°C) 

Velocidad de 
descenso (°C/min) 

Tiempo  
(min) 

20 4 -0,5 32 
4 4 0 180 
4 -10 -5 2,80 

-10 -100 -40 2,25 
-100 -140 - 20 2,00 

 

Descongelamiento de semen bovino 

Con la ayuda de pinzas y guantes, se seleccionó al azar una pajuela que estaba 

dentro del termo de nitrógeno líquido del lote donde están los tratamientos. Se colocó la 

pajuela en el baño María a 37 °C por 30-40 segundos. Luego, se secó la pajuela con papel 

toalla y se cortó con una tijera, un extremo de la pajuela. Se puso la muestra de la pajuela 

descongelada en un tubo de ensayo.  Se dejó la dilución por un periodo de 30 segundos a 1 
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minuto y se tomó 10 µL de la muestra descongelada. Después, se ubicó a la muestra en la 

cámara Leja a 37 °C y se observó con el microscopio del sistema CASA (evaluación 

motilidad). Finalmente, se procedió de la misma forma con el resto de pajuelas 

criopreservadas con los diferentes tratamientos.  

Evaluación del semen bovino descongelado 

Se evaluó motilidad, viabilidad y morfología de igual manera que las evaluaciones 

microscópicas del semen bovino fresco. 
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Capitulo IV 

Diseño experimental 

Factores y niveles 

En la tabla 8 se muestra los factores y niveles empleados en la investigación. 

Tabla 8 

Factores de la investigación con sus respectivos niveles  

Factor Niveles 

Tipo de semen bovino 
Pre-congelado 

Post-descongelado 

Aplicación de la curva-antioxidante 

Curva 1 sin antioxidante (C1A0) 

Curva 1 con anti oxidante (C1A1) 

Curva 2 sin antioxidante (C2A0) 

Curva 1 con antioxidante (C2A1) 

 

Tratamientos a comparar 

En la tabla 9 se muestra los tratamientos de la investigación, los cuales se 

obtuvieron al combinar los niveles de los dos factores. 

Tabla 9 

Tratamientos de la investigación 

N° de 
tratamiento 

Descripción del tratamiento 

T1 Semen bovino pre-congelado con la aplicación de C1A0   

T2 Semen bovino post-descongelado con la aplicación de C1A0   

T3 Semen bovino pre-congelado con la aplicación de C1A1   

T4 Semen bovino post-descongelado con la aplicación de C1A1   

T5 Semen bovino pre-congelado con la aplicación de C2A0   

T6 Semen bovino post-descongelado con la aplicación de C2A0   

T7 Semen bovino pre-congelado con la aplicación de C2A1   

T8 Semen bovino post-descongelado con la aplicación de C2A1   
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Diseño aplicado en la investigación 

En la investigación se ocupó un Diseño Completamente Aleatorizado (DCA) 

bifactorial, para ello se consideró los factores expuestos en la tabla 8. 

Número de repeticiones y unidades experimentales 

En la investigación se desarrolló 4 repeticiones para los 8 tratamientos descritos en 

la tabla 9, por ende, el número de unidades experimentales de esta investigación fue de 32, 

donde se consideró las pajuelas pre-congeladas y post-descongeladas de los dos bovinos 

reproductores de la raza Gyrholando (donadores del semen). 

Parámetros y análisis estadístico  

Los datos de la evaluación macroscópica del semen fresco (temperatura, pH, 

volumen, color y cuerpos extraños) fueron organizados en una tabla en Microsoft Excel, 

donde los tres primeros parámetros (variables cuantitativas) se estimaron mediante un 

promedio de las medidas obtenidas durante los días de colecta del semen bovino 

Gyrholando. 

En cuanto a los datos obtenidos de la evaluación microscópica, para la 

concentración del semen fresco de toros Gyrholando se realizó la misma organización de 

las variables cuantitativos de la evaluación macroscópica. Mientras que, para los datos de 

motilidad, viabilidad y morfología se organizaron y sometieron a una estadística descriptiva, 

donde se comparó los dos factores de estudio de la investigación, mediante tablas y 

gráficos de barra con media ± error típico junto a intervalos de confianza del 95% utilizando 

el software estadístico IBM SPSS.  
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Capítulo IV 

Resultados y discusión 

Evaluación macroscópica del semen bovino 

Variables cuantitativas 

En la tabla 10 se muestra los parámetros cuantitativos obtenidos de la evaluación 

macroscópica del semen fresco de dos toros de la raza Gyrholando (Temperatura, pH y 

volumen) de aproximadamente 5 años de edad, pertenecientes a la Universidad de la 

Fuerzas Armadas ESPE-Santo Domingo. 

Tabla 10 

Características macroscópicas cuantitativas de los dos toros Gyrholando evaluados previo a 

la congelación 

Nota. Los promedios fueron obtenidos con la herramienta Microsoft Excel.  

De acuerdo a la literatura, para toros mayores de 2 años, el volumen de eyaculado 

bovino colectado con la vagina artificial en condiciones normales es de 4-8 mL y de 10-20 

mL mediante un electro-eyaculador (Hafez & Hafez, 2002). Por ello, se puede mencionar 

que el volumen de eyaculado colectado con vagina artificial del toro 1 cumple con esta 

normalidad, ya que es de 8 mL, a diferencia del toro 2 que su volumen se encuentra entre el 

valor mínimo requerido para considerarlo normal. Puesto que, los sementales más jóvenes 

producen menor volumen de eyaculado, además, la elevada frecuencia de eyaculación de 

los bovinos disminuye el volumen promedio y cuando se realizan dos eyaculados 

consecutivamente, el segundo suele tener menor volumen. Por ende, si el volumen es 

reducido no es perjudicial, aunque si se acompañará de una concentración espermática 

baja podría serlo, puesto que de ello depende, el resultado de número de pajuelas a evaluar 

(Ax et al., 2000). 

Toro Edad 
Promedio 

Temperatura (°C) pH Volumen (mL) 

1 5 años 31,75 6,49 8,00 

2 5 años 31,30 6,61 4,73 
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Sin embargo, hay que tener en cuenta, que el volumen del eyaculado de los bovinos 

no depende solo del método de extracción y de la edad, sino también del estado de salud 

del animal, factores ambientales, destreza del colector (operario) y las frecuencias de 

colecta a lo largo de cada extracción, por lo cual es muy variable. Es así que muchos 

autores difieren en cuál es el volumen medio idóneo del eyaculado de toros mayores a 2 

años para considerarlo como una muestra de buena CS: de 4-8 mL (Hunter, 1987; Illera, 

1984); de 5,1 para las razas Holstein y de y 4,1 mL para la raza Jersey, respectivamente 

(Christensen et al., 1999); de 4,8 - 7,0 mL (Fuerst et al., 2006) y de 5,1 mL (Muiño, 2008).  

En cuanto al pH de los sementales evaluados, se puede mencionar que de acuerdo 

al protocolo para la evaluación del semen en rumiantes de Gómez y Migliorisis (2007), se 

considera un pH normal del eyaculado bovino, entre 6,2 – 6,8. Al comparar este protocolo 

con los bovinos evaluados, se puede destacar que ambos rumiantes de raza Gyrholando 

cumplen con este parámetro, tal como se muestra en la tabla 10. Además, el pH de los 

bovinos varía principalmente según su alimentación; las raciones altas en carbohidratos no 

estructurales disminuyen el pH, a diferencia de las dietas ricas en carbohidratos 

estructurales, las cuales regulan el pH a su límite superior (Garay et al., 2012). Esto explica 

por qué los toros 2 y 1 no varían tanto su valor de pH (6,61 y 6,49, respectivamente), puesto 

que su tipo de alimentación (sales minerales, balanceado y melaza) fue la misma durante 

toda la investigación. Sin embargo, hay que destacar que un pH alcalino en los bovinos, 

indica que los toros posiblemente tengan una escasa fertilidad, puesto que este tipo de pH, 

muchas veces va acompañado de una disminución en concentración espermática y 

motilidad (Salisbury et al., 1978). 

Con lo mencionado anteriormente, se pude decir que el semen de buena CS debe 

tener un pH neutro. Mientras que, el semen de mala CS abarca una cantidad 

proporcionalmente mayor de líquido proveniente de las glándulas uretrales y accesorias. 

Puesto que, las células espermáticas descomponen la fructosa del semen en ácido láctico, 

específicamente en ausencia de oxigeno (condiciones anaerobias), que usualmente existe 

en los estrechos tubos de recogida. Además, otro factor a tomar en cuenta es que el pH del 
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semen bovino disminuye con el tiempo, desde la colecta hasta su evaluación en el 

laboratorio (Ax et al., 2000). 

Para el ganado bovino la temperatura corporal normal se encuentra ente 37,8 - 40,0 

°C, puesto que, a este intervalo de temperatura, las actividades a nivel celular y las 

actividades bioquímicas funcionan con mayor eficiencia y eficacia; sin embargo el 

mantenimiento de la temperatura testicular se encuentra de 4 o 5 ºC por debajo de la 

temperatura corporal, por ello al momento de la recolección del semen con la vagina 

artificial, la temperatura del eyaculado bovino es de aproximadamente 32-35 °C (Brito et al., 

2002). Por esta razón, al momento que el semen llega al laboratorio, la temperatura 

disminuye por el descenso de temperatura transcurrido desde la colecta hasta el laboratorio 

(Brito et al., 2002). Comparando lo mencionado, con los resultados obtenidos de los toros 

Gyrholando (Toro 1 y toro 2), se puede apreciar que efectivamente este proceso se cumple, 

pues la temperatura de ambos es por debajo de los 32 °C, como se aprecia en la tabla 10. 

Variables cualitativas 

El color del semen bovino de los toros Gyrholando se apreció directamente en el 

tubo colector, por observación cualitativa, tal como se muestra en la tabla 11. Esta 

valoración se la realizó menos de los 3 minutos desde la colecta. Además, al mismo tiempo 

de la apreciación del color, se visualizó posibles irregularidades en cuanto a cuerpos 

extraños al final del tubo colector. 
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Tabla 11 

Características macroscópicas cualitativas de los dos toros Gyrholando evaluados previo a 

la congelación 

Toro Color Cuerpos extraños Muestra seminal recolectada 

1 Blanco cremoso Negativo 

 

2 
Amarillo 

blanquecino 
Positivo 

 

Nota. En la presente tabla se describe los parámetros de color y cuerpos extraños de los 

bovinos evaluados en la investigación, los cuales fueron descritos por observación 

cualitativa.   

El color del eyaculado bovino de buena CS debe ser de un color blanco lechoso 

tendiendo a cremoso (Bhattacharyya et al., 2009). También, los bovinos pueden producir un 

eyaculado de color amarillo por la presencia inofensiva de riboflavina por las glándulas 

vesiculares y ampollas del conducto deferente, lo cual no tiene ningún tipo de significación 

clínica, por ende, también se considera un color normal. Sin embargo, este color no debe 

confundirse con un color amarillento debido a la presencia de orina, para ello, se debe 

diferenciar por el olor fuerte a amoníaco, el cual es espermicida (Hafez & Hafez, 2002). Por 

tal motivo, los eyaculados de los sementales 1 (blanco lechoso) y 2 (amarillo blanquecino 

sin olor a amoníaco), presentan un color de semen normal según la literatura. Además, 

según Ax y colaboradores (2000) mencionan que el color del semen tiene relación con la 

concentración espermática, donde si es traslúcido presenta menos de 250-400 millones de 

espermatozoides, si es lechoso indica aproximadamente de 400-750 millones de 

espermatozoides, y si es cremoso espeso mayor a 750 millones de espermatozoides.   
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Por otra parte, el eyaculado para su evaluación microscópica debe estar libre de 

pelo, tierra, pasto, heces y polvo, los cuales son indicativos de cuerpos extraños en la 

muestra. Estos cuerpos extraños usualmente se precipitan al fondo del tubo colector, como 

se observó en la muestra del toro 2 (tabla 11), que presento un precipitado negro al fondo 

del tubo, por ello se desechó el material extraño y se continuo con la evaluación. Cabe 

mencionar que, la presencia de estos cuerpos extraños en el eyaculado es debido a una 

mala técnica de colecta del semen (Ax et al., 2000). 

Evaluación microscópica del semen bovino 

Concentración  

Las concentraciones espermáticas del semen bovino de los dos toros de la raza 

Gyrholando se puede apreciar en la tabla 12.  

Tabla 12 

Concentración seminal promedio de los dos toros Gyrholando evaluados previo a la 

congelación 

 

 

 

 

Nota. En la presente tabla se describe el promedio de la concentración seminal de los 

bovinos evaluados en la investigación, los promedios fueron obtenidos con la herramienta 

Microsoft Excel. 

El semen de los toros evaluados dentro del proceso de recolección tuvo las 

siguientes concentraciones espermáticas: para el toro 1 312 x 106 espermatozoides por 

mililitro (esp./mL), y para el toro 2 1080 x 106 esp./mL. Al comparar estos resultados con los 

estudios de Krause y Dittmar (1962) donde obtuvieron que la concentración del semen 

bovino fresco debe ser mayor a 800 x 106 esp./mL para considerarlo de buena CS y de 500 

x 106 esp./mL para ser considerado un eyaculado de CS regular, además de ser el valor 

Toro Promedio de la concentración espermática (106 esp./mL) 

1 312 

2 1080 
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mínimo para un proceso de congelamiento, ya que de este parámetro de evaluación 

depende el número de pajuelas a realizar. 

En cuanto a literatura, menciona que la concentración espermática de los toros debe 

ser como mínimo aceptable de 200 x 106 esp./mL en jóvenes y de 750 x 106 esp./mL en los 

maduros (Hafez & Hafez, 2002). Aunque, la concentración no solo varía de acuerdo a la 

edad, sino por el método de extracción del semen, la época del año, desarrollo sexual, 

forma de alimentación, la condición corporal y el tamaño de los testículos. Por ello, Elhordoy 

y colaboradores (2010) destacaron que en toros de raza Hereford de un año y medio con 

baja condición corporal, una concentración promedio es de 370 x 106 esp./mL. Por tal 

motivo, se puede destacar que en esta investigación el toro 2 (1080 x 106 esp./mL) presentó 

parámetros normarles de concentración espermática e idóneos para la congelación, 

mientras que el toro 1 no cumplió con el mínimo aceptable (312 x 106 esp./mL), esto puede 

ser debido a que presento una ligera infección a nivel reproductivo.  

Motilidad y motilidad progresiva  

En la tabla 13 se puede apreciar que entre el tipo de semen (pre y post-

descongelado) si existe diferencia significativa (p < 0,05) para lo motilidad total y progresiva 

a los tiempos 0 y 30 minutos. Sin embargo, para la curva-antioxidante y la interacción de 

tipo de semen y curva-antioxidante no existe diferencia significativa (p > 0,05) en los 

parámetros descritos en la tabla 13. 

En cuanto a la tabla 14 y figura 15, se puede apreciar y observar las medias de los 

parámetros de motilidad total y progresiva a los tiempos 0 y 30 minutos evaluados en el 

equipo CASA, donde se permite destacar que, entre todos los tratamientos aplicados 

después de la congelación, la media con mejores resultados representa la curva uno con la 

aplicación del antioxidante (vitamina C 5 Mm). En cuanto al tiempo, los mejores resultados 

evaluados en el equipo CASA fueron observados en la evaluación a los 30 minutos tanto en 

la motilidad total y progresiva en todos los tratamientos. 
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Tabla 13 

Prueba de los efectos inter-sujetos de motilidad total y motilidad progresiva medidas a dos 

tiempos (0 y 30 min) 

 

Nota. Tomado del software estadístico IBM SPSS. 

Suma de 

cuadrados 

tipo III

gl
Media 

cuadrática
F Sig.

Motilidad 0 min (%) 16301,572
a 7 2328,796 30,635 ,000

Motilidad progresiva 0 

min (%)
15945,889

b 7 2277,984 23,246 ,000

Motilidad 30 min (%) 14100,293
c 7 2014,328 12,025 ,000

Motilidad progresiva 30 

min (%)
12963,508

d 7 1851,930 9,469 ,000

Motilidad 0 min (%) 83634,365 1 83634,365 1100,204 ,000

Motilidad progresiva 0 

min (%)
52096,692 1 52096,692 531,626 ,000

Motilidad 30 min (%) 95234,481 1 95234,481 568,521 ,000

Motilidad progresiva 30 

min (%)
58931,736 1 58931,736 301,311 ,000

Motilidad 0 min (%) 15660,960 1 15660,960 206,019 ,000

Motilidad progresiva 0 

min (%)
15470,405 1 15470,405 157,869 ,000

Motilidad 30 min (%) 12918,272 1 12918,272 77,118 ,000

Motilidad progresiva 30 

min (%)
12106,847 1 12106,847 61,901 ,000

Motilidad 0 min (%) 244,336 3 81,445 1,071 ,380

Motilidad progresiva 0 

min (%)
88,507 3 29,502 ,301 ,824

Motilidad 30 min (%) 123,347 3 41,116 ,245 ,864

Motilidad progresiva 30 

min (%)
169,376 3 56,459 ,289 ,833

Motilidad 0 min (%) 396,276 3 132,092 1,738 ,186

Motilidad progresiva 0 

min (%)
386,977 3 128,992 1,316 ,292

Motilidad 30 min (%) 1058,673 3 352,891 2,107 ,126

Motilidad progresiva 30 

min (%)
687,285 3 229,095 1,171 ,341

Motilidad 0 min (%) 1824,412 24 76,017

Motilidad progresiva 0 

min (%)
2351,880 24 97,995

Motilidad 30 min (%) 4020,302 24 167,513

Motilidad progresiva 30 

min (%)
4694,025 24 195,584

Motilidad 0 min (%) 101760,349 32

Motilidad progresiva 0 

min (%)
70394,461 32

Motilidad 30 min (%) 113355,077 32

Motilidad progresiva 30 

min (%)
76589,269 32

Motilidad 0 min (%) 18125,983 31

Motilidad progresiva 0 

min (%)
18297,769 31

Motilidad 30 min (%) 18120,595 31

Motilidad progresiva 30 

min (%)
17657,533 31

a. R cuadrado = ,899 (R cuadrado corregida = ,870)

b. R cuadrado = ,871 (R cuadrado corregida = ,834)

c. R cuadrado = ,778 (R cuadrado corregida = ,713)

d. R cuadrado = ,734 (R cuadrado corregida = ,657)

Curvaantioxidante

Tipodesemen * 

Curvaantioxidante

Error

Total

Total corregida

Pruebas de los efectos inter-sujetos

Origen

Modelo corregido

Intersección

Tipodesemen
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Tabla 14 

Estadísticos descriptivos de motilidad total y motilidad progresiva medidas a dos tiempos (0 

y 30 min) 

 

Nota. Tomado del software estadístico IBM SPSS. 

 

 

 

 

 

 

Límite 

inferior

Límite 

superior

C1A0 79,218 4,359 70,220 88,215

C1A1 63,420 4,359 54,423 72,417

C2A0 72,690 4,359 63,693 81,687

C2A1 77,655 4,359 68,658 86,652

C1A0 27,020 4,359 18,023 36,017

C1A1 30,378 4,359 21,380 39,375

C2A0 28,255 4,359 19,258 37,252

C2A1 30,350 4,359 21,353 39,347

C1A0 64,315 4,950 54,099 74,531

C1A1 54,265 4,950 44,049 64,481

C2A0 62,430 4,950 52,214 72,646

C2A1 68,335 4,950 58,119 78,551

C1A0 17,445 4,950 7,229 27,661

C1A1 21,015 4,950 10,799 31,231

C2A0 18,980 4,950 8,764 29,196

C2A1 16,005 4,950 5,789 26,221

C1A0 78,283 6,471 64,926 91,639

C1A1 63,800 6,471 50,444 77,156

C2A0 74,010 6,471 60,654 87,366

C2A1 82,490 6,471 69,134 95,846

C1A0 31,648 6,471 18,291 45,004

C1A1 43,148 6,471 29,791 56,504

C2A0 30,500 6,471 17,144 43,856

C2A1 32,550 6,471 19,194 45,906

C1A0 63,588 6,993 49,156 78,019

C1A1 52,933 6,993 38,501 67,364

C2A0 61,390 6,993 46,958 75,822

C2A1 71,550 6,993 57,118 85,982

C1A0 23,345 6,993 8,913 37,777

C1A1 28,543 6,993 14,111 42,974

C2A0 20,620 6,993 6,188 35,052

C2A1 21,345 6,993 6,913 35,777

Motilidad progresiva 0 

min (%)

Pre-congelado

Post-descongelado

Motilidad progresiva 30 

min (%)

Pre-congelado

Post-descongelado

Post-descongelado

Post-descongelado

Motilidad 30 min (%) Pre-congelado

Variable dependiente Media Error típ.

Intervalo de confianza 95%

Motilidad 0 min (%) Pre-congelado
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Figura 15 

Comparación gráfica de las medias de motilidad total y motilidad progresiva medidas a dos 

tiempos (0 y 30 min) aplicando los factores de estudio 

Nota. Elaboración propia mediante el software estadístico IBM SPSS. 

De acuerdo a la literatura, se menciona que la motilidad ha sido uno de los 

parámetros de evaluación más estudiados con respecto a la CS, ya que expresa de mejor 

manera la función espermática, por ello, es considerada como uno de los parámetros que 

mejor se correlacionan con la fertilidad (Shanis et al., 1989). Por tal motivo, este parámetro 

se valora mediante las propiedades del movimiento del semen según la relación de 

motilidad progresiva de los espermatozoides en la muestra (Hafez & Hafez, 2002).  

Por otra parte, la motilidad puede verse afectada tanto por una inadecuada 

temperatura como por la presencia de compuestos extraños en el equipo de colecta (Álamo-

Santana, 2007). Según, los datos reportados por Brito y colaboradores (2002), sobre la 

motilidad progresiva en bovinos, deben tener un rango de 58 y 60%; Christensen y 

colaboradores (1999) osilan datos de entre 62 y 64% para la progresiva. Sin embargo, en 

una investigación efectuada por Ribeiro y colaboradores (2014) mencionaron que la 

motilidad total y progresiva del semen bovino para una mejor evaluación de la CS, deben 

ser obtenidas de la cola del epidídimo, antes y después de la congelación, tal como se 

procedió en esta investigación. Además, Ribeiro y colaboradores (2014) reportaron que la 
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motilidad media del semen fresco bovino es de 74% y 70%, mientras que después de la 

congelación con el sistema CASA fue de 29 y 25%, respectivamente. Al compararlos con el 

valor del mejor tratamiento (C1A1) de esta investigación, se puede destacar que los 

resultados son similares, puesto que, a los 0 min, la motilidad total reportada por el sistema 

CASA del semen fresco fue de 63,42%, mientras que para la evaluación del post-

descongelado fue de 30,38%, siendo la motilidad más alta, tal como se aprecia en la tabla 

14. Sin embargo, el uso del equipo CASA tiene ciertos inconvenientes, tal como su 

optimización y análisis, lo cual hace que los resultados reportados por este equipo sean 

muy dispersos. 

Lewis y Aitken (2005) reportaron en su estudio que el proceso de congelación del 

semen, afecta negativamente la integridad del ADN, lo cual provoca vulnerabilidad y 

susceptibilidad a modificaciones moleculares y epigenéticas. Además, la sobreproducción 

de ROS también provoca daños estructurales en las membranas de los espermatozoides, 

ya que disminuyen la motilidad y aumenta la peroxidación de lípidos (Hafez & Hafez, 2002). 

Para contrarrestar los efectos destructivos de las ROS, el plasma seminal tiene un sistema 

antioxidante que parece ser muy relevante para la protección del esperma. Las enzimas de 

defensa oxidativa de los espermatozoides incluyen predominantemente la superóxido 

dismutasa, la catalasa, el glutatión peroxidasa, la glutatión reductasa y antioxidantes de 

pequeñas moléculas como el ácido ascórbico y el α-tocoferol (Aitken & Baker, 2004; Sikka, 

2004). 

Las membranas de los espermatozoides de los mamíferos son particularmente ricas 

en ácidos grasos poliinsaturados (Aitken & Baker, 2004) y esta capacidad antioxidante en 

los espermatozoides puede ser insuficiente para prevenir las ROS durante el proceso de 

congelación-descongelación. Para controlar el nivel de ROS y promover la motilidad y 

supervivencia  de los espermatozoides, numerosos antioxidantes han demostrado ser 

beneficiales en el tratamiento de la infertilidad masculina (Sinclair, 2000).  

El ácido ascórbico (vitamina C) no sólo es eficaz como antioxidante no enzimático, 

sino que también es un eliminador de ROS hidrosoluble de gran potencia (Silva, 2006). La 
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vitamina C es un eliminador de radicales libres de origen natural y, como tal, su presencia 

ayuda a otros mecanismos a disminuir numerosos procesos de radicales libres 

perturbadores (Knight et al., 1993). Por tal motivo, la adición de vitamina C en un diluyente 

puede repercutir en el rendimiento óptimo del esperma, al reducir el daño celular gracias a 

su acción continua de eliminación de radicales. Puesto que, la vitamina C impide la 

formación de peróxido a través de reacciones con O2
- y OH, así como evita que los 

compuestos oxidativos celulares formen productos hidroperóxidos como el ácido graso 

epoxi, los alcanos, los alquenos, los alka-natos, los hidroxialquenales y los aldehídos 

(malondialdehído) (Silva, 2006). 

Beconi y colaboradores (1993) habían indicado que la presencia de 5 mM de ácido 

ascórbico en el diluyente de congelación ejercía un efecto positivo durante la congelación y 

descongelación del esperma bovino. Puesto que, el ácido ascórbico es un antioxidante no 

enzimático y, por tanto, está potencialmente implicado en la protección de las células contra 

el estrés oxidativo que sufren las células en este tipo de procedimientos (Anane & Creppy, 

2001). Por tal motivo, se puede demostrar que efectivamente la aplicación de la vitamina C 

en el diluyente ayuda a la supervivencia de los espermatozoides en el proceso de 

congelación, por ello, los mejores resultados de esta investigación sobre de la motilidad total 

y progresiva del semen bovino post-descongelado a los dos tiempos fueron de los 

tratamientos con vitamina C (5mM). 

Después de diluir el semen es fundamental permitir que éste se estabilice, para que 

las células espermáticas estén bien protegidas durante el proceso de congelación y 

descongelación. Para ello, se debe tener en cuenta que el equilibrado durante el proceso de 

congelación es indispensable para el mantenimiento de la motilidad y la integridad de la 

membrana plasmática de los espermatozoides (Leite et al., 2010). Algunas investigaciones 

en bovinos no observan efectos significativos del tiempo de equilibrado, en relación a la 

motilidad post-descongelado y a la tasa de fertilidad, sin embargo, resultados como los 

obtenidos por Dhami y Sahni (1993) demuestran que por lo menos 2 horas de equilibrio a 5 

ºC son necesarios para la congelación de semen bovino. Mientras que, Tuli y colaboradores 



63 
 

(1981), demuestran que el tiempo de equilibrado en relación a la motilidad post-

descongelado da mejores resultados cuando el semen es sometido a un periodo de 4 horas 

a 5 ºC.  

Por otra parte, durante el descenso de la temperatura de la muestra seminal desde 

la temperatura ambiente (20-30 ºC) hasta los 5 ºC, se debe realizar a una velocidad 

uniforme, por ello se debe tener en cuenta una velocidad de enfriamiento óptima para cada 

tipo de célula, la cual dependerá de su tamaño, de su permeabilidad al agua y de su 

relación de superficie-volumen (Maxwell et al., 1995).  

La congelación lenta produce una deshidratación celular progresiva, la cual provoca 

una mayor concentración intracelular de solutos lo que evita la formación de cristales 

intracelulares. Esto es debido a que mientras el medio extracelular se va congelando, las 

células espermáticas quedan atrapadas en canales de solución sin congelar (Amann y 

Pickett, 1987). Por lo contrario, en la congelación rápida no hay tiempo suficiente para que 

se desarrolle la deshidratación, ya que no se da el paso del agua intracelular al medio 

extracelular, por ello el agua intracelular de la célula espermática se congela en forma de 

microcristales. De manera que la rapidez de descongelación óptima para una célula 

dependerá de la toxicidad por efecto del diluyente y a su tolerancia relativa al daño por 

cristales de hielo (Hafez & Hafez, 2002). 

En cuanto a la curva de congelamiento programada en el Ice Cube, se puede 

destacar que, una de las curvas de congelación convencional más usada con buenos 

resultados post-descongelado es la de 4ºC a -10ºC a una velocidad de 10ºC/min, posterior 

de -10ºC a - 150ºC a-.40ºC/min (Gil et al., 2000). En cambio, en sementales bovinos han 

dado buenos resultados un tipo de curva trifásica de 4 a - 5ºC a -5ºC/min, luego de -5 a -

110ºC a -25ºC/min, y finalmente de -110 a -140ºC a -35ºC/min (Purdy et al., 2010). Una vez 

alcanzada esta temperatura en el Ice Cube, las pajuelas se sumergen en nitrógeno líquido a 

–196 ºC (Purdy et al., 2010). 

En este estudio se utilizaron una combinación de las dos curvas mencionadas, 

efectuando un equilibrado medio de entre 2 a 4 horas. Se aplicaron dos curvas, las cuales 
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variaron en su descenso de temperatura ambiente (20°C) a 4°C a una velocidad lenta para 

la curva 2 (-0,5°C/min) y a una velocidad rápida para la curva 1 (-1°C/min). Mientras que 

para ambas curvas se estableció una temperatura de equilibrado de 3 horas a 4°C, 

posterior a ello, se aplicó de igual manera en ambas curvas las siguientes rampas de 

temperatura antes de sumergir las pajuelas en el termo de nitrógeno líquido:  de 4°C a -

10°C a una velocidad de -5°C/min, luego de -10°C a -100°C a -40°C/min y finalmente de -

100°C a -140°C a -20°C/min, dando un total de congelamiento de 3 horas con 23 minutos 

para la curva 1 y para la curva 2 de 3 horas con 39 minutos. Por tal motivo, no hubo 

diferencia significativa entre las curvas, sin embargo, según los resultados analizados de 

motilidad total y progresiva en el equipo CASA, la mejor curva fue la 1, ya que proporciona 

mejores medias de supervivencia espermática. 

Viabilidad 

En la tabla 15 se puede apreciar que entre el tipo de semen (pre y post-

descongelado) si existe diferencia significativa (p < 0,05) para el porcentaje de 

espermatozoides vivos y muertos. Sin embargo, para la curva-antioxidante y la interacción 

de tipo de semen y curva-antioxidante no existe diferencia significativa (p > 0,05) en los 

parámetros descritos en la tabla 15. 

En cuanto a la tabla 16 y figura 16, se puede apreciar y observar las medias de los 

parámetros del porcentaje de espermatozoides vivos y muertos evaluados por observación 

en el microscopio y por la tinción de eosina-nigrosina, donde se permite destacar que, entre 

todos los tratamientos aplicados después de la congelación, la media con mejores 

resultados representa la curva uno con la aplicación del antioxidante (vitamina C 5 Mm), 

puesto que la media de los espermatozoides vivos post-descongelado es la mayor de todos 

los tratamientos (41,88%), mientras que en la media de los espermatozoides muertos post-

descongelado es la menor de todos los tratamientos (58,12%).  
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Tabla 15 

Prueba de los efectos inter-sujetos del porcentaje de espermatozoides vivos y muertos 

 

Nota. Tomado del software estadístico IBM SPSS. 

Tabla 16 

Estadísticos descriptivos del porcentaje de espermatozoides vivos y muertes 

 

Nota. Tomado del software estadístico IBM SPSS. 

 

 

Suma de 

cuadrados 

tipo III

gl
Media 

cuadrática
F Sig.

Vivos (%) 13726,617
a 7 1960,945 18,755 ,000

Muertos (%) 13726,617
b 7 1960,945 18,755 ,000

Vivos (%) 94015,320 1 94015,320 899,198 ,000

Muertos (%) 67115,320 1 67115,320 641,916 ,000

Vivos (%) 12940,383 1 12940,383 123,767 ,000

Muertos (%) 12940,383 1 12940,383 123,767 ,000

Vivos (%) 116,086 3 38,695 ,370 ,775

Muertos (%) 116,086 3 38,695 ,370 ,775

Vivos (%) 670,148 3 223,383 2,137 ,122

Muertos (%) 670,148 3 223,383 2,137 ,122

Vivos (%) 2509,313 24 104,555

Muertos (%) 2509,313 24 104,555

Vivos (%) 110251,250 32

Muertos (%) 83351,250 32

Vivos (%) 16235,930 31

Muertos (%) 16235,930 31

a. R cuadrado = ,845 (R cuadrado corregida = ,800)

b. R cuadrado = ,845 (R cuadrado corregida = ,800)

Curvaantioxidante

Tipodesemen * 

Curvaantioxidante

Error

Total

Total corregida

Pruebas de los efectos inter-sujetos

Origen

Modelo corregido

Intersección

Tipodesemen

Límite 

inferior

Límite 

superior

C1A0 79,625 5,113 69,073 90,177

C1A1 66,375 5,113 55,823 76,927

C2A0 73,250 5,113 62,698 83,802

C2A1 78,000 5,113 67,448 88,552

C1A0 32,250 5,113 21,698 42,802

C1A1 41,875 5,113 31,323 52,427

C2A0 29,000 5,113 18,448 39,552

C2A1 33,250 5,113 22,698 43,802

C1A0 20,375 5,113 9,823 30,927

C1A1 33,625 5,113 23,073 44,177

C2A0 26,750 5,113 16,198 37,302

C2A1 22,000 5,113 11,448 32,552

C1A0 67,750 5,113 57,198 78,302

C1A1 58,125 5,113 47,573 68,677

C2A0 71,000 5,113 60,448 81,552

C2A1 66,750 5,113 56,198 77,302

Muertos (%) Pre-congelado

Post-descongelado

Post-descongelado

 

Variable dependiente Media Error típ.

Intervalo de confianza 95%

Vivos (%) Pre-congelado
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Figura 16 

Comparación gráfica del porcentaje de espermatozoides vivos y muertos aplicando los 

factores de estudio 

 

Nota. Elaboración propia mediante el software estadístico IBM SPSS. 

De acuerdo a la literatura, se considera un semen de alta calidad aquel en donde se 

conserva del 40 a 50% de los espermatozoides recién descongelados, con motilidad 

progresiva y movimiento continuo y moderada velocidad (Catena & Cabodevila, 2013). 

Como se puede destacar en la tabla 16, el tratamiento que cumple con este parámetro es la 

curva 1 con la aplicación del antioxidante, teniendo como media de porcentaje de vivos 

41,88%, a pesar de que el semen pre-congelado (fresco) presentaba una media de 66,37%, 

el cual no se encontraba dentro del límite aceptable (70%) para considerar un semen de 

buena CS (Ax et al., 2000). Estos resultados son similares a los de Sandeep y 

colaboradores (2015), donde reportaron para toros de raza Murrah un 48,21% de 

espermatozoides vivos post-descongelado aplicando una curva de congelamiento 

programada en Ice cube y vitamina C de 2,5 mM, siendo el porcentaje de vivos pre-

descongelado de 76,21%.  

Esto es debido a que el papel de la vitamina C en la mejora de los efectos adversos 

de las ROS y del nitrógeno mejora el rendimiento óptimo de los espermatozoides y su 
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supervivencia al reducir el daño celular gracias a su continua acción de eliminación de 

radicales (Fanaei et al., 2014).  

Además, hay que destacar que la viabilidad se relaciona con la motilidad, puesto 

que, si hay mayor motilidad que viabilidad, quiere decir que muchos espermatozoides 

muertos se mueven, lo cual no tiene sentido. A diferencia de la viabilidad, que, si puede ser 

mayor, puesto que puede haber espermatozoides vivos, pero no motiles (Hafez & Hafez, 

2002). 

Morfología 

En la tabla 17 se puede apreciar que entre el tipo de semen (pre y post-

descongelado) si existe diferencia significativa (p < 0,05) para el porcentaje de 

espermatozoides normales y anormales. Sin embargo, para la curva-antioxidante y la 

interacción de tipo de semen y curva-antioxidante no existe diferencia significativa (p > 0,05) 

en los parámetros descritos en la tabla 17. 

En cuanto a la tabla 18 y figura 17, se puede apreciar y observar las medias de los 

parámetros del porcentaje de espermatozoides normales y anormales evaluados por 

observación en el microscopio y por la tinción de Farelly, donde se permite destacar que, 

entre todos los tratamientos aplicados después de la congelación, la media con mejores 

resultados representa la curva uno con la aplicación del antioxidante (vitamina C 5 Mm), 

puesto que la media de los espermatozoides normales post-descongelado es la mayor de 

todos los tratamientos (45,38%), mientras que en la media de los espermatozoides 

anormales post-descongelado es la menor de todos los tratamientos (54,62%).  
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Tabla 17 

Prueba de los efectos inter-sujetos del porcentaje de espermatozoides normales y 

anormales 

 

Nota. Tomado del software estadístico IBM SPSS. 

Tabla 18 

Estadísticos descriptivos del porcentaje de espermatozoides normales y anormales 

 

Nota. Tomado del software estadístico IBM SPSS. 

 

 

Suma de 

cuadrados 

tipo III

gl
Media 

cuadrática
F Sig.

Normalidades (%) 3013,180
a 7 430,454 2,441 ,049

Anormalidades (%) 3013,180
a 7 430,454 2,441 ,049

Normalidades (%) 79152,258 1 79152,258 448,898 ,000

Anormalidades (%) 80852,258 1 80852,258 458,540 ,000

Normalidades (%) 2803,133 1 2803,133 15,897 ,001

Anormalidades (%) 2803,133 1 2803,133 15,897 ,001

Normalidades (%) 113,273 3 37,758 ,214 ,886

Anormalidades (%) 113,273 3 37,758 ,214 ,886

Normalidades (%) 96,773 3 32,258 ,183 ,907

Anormalidades (%) 96,773 3 32,258 ,183 ,907

Normalidades (%) 4231,813 24 176,326

Anormalidades (%) 4231,813 24 176,326

Normalidades (%) 86397,250 32

Anormalidades (%) 88097,250 32

Normalidades (%) 7244,992 31

Anormalidades (%) 7244,992 31

a. R cuadrado = ,416 (R cuadrado corregida = ,246)

Curvaantioxidante

Tipodesemen * 

Curvaantioxidante

Error

Total

Total corregida

Origen

Modelo corregido

Intersección

Tipodesemen

Límite 

inferior

Límite 

superior

C1A0 58,500 6,639 44,797 72,203

C1A1 58,875 6,639 45,172 72,578

C2A0 57,750 6,639 44,047 71,453

C2A1 61,250 6,639 47,547 74,953

C1A0 40,875 6,639 27,172 54,578

C1A1 45,375 6,639 31,672 59,078

C2A0 36,000 6,639 22,297 49,703

C2A1 39,250 6,639 25,547 52,953

C1A0 41,500 6,639 27,797 55,203

C1A1 41,125 6,639 27,422 54,828

C2A0 42,250 6,639 28,547 55,953

C2A1 38,750 6,639 25,047 52,453

C1A0 59,125 6,639 45,422 72,828

C1A1 54,625 6,639 40,922 68,328

C2A0 64,000 6,639 50,297 77,703

C2A1 60,750 6,639 47,047 74,453

Anormalidades (%) Pre-congelado

Post-descongelado

Variable dependiente Media Error típ.

Intervalo de confianza 95%

Normalidades (%) Pre-congelado

Post-descongelado
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Figura 17 

Comparación gráfica del porcentaje de espermatozoides normales y anormales aplicando 

los factores de estudio 

 

Nota. Elaboración propia mediante el software estadístico IBM SPSS. 

El antioxidante ácido ascórbico se utiliza para proteger los espermatozoides durante 

el procedimiento de crioconservación y frente al exceso de ROS. Según Fanaei y 

colaboradores (2014) mencionan que las ROS son responsables de alteraciones 

metabólicas y del aumento de la tasa de liberación de compuestos intracelulares, por 

ejemplo, disminución acentuada de la motilidad espermática y no de la morfología. Sin 

embargo, la integridad de la membrana plasmática y acrosomal influye en la viabilidad de 

los espermatozoides, por lo que en el proceso de crioconservación podría verse afectada 

produciendo daños como hinchamiento y disrupción de la misma, alteración del flujo de 

calcio. cambios en la fluidez y en la actividad enzimática, los cuales pueden inducir a una 

capacitación espermática anticipada y mayor porcentaje de anormalidades en el proceso de 

congelamiento (Thomas et al., 2001). 

De acuerdo a la literatura, las anormalidades morfológicas de las células 

espermáticas pueden contener un impacto negativo sobre la fertilización y el desarrollo 

embrionario (Hafez & Hafez, 2002). Por tal motivo, la incidencia de espermatozoides 



70 
 

anormales en el eyaculado bovino posee una relación directa con la fertilidad de los toros. 

Por ello, el límite de referencia o nivel de aceptación de las malformaciones totales pre-

descongelado debe ser de aproximadamente 25%, con un rango que vaya de 20 a 30% 

(Gómez & Migliorisi, 2007). Comparando lo mencionado con este estudio, podemos 

destacar que los toros Gyrholando de la Universidad de las Fuerzas Armadas sede Santo 

Domingo superan las anormalidades que requieren para ser toros de buena CS, pues 

poseen un porcentaje mayor al máximo aceptado de espermatozoides anormales en semen 

fresco. 

Cabe mencionar que la edad, la raza, los efectos estacionales. Además de los 

repetidos y acumulados tratamientos de estrés en el proceso de congelamiento, influyen en 

las características del semen bovino, y deben prestarse atención al evaluar y clasificar los 

toros para los rasgos de la morfología espermática. 
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Capítulo V 

Conclusiones 

En cuanto a la evaluación macroscópica y anormalidades presentes en el semen 

fresco y pos-descongelado, se concluye que los toros Gyrolando (toros 1 y 2) de la 

Universidad de las Fuerzas Armadas sede Santo Domingo, no poseen características de 

buena CS, por lo cual no son aptos para procesos de inseminación artificial, ya que necesitan 

de mantenimiento previo para mejorar sus características macroscópicas y microscópicas. 

La media de los porcentajes de motilidad total y progresiva a los diferentes tiempos, 

al igual que el porcentaje de espermatozoides vivos del post-descongelado fueron mayores 

al aplicar la curva1 con 5 mM de vitamina C; sin embargo, no existe diferencia significativa 

entre la curva e interacción del semen con la curva-antioxidante. Esto es debido a que, la 

vitamina C en conjunto con una curva de congelamiento lenta mejoran los efectos adversos 

de las ROS y del nitrógeno, lo cual produce un rendimiento más óptimo de los 

espermatozoides y su supervivencia al reducir el daño celular gracias a su continua acción 

de eliminación de radicales. 

La motilidad del semen debe ser menor al porcentaje de viabilidad, puesto que, si hay 

mayor motilidad que viabilidad, quiere decir que muchos espermatozoides muertos se 

mueven, lo cual no tiene sentido. A diferencia de la viabilidad, que, si puede ser mayor, puesto 

que puede haber espermatozoides vivos, pero no motiles. 
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Capítulo VI 

Recomendaciones 

Para una mejor apreciación del tiempo de equilibrado y la aplicación del antioxidante 

en los procesos de congelamiento, se requiere emplear de 5 a 10 donadores de diferente 

raza, los cuales tengan previamente una alimentación suplementada durante mínimo dos 

meses continuos previo a la congelación y un buen estado de salud evaluado por un perfil 

reproductivo en un laboratorio, para que cumplan con los límites de referencia óptimos de una 

buena CS. 

Por último, se recomienda efectuar métodos de congelamiento más eficientes, como 

el uso de un congelador para reducir el tiempo y los gastos de nitrógeno líquido. Además, se 

aconseja tapar con papel aluminio el material donde se prepara el diluyente, para evitar 

contaminación o daños a la muestra espermática.  
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