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RESUMEN 

Angel Alban y Roberto Olmedo 2006. Efecto de la variac16n de temperatura en la curva 
de enfriamiento y en el proceso de empaque sabre la calidad biol6gica del semen bovina. 
Proyccto Especial de Ingeniero Agr6nomo, Zamorano, Honduras. 3S p. 

Se utilizan varios par<imetros para medir la calidad de semen: volumen, densidad, 
motilidad, proporci6n de espermatozoides vivos, proporci6n de anormales y una serie de 
medidas bioquimicas. La diluci6n y uso de diluyentes del semen es vital para disminuir la 
mortalidad de los espermatozoides. La capacidad o incapacidad de las celulas 
esperm<iticas para resistir alteraciones fisicoquimicas a medida que disminuye 
dpidamente la temperatura hasta 0°C se denomina resistencia o susceptibilidad al choque 
por frio. El objetivo del estudio fue evaluar la calidad bio16gica del semen bovina 
poscongelado, con cun/a de enfriamiento O.S°C/minuto y sin curva de cnfriamiento 3S°C a 
S°C; con empaque a temperatura ambiente 20°C y en d.mara fria soc, durante el proceso 
de criopreservaci6n utilizando el diluyente Continental Two Step®. El estudio se n:aliz6 
en las instalaciones del Laboratorio de Reproducci6n Animal del Fonda Ganadero 
Comayagua;Honduras. Se utilizaron 20 taros de distintas razas y sus cruces; se les 
recolcct6 el semen en fonna aleatoria para un total de 20 eyaculados. Los eyaculados que 
cumplieron los criterios de inclusiOn se dividieron en cuatro fracciones y a cada una se le 
asign6 a un tratamiento. Se utiliz6 un diseiio de Bloques Completamente al Azar (BCA). 
No se encontraron diferencias significativas (P < 0.05) en las variables lvfotilidad en Masa 
(MM), Motilidad Individual (MI), indice de recuperaci6n y calidad biol6gica entre los 
tratamientos; sin embargo se encontr6 diferencias significativas en la variable de 
anonnalidades entre los tratamientos CCE-E20 y CCE-ES (P = 0.039S) y entre el 
tratamiento CCE-ES y SCE-E20 (P = 0.0040). Despues del anaiisis se determin6 que los 
tratamientos donde la fracci6n del eyaculado se proces6 y congel6 utilizando la curva de 
enfriamiento de O.S°C/minuto hasta llegar a S°C entre la fracci6n A y B con el diluyente 
Continental Two Step® y se empac6 a soc o 20°C fueron los que presentaron mayor 
nUmero de muestras aptas para inseminaci6n artificial. Los tratamientos en los que el 
semen fue sometido a un cambia brusco de temperatura de 3S°C a soc presentaron menor 
porcentaje en la calidad biol6gica; mientras que la temperatura de empacado que dio 
mayor porcentaje de muestras aptas para la Inseminaci6n Artificial (lA) fue a S°C. 

Palabras clave: Anormalidades, indice de recuperaci6n, inseminaci6n artificial, motilidad 
individual, motilidad masa, espermatozoide. 
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1. INTRODUCCION 

La base de toda :finca ganadera radica en con tar con un buen plantel de taros en el hato de 
cria. El objetivo principal es producir el mayor nUmero de temeros posibles, lo que 
implica una serie de cuidados sanitarios y de manejo en los reproductores (Acui'ia et al. 
2003). 

Los primeros estudios de inseminaci6n artificial datan de 1779 cuando Spallanzani, un 
fisi6logo italiano inyecta en la vagina de una perra en celo esperrna recogido previamente 
par excitaci6n mednica del pene; la hembra asi tratada pari6 tres cachorros. En Francia 
Repiquet en 1890 aplic6 el metoda con 6xito en una yegua. En Dinamarca, Sorensen 
cstablece la primera cooperativa de inseminaci6n artificial en 1936 y 1700 vacas son 
inseminadas en el primer aiio con un 59% de fecnndaciones a la primera intervenci6n 
(Derivaux 1961). 

La Inseminaci6n Artificial (IA) puede representar una herramienta Util para cl 
mejoramiento de la eficiencia reproductiva de hates ganaderos, permite fertilizar un gran 
nllmero de animales con un solo eyaculado, de igual manera le da al ganadero una mayor 
libertad en la elecci6n de sus metas y la estrategia a seguir para aumentar la productividad 
de un hato. (V6lez et al. 2002). 

La capacidad de producci6n de semen en taros varia segUn la edad, tamaiio, raza y peso. 
Se estima que uno o dos taros de cada cinco de una poblaci6n no seleccionada, no ser:ln 
capaces de producir tasas de concepciOn satisfactoria en vacas, debido a una cantidad o 
calidad inadecuada de semen y/o par defectos fisicos que no permiten la cOpula o por una 
falta de libido. La incidencia nuls alta de taros satisfactorios reproductivamente se 
encuentra entre los dos y ocho aiios de cdad (\Venkoffy Zavalcta 1997). 

Para elegir los reproductores a utilizarse en manta natural o en programas de inseminaciOn 
artificial, se debe tener como objetivo principal lograr animales superiores, que vayan a 
dar una progenie mas productiva y rentable. El seleccionar animales con fertilidad 
comprobada o con potencialidad para ello es un requisito indispensable para alcanzar 
mayores niveles de productividad. Cuando se realice la evaluaci6n de un reproductor, solo 
deberlln ser escogidos aquellos que tengan un sistema genital sana, que produzcan la 
mayor cantidad de espermatozoides viables, que gocen de excelentes condiciones fisicas 
para eyacular semen de calidad, bien en la vagina de la vaca o en su defecto para la 
obtenci6n de las muestras de 6ste, y aquellos que tengan aptitud de manta y des eo sexual 
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lo suficientemente buenos como para servir el mayor nllmero de hembras en el menor 
tiempo posible (Bury 2001). 

El examen de fertilidad incluye el examen clinico, especialmente el de los 6rganos 
sexuales y examen de laboratorio donde se estudian, la morfologia y bioquhnica del 
semen. El semen es la suspensiOn celular liquida o scmi-gelatinosa que contiene los 
gametes masculines (espennatozoides) y las secreciones de los 6rganos accesorios del 
aparato reproductor masculine (Hafez 1996). 

Los componentes de mayor importancia en el semen eyaculado son los espermatozoides, 
ya que sin elias tan solo seria plasma seminal, con lo cual carece de la caracteristica vital 
de la fecundaci6n. El nUmero de espermatozoides existentes en un volumen de semen se 
refleja directamente en su aspecto: color, densidad y viscosidad, presiOn osm6tica, pH, 
conductividad eh~ctrica y capacidad tampOn (Salisbury y Vandemark 1994). 

Se utilizan varios panlmetros para medir la calidad de semen: volumen, densidad, 
motilidad, proporciOn de vivos, proporciOn de anonnales y una scr:ie de medidas 
bioquimicas. Existe una gran variedad de pacimetros tanto en eyaculado como 
congelamiento, con lo que su importancia en deterrninar la fertilidad es una cuestiOn bien 
debatida e importante (Watson 1979). 

Para un buen manejo de semen es necesario realizar buenas pricticas en los m6todos de: 
recolecci6n, diluci6n, envasado y acondicionamiento de semen. La diluciOn y usa de 
diluyentes del semen es vital para disminuir la mortalidad de los esperrnatozoides par lo 
que se debe tener en cuenta los siguientes requisites (H_uertas y Huertas 1991): 

1. No contener sustancias tOxicas para el esperrnatozoide. 
2. La presiOn osrn6tica debe ser isot6nica con el semen puro (300-380 mOsm/kg). 
3. pH de 6.8 a 7.2 de preferencia 7 para conservar la vitalidad espenmitica. 
4. Capacidad buffer para protccciOn de variaciones de pH. 
5. Electrolitos carentes de toxicidad. 
6. Contener sustancias orgB.nicas como la yema de huevo o leche. 
7. Protecci6n contra el choque t6rmico. 
8. Contener nutrientes adecuados que favorezcan ala anabiosis. 
9. Antibi6ticos para controlar el crecimiento microbiano. 

La sustancia mas empleada para la protecci6n contra el choque frio y crioprotecci6n es la 
yema de huevo, norrnalmente se emplea a1 10% del volumen; tambi6n se puede utilizar 
leche o una mezcla de leche y yema de huevo. Las c6lulas espenniticas sin protecci6n se 
rompen y mueren, ya que durante la pdctica de congelaci6n se forman cristales de hielo. 
El descubrimiento de la glicerina como sustancia protectora durante la congelaci6n, ha 
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supuesto un gran avance en la consecuci6n pnlctica de la inseminaci6n artificial (Peters y 
Ball 1991). 

Investigaciones realizadas por Graham et al. (1978) descubrieron el efecto protector del 
glicerol sabre el espermatozoide durante la congelaci6n y descongelaci6n; actualmentc el 
proto colo de manejo en la congelaci6n del semen es: 

• Agregar glicerol al diluyente en una proporci6n de 2 al 9% dependiendo de la 
especte. 

• La velocidad de enfriamiento de 32 a soc para mantener alta fertilidad con un 
descenso de temperatura a una tasa de D.5°C /min. 

El semen se evalUa antes de la criopreservaci6n y despu6s de congelar. Las principales 
anonnalidades que pueden producirse son: 

1. Algunos organelos esperm<iticos, como el acrosoma, pueden presentar cambios 
estructurales. 

2. Rotura del acrosoma, observada par microscopia 6ptica de frotis de semen tefiido 
con el colorante de Giemsa. 

3. Cambios dcgcnerativos en el acrosoma. 
4. Rupturas en la membrana plasmatica que cubre el acrosoma: la membrana se 

hincha y la posterior ruptura de la membrana extema se asocia a la p6rdida de 
sustancias acros6micas. 

5. Las mitocondrias pierden su estructura intema y se tifi.en mis d6bilmente que en 
testigos no congelados. 

6. El escape de enzimas espennaticas puede usarse para evaluar el daiio de los 
espermatozoides (Hafez 1996). 

Considerando la importancia del procesamien:o de semen en el desarrollo de la gen6tica y 
el valor del mismo para realizar pr!lcticas de congelamiento y procesamiento de semen se 
decidi6 detenninar la calidad biol6gica del semen bovina poscongelado, con y sin curva 
de enfriamiento; con empaque a temperatura ambiente y en dmara fria, durante el 
proceso de criopreservaci6n utilizando el diluyente Continental Two Step®. De esta 
manera se estableci6 los porcentajes de muestras aptas para IA de cada tratamiento. 



2. MATERIALES Y METOD OS 

2.1 LOCALIZACION 

La investigaci6n se desanoll6 entre los meses de mayo a septiembre de 2006 en las 
instalaciones del Fonda Ganadero de Honduras ubicado en Comayagua, a 80 km de 
Tegucigalpa. El sitio tiene una temperatura promedio de 24°C, una precipitaci6n anual de 
715 mm y una altitud de 595 msmn. Ademas se utiliz6 el laboratorio de reproducci6n 
animal de El Zamorano, ubicado a 32 Ian de Te!,rucigalpa. 

2.1. MATERIAL SEMINAL 

Se utilizaron 20 taros de las razas: Angus, Brahaman, Charolais, Holstein, Pardo Suizo, 
Romagnola y sus cruces, provenientes del plantel de reproductores del Fonda Ganadero de 
Honduras. Los taros tenian edades comprendidas entre 15 y 42 meses, de los cuales en 
fonna aleatoria se obtuvieron un total de 20 eyaculados; los toros fueron sometidos a un 
examen clinico veterinario a fin de verificar su buen estado de salud, ademas fueron 
sometidos a las pruebas serol6gicas de Rinotraqueitis Infecciosa Bovina (IBR), Diarrea 
Viral Bovina (DVB), Leucosis, Brucelosis y Leptospira y desparasitados 30 dias antes de 
iniciar la investigaci6n. El manejo y la alimentaci6n fueron igual para todos los 
sementales, los cuales se alojaron en toriles individuales. 

2.2. CRITERIOS DE INCLUSION PARA LOS EYACULADOS 

Los siguientes fueron los criterios exigidos 

a) Volumen del eyaculado no menor de 5 mL ni mayor de 10 mL. 
b) Concentraci6n~ 500 x 109 espermas/mL. 
c) Motilidad en mas a 2: 70%. 
d) MotiEdad esperrmltica individual~ 70%. 



5 

2.3. TRATAMIENTOS 

Los eyaculados que cumplieron los criterios de inclusiOn se dividieron en cuatro 
fracciones y cada una fue asignada a un tratamiento: 

Tratamiento 1 (CCE-E20) 25% de la fracci6n del eyaculado fue procesado y congelado 
utilizando la curva de enfriamiento de 0.5°C/minuto basta llegar a 5°C entre la fracci6n A 
y B con el diluyente Continental T\vo Step® y empacado a temperatura ambiente (20°C). 

Tratamiento 2 (CCE-E5) 25% de la fracci6n del eyaculado fue procesado y congelado 
utilizando la cu:rva de enfiiamiento de 0.5°C/minuto hasta llegar a soc entre la fracci6n A 
y B con el dlluyente Continental Two Step® y cmpacado a 5"C. 

Tratamiento 3 (SCE-E20) 25% de la fracci6n del eyaculado fue procesado y congelado 
directamente pasando de 35°C a 5°C entre la fracci6n A y B con el diluyente Continental 
Two Step·w y empacado a temperatura ambiente (20°C). 

Tratamiento 4 (SCE-ES) 2S% de la fracci6n del eyaculado fue procesado y congelado 
directamente pasando de 3S°C a S°C entre la fracci6n A y B con el diluyente Continental 
Two Step® y empacado a S°C. 

2.4. METODOLOGIA 

Para la extracci6n del semen se utiliz6 el metoda de electroeyaculada mediante el equipo 
Ideal Instrumens Electra jack S® el cual aplica 32 voltias/dclo en el re6stato a nivel de las 
glfuldulas accesorias. 

Antes de iniciar la recolecci6n del semen, los sementales fueron sometidos a un lavado 
prepucial con Soluci6n Salina Fisio16gica (SSF 0.9% NaCl), se recortaron los pelos del 
prepucio y se rcaliz6 un masaje transrectal de las ghlndulas accesorias. 

lnmediatamente se recolect6 el semen en una balsa plistica esteril colocada en la 
extensiOn colectora del equipo, una vez obtcnido el semen se llev6 allaboratorio en una 
incubadora a 3S-3rC; donde se coloc6 en un tuba de vidrio de centrifuga t,:rraduado y 
atemperado para su evaluaci6n y procesamienta. 

Todo el material que se utiliz6 en el proceso de evaluaci6n y que entr6 en contacto con el 
semen se mantuvo a una temperatura de 3S-37°C y debidamente esteril. La primera fase 
de evaluaci6n consisti6 en los parimetros macrosc6picos: volumen, color, alar y pH, 
utilizando como criterios los propuestos par Hal)' (1987): 

a. Volumen: en taros el volumcn del eyaculado varia entre 2-10 o mas mililitros 
siendo el promedio de 5 a 6 mL, dependiendo de la edad, raza, explotaci6n del taro 
y del tamafio de los testiculos principalmente. 
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b. Color: el semen de buena calidad debe tener un color blanco lechoso, grisiceo 
lechoso o amarillento cremoso. 

c. Olor: es detenninado par el contenido de un lipide, la espennina; se acept6 el 
semen que no present6 olores extrafios como: urinoso, excrementoso o putrefacto. 

d. pH: en el semen de bovina oscila en un rango de 6.5 a 7. Su medici6n se realiz6 
utilizando papel tomasol. 

Posterionnente se extrajo una muestra de 1 DO ).lL de semen en un tuba eppendorf para la 
evaluaci6n microsc6pica propuesta par \Venkoffy Zavaleta (1997), la cual consiste en: 

lVIotilidad en lVIasa (1\'IM). Permite determinar el porcentaje de celulas espenmiticas 
con capacidad de movimiento. Se depositO una gota de semen fresco sin dlluir en un 
porta-objetos atemperado a 35°C, el cual se observ6 a lOX y 20X en un microscopic de 
contraste de fase con platina t€:rrnica. Para su evaluaci6n se utiliz6 la clasificaci6n 
propuesta par Vera (2001) (Cuadra 1). 

Cuadra 1. DeterminaciOn de la Motilidad Masal (MM) en eyaculados de taro 

Valor Descripci6n Clasificaci6n 
# % 

4 91-100 Ondas oscuras con movirnientos r:ipidos Muy buena 
3 71-90 Ondas aparentes. Remolinos con movirniento rnoderado Bueno 
2 51-70 Ondas ligeras con movimiento apenas perceptibles Aceptable 
1 <50 No hay ondas. Movimiento espermitico vibritil Pobre 

Fuente: Vera (2001); adaptado par los autores . 

. Motilidad Individual (l\H). Este parimetro revela el porcentaje de celulas espenmlticas 
con movimiento rcctilineo progresivo los cuales en Ultima instancia son los que poseen 
la capacidad de fecundar; se tom6 como anonnal cualquier otro movimiento diferente al 
rectilineo progresivo (pendular, circular, retroactive). Su evaluaci6n se realiz6 
colocando una gota de semen fresco diluido en SSF 0.9% en proporci6n de 10:100 en un 
porta-objetos atemperado a 35°C, posterionnente se cubri6 con una laminilla atemperada y 
se observ6 a 20X, luego se pas6 a 40X en el microscopic de contraste de fase. Para su 
evaluaci6n se tom6 la propuesta par Zemjanis (1982) (Cuadra 2). 
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Cuadra 2. Clasificaci6n de la Motilidad Individual (MI) esperrmitica en el semen taro 

C6lulas m6viles % Valor num6rico Valor descriptive 

81-100 5 lvluy bueno 
61-80 4 Bueno 
41-60 3 Regular 
21-40 2 Pobre 
0-20 I :tviuy pobre 

Fuente: Zemjanis (1982); adaptado par los autores. 

Concentraci6n. Este valor indica I a cantidad de esperrnatozoides presentes en una unidad 
de volumen (mL); siendo estc panimetro de vital importancia para el dJculo de la diluci6n 
a utnizar y para la clasificaci6n del mismo. 

Se utiliz6 un espermiodensimetro Karras, se basa en la turbidez de una suspensiOn de 
diferentes concentraciones de espermatozoides, vistas en la escala del densimetro. Se 
colocaron 9 mL de agua dentro del densimetro con una pipeta. Despu6s se agreg6 
1 mL del semen puro. Se tap6 el densimetro con el pulgar e invirti6 suavemente dos a tres 
veces, a fin de suspender las celulas esperm&ticas. Se observ6 la escala y se compar6 con 
los datos de la tabla suministrada par el equipo, la cual indica la concentraci6n (Anexo 1) 
(Minitub 2006). 

1\Iorfologfa. Esta caracteristica indica la normalidad e integridad de la cE:lula espcrmitica 
de la cual depended su capacidad fecundante. En el proceso nonnal de la 
espermatogE:nesis se produce el llamado desecho fisio16gico, el cual consiste en la 
presencia de cE:lulas espermiticas anormales, presentando valores normales entre 5 y 15% 
del total de cE:lulas, sin embargo, si el valor encontrado esti entre 15 y 30% se considera 
anormal y la fertilidad del taro se encontranl comprometida seriamente (Hal)' 1987). 

Para su detenninaci6n se utiliz6 la tinci6n F ARELL Y STAIN®, compuesta de tres pasos: 
un fijador y dos colorantes (A y B). Para usa de este se realiz6 un frotis de semen diluido 
10:100 y fijado al aire, luego se introdujo en una soluci6n FIX (soluci6n fijadora) durante 
10 segundos. Una vez fijado el semen se introdujo durante 20 segundos en el colorante A 
seguido de un lavado con agua limpia para eliminar el exceso del colorante, 
posteriormente e1 frotis se introdujo en el colorante B durante cinco segundos, se lav6 
nuevamente con agua limpia y se dej6 secar en una platina tE:rmica o a temperatura 
ambiente. Para el d.lculo se cont6 como minima 200 espennatozoides par placa. 
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2.5. METODOLOGIA DILUYENTE 

El dlluycnte Continental ® Two-Step consta de una soluci6n A y B las cuales una vez 
restituidas y mezcladas dan como resultado el siguiente media: 

Tris 
Acido citrico 
Fructosa 
Yema de huevo 
Glicerol 
Tilosina 
Gentamicina 
Lincospectina 
Espectinomicina 
Agua bidestilada 

2.42% 
1.38% 
1.00% 
20.00% 
7.00% 
5.50mg 
27.50 mg 
16.50 mg 
33.00 mg 
c.s.p. 

La metodologfa que se utiliz6 para el cnfriamiento y empaque de los tratamientos 
sometiendo a curva de enfriamiento de 0.5°C/minuto y empacado a temperatura ambiente 
(20'C) (CCE-E20) y a 5'C (CCE-E5) se describe a continuaci6n: 

El semen fue prediluido en una proporci6n 1:1 con la fracci6n A del diluyente a una 
temperatura de 35°C durante cinco minutes, posterionnente se agrego el resto de la 
fracci6n A detenninado par la concentraci6n deseada (30 x 106 esperrnatozoides/pajilla) y 
enfriarlo a 5"C a una cuD/a de enfriamiento de 0.5°C/minuto utilizando el equipo 
Biocoolw. El semen a SOC se equilibr6 durante dos horas, tiempo en el que se agreg6 una 
cantidad igual de diluyente B el cual se encontraba a 5"C, despues se equilibr6 durante 
cuatro horas; al cabo de este tiempo se envas6 en pajillas de 0.5 mL utilizando una 
concentraci6n de 30 x 106 esperrnatozoides/pajilla. El 50% de las pajillas fueron 
empacadas a temperatura ambiente dellaboratorio (20°C) y el otro 50% se empacaron en 
una dmara fria a 5°C. A continuaci6n se congelaron en vapores de N2 (-110 a -130°C) 
durante 10 minutos a 4 em de altura sabre el nivel del N2, utilizando lotes de 50 pajillas. 
AI cabo de los 10 minutos fueron agrupadas en los goblets de a cinco pajillas par goblets 
y dos goblets par escalerilla para luego ser depositadas directamente en el terrno con l'h 
liquido. 

La metodologia de enfriamiento para los tratamientos sin curva de enfriamiento pasando 
directamente de 35°C a soc y empacado a temperatura ambiente (20°C) (SCE-E20) y a 
5"C (SCE-E5), inici6 con una prediluci6n 1:1 con la fracci6n A del diluyentc a una 
temperatura de 35"C durante cinco minutos, posteriorrnente se agrego el resto de la 
fracci6n A detenninado par la concentraci6n a la cual queremos llegar (30 x 106 

espermatozoides/pajilla) y enfriarlo a 5"C pasindola a una refrigerador previamente 
equi1ibrada a 5"C y se deja alli par dos horas, al cabo de las cuales se agreg6 la fracci6n B 
del di1uyente el cual se encontraba a soc y nuevamente se dej6 equilibrando par cuatro 
horas mas, dcspues se cnvas6 en pajillas de 0.5 mL utilizando una concentraci6n de 30 x 
106 espcnnatozoidcs/pajilla, el 50% se empacaron a temperatura ambiente dellaboratorio 
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(20°C) y el otro 50% se empacaron en una cimara fria a 5°C; a continuaci6n se congelaron 
en vapores de N2 (-110 a -130°C) durante 10 minutos a 4 em de altura sabre el nivel del 
Nz, utilizando lotes de 50 pajillas. Al cabo de los 10 minutos fueron agrupadas en los 
goblets de a cinco pajillas par goblets y dos goblets par escalerilla para luego ser 
depositadas directamente en el termo con N2 liquido. 

Veinticuatro horas dcspu6s del congelamiento se descongelaron cinco pajuelas de cada 
muestra, a 37°C par 40 segundos en bafio maria y se evaluaron nuevamente, calculando 
MI, para la cual el semen fuc diluido en SSF (0.9% NaCl) en proporci6n 1:4 scgU.n lo 
recomendado par Rosas (1997) y depositando una gota en el portaobjetos atemperado y 
cubriCndolo con una laminilla, siendo observados inmediatamente a 20X y 40X en el 
microscopic de contraste de fase. 

La calidad biol6glca se obtiene de multiplicar la MI par la concentraci6n, y el resultado se 
interpret6 de acuerdo al Cuadra 3: 

Cuadra 3. C<ilculo de la calidad biol6gica, expresada en el nlnnero de espennatozoides 
viables par dosis de semen al descongelado a una concentraci6n de 30 millones de 
espennas. 

% i'\'11 # espermas viables Resultado 

0.20 6,000,000 No adecuado 
0.25 7,500,000 No adecuado 
0.30 9,000,000 Aprobado 
0.35 10,500,000 Aprobado 
0.40 12,000,000 Aprobado 
0.45 13,500,000 Aprobado 
0.50 15,000,000 Aprobado 

Fuente: Rosas (1997); adaptado par los autores 

Se consideraron muestras aptas para la I. A. aquellas que presentaron 35% o m<is de MI, 
calidad biol6gica igual o superior a 9 x 106 y un fndice de Recuperaci6n (IR) superior a 30 
(Cuadra 4), ya que val ores entre 31 y 40 son considerados buenos, 41 a 50 muy buenos y 
mayores de 51 excelentes. El IR es el resultado de dividir la MI poscongelaci6n par la IVll 
antes de congelar par cien. 
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Cuadra 4. InterpretaciOn del indice de Recuperaci6n (IR) de semen poscongelado 

< 30 IV1alo 
31-40 Bueno 
41-50 
>51 

Fuente: Hincapie et al. (2003); adaptado par los autores 

2.6 VARIABLES ANALIZADAS 

Muybueno 
Excelente 

Se analizaron las siguientes variables para los cuatro tratamientos: 

• Motilidad en Masa (MM) prey poscongelado (%). 
• Motilidad Individual (MI) prey poscongelado (%). 
• fndice de recuperaci6n (IR) (%). 
• Calidad biol6gica. 
• Anonnalidades prey poscongelado (%). 
• Niuestras aptas y no aptas para I.A (%). 

2.7. DISENO EXPERIMENTAL Y ANALISIS ESTADiSTICO 

Se utiliz6 un disefio de Bloques Completamente al Azar (BCA) con cuatro tratamientos y 
20 repeticiones par tratamiento. Los valores porcentuales de MM, MI, porcentaje de 
recuperaci6n y porcentaje de anormalidades, se corrigieron a tra\:es de la funci6n arc-seno; 
se utiliz6 el Modelo Lineal General (GLM), realizando un ANALISIS UNIVARlADO y 
sepamci6n de medias, para los valores donde se encuentraron diferencias se aplic6 el 
procedimiento de Diferencia Minima SignHicativa (DMS). El valor exigido fue 0.05 y c1 
programa estadistico a utilizado fue Statistic Analysis System (2006). Para las variables 
porcentaje de muestras aptas y no aptas para la I.A. y la interpretaciOn de la calidad 
bio16gica se utilizaron procedimientos de estadlstica descriptiva. 



3. RESULTADOS Y DISCUS! ON 

3.1 MOTILIDAD EN i\IASA (MM) PRECONGELADO Y POSCONGELADO 

Las diferencias encontradas de la Mivi poscongelado entre los tratamientos no fueron 
sib:rnificativas (P = 0.1252). La MM precongelado present6 valores porcentuales 
clasificados como buenos (Cuadra 1). Sin embargo, al poscongelado cste valor disminuy6 
biol6gicamente dependiendo del tratamiento desde un 14% hasta 20% (Cuadra 5), 
variaciones que se atribuyen, posiblcmente, al efecto detrimente del choque de frio 
(cambia de temperatura dnistico) y la susceptibilidad del espennatozoide a] mismo. 

Cuadro 5. Porcentaje de disminuci6n en la Motilidad en IVIasa (MM) para los tratamientos 
de acuerdo ala velocidad de enfriamiento y temperatura de empaque. 

Tratamientos Motilidad en Masa (%) 

CCE-E20 
CCE-E5 
SCE-E20 
SCE-E5 
C.V. 

Precongelado Poscongelado 

89.75 ± 7.34 76.47 ± 7.86 
89.75 ± 7.34 
89.75 ± 7.34 
89.75 ± 7.34 

76.84 ± 7.49 
71.00± 10.21 
71.58 ± 10.15 

15.0928 

Disminuci6n 
(%) 

14.80 
14.38 
20.89 
20.25 

CCE-E20: Curva de enfriamiento de 0.5 °C/minuto basta llegar a 5 oc, empacado a 20 oc. 
CCE-E5: Curva de enfriamiento de 0.5 °C/minuto basta llegar a 5 °C, empacado a 5 oc. 
SCE-E20: Sin curva de enfriamiento, reducci6n directa de temperatura 35 "C a 5 "C, 
empacado a 20 °C. 
SCE-E5: Sin curva de enfriamiento, reducci6n directa de temperatura 35 oc a 5 oc, 
empacado a 5 °C. 

3.2 MOTlLIDAD INDlVlDUAL (MI) PRECONGELADO Y POSCONGELADO 

Las diferencias no fueron significativas para la MI poscongelado entre tratamientos 
(P = 0.3237). La MI precongelado mostr6 valores porcentuales clasificados como buenos 
segUn la esca]a propuesta por Zemjanis (1982). AI poscongelado se obtuvo una 
disminuci6n porcentual promedio de 60% en todos los tratamientos (Cuadra 6). Estos 
resultados estan por encima de lo repmtado por Soto (2001) quien menciona que la 
motilidad individual poscongelaci6n tiene una disminuci6n promedio de 30 a 40% en 
rclaci6n a la motilidad individual en el semen fresco; sin embargo, este autor indica que 
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hay taros cuyo semen se vc afectado en su motilidad individual poscongelado, dcbido a 
que la susceptibilidad de la celula esperm<itica al enfriamiento esta relacionada con la 
composici6n lipidica de la membrana del espennatozoide. 

Cuadra 6. Porcentaje de disminuci6n en la Motilidad Individual (l'vil) para los 
tratamientos de acuerdo ala velocidad de enfriamiento y temperatura de empaque. 

Tratamientos Motilidad individual(%) Disminuci6n 
Precongelado 

CCE-E20 76.25 ± 6.04 

CCE-E5 76.25 ± 6.04 
SCE-E20 76.25 ± 6.04 

SCE-E5 76.25 ± 6.04 
c.v. 

Poscongelado 

32.94± 19.13 
32.37 ± 11.10 
28.50 ± 14.75 
28.32 ± 17.84 

27.5679 

(%) 

56.80 

57.55 
62.62 
62.86 

CCE-E20; Curva de enfriamiento de 0.5 oc/minuto hasta llegar a 5 oc, empacado a 20 oc. 
CCE-E5: Curva de enfriamiento de 0.5 oC/minuto hasta llegar a 5 oc, empacado a 5 oc. 
SCE-E20: Sin curva de enfriamiento, reducci6n directa de temperatura 35 oc a 5 oc, 
empacado a 20 oc. 
SCE-E5: Sin curva de enfriamiento, reducci6n dlrecta de temperatura 35 oc a 5 oc, 
empacado a 5 °C. 

3.3 iNDICE DE RECUPERACION (!R) 

De igual man era, las diferencias no fueron significativas en el IR para los tratamientos 
(P = 0.2653). Los resultados obtenidos de los indices de recuperaci6n indican que los 
tratamientos CCE-E20 y CCE-E5 son clasificados como muy buenos mientras que los dos 
restantes se clasifican como buenos segUn lo recomendado par Hlncapie et a!. (2003) 
(Gr:ifico 1). Las disminuciones porcentuales con los tratamientos SCE-E20 y SCE-E5, 
posiblemente, se deben a los cambios bruscos de temperatura (35°C a 5°C), ya que el 
congelamiento demasiado r:ipido causa choque tennico y formaci6n de hielo intracelular 
(Peters y Bal11991). 

Asi mismo, Hafez (1996) concluye que si cl proceso se realiza lentamente, las 
concentraciones de sal aumentan a medida que el agua se congela. Este incremento en la 
presiOn osm6tica durante un periodo prolongado de congelamiento puede dafiar las 
proteinas y lipoproteinas de las celulas espenmiticas y el acrosoma. La curva de 
enfriamiento que se uti lice para el proceso es muy importante pues de esto depende que e! 
semen no sufra daiios fisicos que se venin reflejados en la calidad biol6gica e indice de 
recuperaci6n. 
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Gnifico 1. indice de recuperaci6n (IR) para los tratamientos de acuerdo ala velocidad de 
enfriamiento y temperatura de empaque. 

CCE-E20: Curva de enfriamiento de 0.5 "C/minuto hasta llegar a 5 "C, empacado a 20 "C. 
CCE-E5: Curva de enfriamiento de 0.5 "C/minuto hasta llegar a 5 "C, empacado a 5 "C. 
SCE-E20: Sin curva de enfriamiento, reducci6n directa de temperatura 35 "C a 5 "C, 
empacado a 20 "C. 
SCE-ES: Sin curva de enfriamiento, reducci6n directa de temperatura 35 "C a 5 "C, 
empacado a 5 "C. 
C,V, ~ 28.50 

3A CALIDAD BIOLOG!CA 

La calidad biol6gica indica el nUmero de espermas viables (con capacidad fecundante) en 
una dosis de semen al descongelado, para aprobar este parimetro la muestra de semen 
tiene que ser mayor o igual a 9 x 106 despues de realizar los respectivos dJculos en 
relaci6n motilidad individual poscongelado y la concentraci6n (Cuadra 3). No sc 
encontraron diferencias significativas en la calidad biol6gica entre tratamientos (P := 

0.2384), 

La calidad biol6gica en los tratamientos CCE-E20 y CCE-E5 son aprobados para la 
inseminaci6n artificial, mientras que los tratamientos SCE-E20 y SCE-E5 no cumplen 
con la calidad biol6gica al no llegar al minima aceptable del nUmero de espermas \ri.ables 
(Rosas 1997) (Cuadro 7), 

Cuando se congela el semen, este sufre un deterioro en la membrana plasm<itica y en su 
acrosoma a causa del proceso de congelaci6n, reduciendo directamente la motilidad 
individual, afectando directamente la calidad biolOgica del semen (Soto 2001). AI realizar 
un cambia brusco de temperatura las c6lulas esperm8.ticas sufren un choque del fr:io, 6stas 
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al estar sin protecci6n se rompen y mueren par que durante la congelaci6n se forman en su 
interior cristales de hielo (Peters y Ball1991). 

Cuadra 7. Calidad bio16glca para los tratamientos de acuerdo ala velocidad de 
enfriamiento y temperatura de empaque. 

Tratamientos # Espennas Viables 

CCE-E20 9,882,353 ± 5,737,838 
CCE-E5 9,710,526 ± 3,330,481 
SCE-E20 8,550,000 ± 4,424,632 
SCE-E5 8,494,737 ± 5,352,619 
C,V, 24.9181 

Resultado 

Aprobado ~ 
' Aprobado ~ 

No adecuado 
No adecuado 

~ Se consideran muestras aptas para la LA. aquellas que presenten nllmero de espennas 
viables mayor o igual a 9 x 106

. 

CCE-E20: Curva de enfriamiento de 0.5 oc/minuto hasta llegar a 5 oc, empacado a 20 oc. 
CCE-E5: Curva de enfriamiento de 0.5 °C/minuto hasta llegar a 5 oc, empacado a 5 °C. 
SCE-E20: Sin curva de enfiiamiento, reducci6n directa de temperatura 35 oc a 5 °C, 
empacado a 20 oc. 
SCE-E5: Sin curva de enfriamiento, reducci6n dirccta de temperatura 35 °C a 5 oc, 
empacado a 5 °C. 

3.5 PORCENTAJE DE ANORl\'IALIDADES PRECONGELADO y 

POSCONGELADO 

Los porcentajes de anormalidades precongelado se encuentran dentro de los valores 
m<iximos establecidos par Hal)' (1987) considerando hasta un 15% como desecho 
fisio16gico. De igual manera en el poscongelado las anonnalidades se mantuvieron par 
debajo del 25% (Cuadra 8), sin embargo, las diferencias encontradas fueron significativas 
entre el tratamiento CCE-E20 y CCE-E5 (P = 0.0395) y entre el tratamiento CCE-E5 y 
SCE-E20 (P = 0.0040); de lo anterior se deduce que pese a las diferencias entre 
tratamientos, todos los val ores est<in par debajo del m3ximo propuesto par Vera (200 1) de 
25% de anormalidades, lo cual se atribuye a que el crioprotector (diluyente) utilizado 
protege eficazmentc las celulas esperm<lticas contra los daiios fisicos que pueden sufi-ir 
Cstas durante el proceso de criopreservaci6n, tal como lo reporta Hafez (1996). 
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Cuadro 8. Porcentajc de anormalidades precongelado y poscongelado, y su incremento 
para los tratamientos de acuerdo ala velocidad de enfriamiento y temperatura de 
empaque. 

Tratamientos Anormalidades 
(%) 

Incremento 
(%) 

Precongelado Poscongelado 

CCE-E20 11.8 ± 4.98 21.60 ± 2.98" 83.05 
CCE-E5 11.8 ± 4.98 22.90 ± 4.01 yo 94.07 
SCE-E20 11.8 ± 4.98 21.05 ± 2.77•· 78.39 
SCE-E5 11.8 ± 4.98 22.05 ± 3.50' 86.86 

C.V. 19.4395 
* Medias dificren entre si (P < 0.05). 
"' Semen apto para la inseminaci6n artificial menor al 30% en sus anonnalidades 
poscongelado. 
CCE-E20: Curva de enfriamiento de 0.5 oc/minuto hasta llegar a 5 oc, empacado a 20 oc. 
CCE-E5: Curva de enfriamiento de 0.5 °C/minuto hasta llegar a 5 oc, empacado a 5 oc. 
SCE-E20: Sin curva de enfriamiento, reducci6n directa de temperatura 35 oc a 5 °C, 
empacado a 20 oc. 
SCE-E5: Sin curva de enfriamiento, reducci6n directa de temperatura 35 oc a 5 oc, 
empacado a 5 oc. 

3.6 PORCENTAJE DE i\!UESTRAS APT AS Y NO APT AS PARA LA 
INSEl\IINACION ARTIFICIAL 

El an8.lisis de muestras aptas y no apta) para la inseminaci6n artificial esta dada par la 
motilidad individual, indice de recuperaci6n y calidad biol6gica. Se observa que el mayor 
porcentaje de muestras aptas para la inseminaci6n artificial se logra en el tratamiento 
CCE-E5 el cual present6 menor porcentaje de disminuci6n en la motilidad individual 
raz6n por la cual el indice de recuperaci6n y la calidad bio16gica son m8.s altos. En los 
tratamientos CCE-E5 y CCE-E20 el nUmero de espennas viables se encuentra por arriba 
del minima establecido de 9 x 106

, Jo cual indica que este semen es apto para la 
inseminaci6n artificial (Cuadra 9). 

Lo anterior indica que el procesamiento de semen con curva de enfriamiento reduciendo 
la temperatura a 0.5°C/minuto hasta llegar a soc y empacado a esta misma temperatura es 
lo mas 6ptimo ya que se disminuye el efecto del choque t6rrnico pcnnitiendo que el 
agente crioprotector realice su labor. 
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Cuadra 9. Porcentaje de muestras aptas y no aptas del semen para la inseminaci6n 
aplicando distintos tratamientos de acuerdo ala velocidad de enfriamiento y temperatura 
de empaque. 

Tratamientos Indice de Calidad Biol6gica lviuestras Aptas 
Recuperaci6n (%) (# Espennas Viables) (%) 

CCE-E20 42.96 9,882,353~ 55 
CCE-E5 42.43 9 710 526* , , 75 
SCE-E20 37.17 8,550,000 40 
SCE-E5 36.40 8,494,737 35 
~ Se consideran muestras aptas para la I.A. aquellas que presenten nllmero de espetmas 
vi abies mayor o igual a 9 x 106

• 

CCE-E20: Curva de enfriamiento de 0.5 "C/minuto hasta llegar a 5 "C, empacado a 20 oc. 
CCE-E5: Cunra de enfriamiento de 0.5 "C/minuto hasta llegar a 5 oc, empacado a 5 "C. 
SCE-E20: Sin cun'a de enfriamiento, reducci6n directa de temperatura 35 "C a 5 "C, 
cmpacado a 20 "C. 
SCE-5: Sin curva de enfriamiento, reducci6n directa de temperatura 35 oc a 5 oc, 
empacado a 5 °C. 



5. RECOJVIENDACIONES 

Trabajar en ambiente controlado con cfunara fiia a soc para obtener mayor porcentaje de 
muestras aptas para la inseminaci6n artificiaL 

Implementar el usa del Biocool® en el Laboratorio de Reproducci6n Animal del Fonda 
Ganadero de Honduras. 

Realizar otros estudios con pmebas de vitalidad para evaluar la diferencia entre 
espennatozoides vivos y muertos. 

Realizar mayor nfunero de repeticiones par taro para evitar la variaci6n amplia en los 
datos. 

Realizar investigaciones comparando otros diluyentes con el Continental Two Step®. 
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7.ANEXOS 

Anexo 1. Tabla para leer la densidad del eyaculado de taro 1 06 /mL. 

Valor Factor de Diluci6n 

0.1110 0.2110 0.311 0 OA/10 0.5/10 0.6110 0.7110 0.8110 0.9/10 1.0110 
95 1,35 675 450 337 270 225 193 168 159 135 
90 1,50 750 500 375 300 250 214 187 167 150 
85 1,65 825 550 412 330 275 235 206 183 165 
so 1,80 900 600 450 360 300 257 225 200 180 
75 1,95 975 650 487 390 325 278 243 216 195 
70 2,10 1,050 700 525 420 350 300 262 233 210 
65 2,25 1,125 750 562 450 375 321 281 250 225 
60 2,45 1,225 816 612 490 408 350 306 272 245 
55 2,65 1,325 883 662 530 441 378 331 294 265 
50 2,95 1,475 893 737 590 491 421 369 328 295 
45 3,35 1,675 1,116 837 670 558 478 418 372 335 
40 3,75 1,875 1,250 937 750 625 536 469 416 375 
35 4,25 2,125 1,416 1,062 850 708 607 531 472 425 
30 4,85 2,425 1,616 1,212 970 808 693 606 539 485 

25 5,55 2,775 1,850 1,387 1,110 925 793 694 617 555 
20 6,35 3,175 2,116 1,587 1,270 1,058 907 794 705 635 




