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Protocolos de criopreservación de semen bovino 

Díaz-Duque NA; López-Castaño PA 

Resumen 

La inseminación artificial (IA) es una técnica utilizada en diferentes especies. La  

congelación  de los espermatozoides es uno de los métodos más sencillos que ha 

permitido ampliar el tiempo de viabilidad de los espermatozoides, ya que puede 

reducir su metabolismo y por lo tanto prolongar la durabilidad del semen. La 

criopreservación consiste en utilizar el frío extremo para disminuir las funciones 

vitales de una célula o un organismo y poderla mantener en condiciones de "vida 

suspendida" durante mucho tiempo. La criopreservación garantiza que los 

espermatozoides puedan ser conservados. El proceso de congelación y 

descongelación afecta la integridad de la membrana plasmática y acrosomal por lo 

tanto la funcionalidad de los espermatozoides.  También suele ocasionar daños 

irreversibles  y  causar muerte celular e infertilidad. El éxito de la criopreservación 

está supeditado  a factores  tales como tipo de diluyente, tasa de descongelación y 

empaque, variación individual del reproductor, crioprotector y tasa de enfriamiento. 

El objetivo fue describir los diferentes protocolos utilizados en la criopreservación 

del semen bovino. Para la realización de este proyecto se utilizaron bases de datos 

como Google Académico, Scopus y Science Direct. 

Palabras clave: Espermatozoide, esperma congelado, fertilidad, inseminación 

artificial, reproducción 

Abstract 

Artificial insemination (AI) is a technique used in different species. The freezing of 

sperm is one of the simplest methods that has allowed to extend the time of viability 

of sperm, since it can reduce its metabolism and therefore prolong the durability of 

semen. Cryopreservation consists of using extreme cold to diminish the vital 



functions of a cell or an organism and being able to maintain it in conditions of 

"suspended life" for a long time. Cryopreservation ensures that sperm can be 

conserved. The process of freezing and thawing affects the integrity of the plasma 

and acrosomal membrane thus the functionality of the sperm. It also usually causes 

irreversible damage and causes cell death and infertility. The success of 

cryopreservation is subject to factors such as type of diluent, thawing and packing 

rate, individual variation of the player, cryoprotectant and cooling rate. The objective 

was to describe the different protocols used in the cryopreservation of bovine semen. 

For the realization of this project databases like Google Scholar, Scopus and 

Science Direct were used. 
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Introducción 

A pesar de los continuos avances en el desarrollo de nuevos extensores y 

crioprotectores, la motilidad post-deshielo del esperma bovino permanece en torno 

al 50%. La criopreservación del semen implica varios pasos generales, de los cuales 

la dilución, la crioprotección, el enfriamiento y la congelación, el almacenamiento y 

la descongelación pueden afectar la estructura y la función del esperma(1). Este 

proceso de crioconservación perjudica la función de la célula espermática, lo que 

podría conducir a una reducción de la fertilidad(2). 

Existe mucha información sobre los protocolos de criopreservación de semen en 

bases de datos, pero esta se encuentra muy dispersa ya que existen protocolos 

para diferentes especies y para cada especie también muchas variaciones tanto en 

materiales como en metodología. 

Andrés Argote, distribuidor de pajillas de la empresa ABS, en Colombia dice que “se 

podría decir que estamos usando el 70 % del material extranjero y el 30 % del 

material nacional” (3). 



Desde la implementación de la inseminación artificial se han utilizado diferentes 

diluyentes y diferentes protocolos para la conservación del semen. Desde yema de 

huevo hasta leche y otras alternativas. El éxito de la crio preservación depende de 

factores tales como calidad del semen, composición del diluyente, crio protector 

utilizado, protocolo de congelación, empaque, tasa de descongelado y la interacción 

entre los anteriores componentes(4). 

Definir un protocolo específico sería de gran ayuda para mejorar la calidad del 

semen procesado en laboratorios de andrología bovina. 

Breve reseña de la Inseminación Artificial 

En la historia de la Inseminación Artificial (I.A)  se menciona a Jacob en la época 

pastoril, como la primera persona que tuvo  la inquietud de fecundar ovejas 

modificando el método de la monta natural. En el siglo XIV un soldado árabe vio 

aparear una yegua  con un semental de gran valor que pertenecía a un jefe árabe 

enemigo y una noche recogió con una esponja el semen depositado en ella, el 

soldado regreso a su campamento e introdujo la esponja en una de sus yeguas, 

logrando fecundarla (5). 

A partir de los años de 1779 a 1780 iniciaron los primeros experimentos científicos 

en los cuales el fisiólogo italiano Lazzaro Spallanzani consigue inseminar una perra 

y obtiene una camada con las características físicas de ambos padres y todas las 

condiciones normales (6). En el siglo XIX son importantes los experimentos 

desarrollados en caninos por Plannis y con equinos por Hoffman y Stallgar (7). 

En la universidad de Cambridge en 1890 Walter Heape, planteo la hipótesis del 

mejoramiento genético por medio de la biotecnología (I. A. o T.E), logrando así 

inseminar una coneja, obtener sus embriones, transferirlos y llevar a término su 

gestación (8). 



Luego hubo grandes aportes para perfeccionar la inseminación entre los cuales se 

destacan: la creación de la vagina artificial por el investigador Italiano Amantea en 

el año 1914 en Italia, el uso de diluyentes (fosfato sódico) para semen en el año 

1930 lo cual permitió prolongar la vida del semen durante varios días y en 1952 se 

logra congelar semen de toro, prolongando así la vida del espermatozoide por 

tiempo indeterminado (5). 

La inseminación artificial fue la primera biotecnología que se utilizó para mejorar la 

reproducción y la genética animal, beneficiando más al ganado lechero. Gracias a 

la inseminación artificial se pudo desarrollar otras tecnologías como la 

crioconservación, la regulación del ciclo estral y la recolección, cultivo y 

transferencia de embriones, la clonación, congelación y crioconservación (9). 

El interés en la inseminación artificial creció después del Primer Congreso de 

Reproducción Animal e Inseminación Artificial en Milán en 1948. Posteriormente, 

programas de test de toros en Colorado (1963) los cuales fueron estandarizados 

después (10). 

 

Historia de la conservación del semen 

Lazzaro Spallanzani en 1776, observó que semen enfriado en la nieve por 30 

minutos, se volvían inactivos pero se podían reactivar nuevamente. La reducción de 

la temperatura se utilizó para deprimir la actividad metabólica y así prolongar la vida 

del espermatozoide (11). 

En los comienzos del siglo XX, el investigador ruso Ivanov logro inseminar alrededor 

de 500 yeguas. En 1913, Ivanov descubrió un carnero muerto en la nieve, el semen 

en estado de congelación contenía espermatozoides vivos y con capacidad 

fecundante, desde entonces se inició la búsqueda de un método que permitiera 

mantener el esperma vivo por más tiempo (7) . 



Técnicas modernas de conservación de semen 

Para la conservación del semen se utilizan diluyentes que son soluciones acuosas 

que permiten aumentar el volumen del eyaculado hasta conseguir las dosis 

necesarias, preservar las características funcionales de las células espermáticas y 

mantener el nivel de fertilidad adecuado (12). 

Muchos de los diluyentes utilizan la yema de huevo dentro de sus componentes. 

Existen varios trabajos que buscan reemplazar la yema de huevo con sustancias 

como la lecitina de soya. Estudios realizados han mostrado que la lecitina de soya 

al 1 o 1,5 % puede reemplazar la yema de huevo (13). 

Actualmente, hay programas como el Computer Assisted Sperm Analysis (CASA), 

que determinan la concentración, motilidad en masa e individual que ayudan en la 

preparación de semen a congelar con excelentes resultados (14). 

El otro parámetro a tener en cuenta es la calidad del diluyente. Son muchos los 

utilizados con variables resultados y que buscan la durabilidad del semen en el 

tiempo con base en la congelación o criopreservación (15).  

Phillips investigador Europeo en su trabajo con diluyentes a base de fosfato sódico, 

fosfato potásico y yema de huevo, logro mantener vivos espermatozoides por 18 

horas a una temperatura de – 4  y – 10  °C (16). 

 

Técnicas para la recolección de semen 

Existen dos tipos de recolección de semen que se describen a continuación y su 

importancia radica en la calidad del semen; con vagina artificial la calidad del 

eyaculado es mejor, pero no siempre hay respuesta por lo que el electro eyaculador 

es mejor en estos casos. 



 
Recolección de semen con electroeyaculador 

El electroeyaculador está compuesto por un  electrodo el cual está conectado a una 

batería que genera una serie de pulsos cortos, de bajo voltaje de corriente a 

estructuras genitales y los nervios pélvicos que están implicados en la erección 

peneana y una respuesta eyaculatoria. Este sistema está conformado por los 

siguientes componentes: caja de transporte, sonda rectal, unidad de control, 

cargador de batería, cable de energía, cable de conexión de la sonda, mango, cono 

y envase de colección. La sonda se inserta en el recto de tal manera que los 

electrodos se encuentran dentro de la cavidad pélvica la cual emite impulsos 

eléctricos a baja voltaje hasta conseguir el objetivo específico de la técnica 

mencionada (17). 

Previamente para el empleo de esta técnica se realiza el corte de pelo del prepucio 

y un lavado, se lubrica la sonda y se inserta en el recto, colocado aproximadamente 

sobre las vesículas seminales. Un ayudante procede a limpiar el recto y a  estimular 

por medio de masaje transrectal en las glándulas accesorias (glándulas vesiculares 

y ampolla de los conductos deferentes) y, luego se introduce el electrodo adecuado 

(18). 

 Una vez colocado en este lugar se procede al estímulo hasta lograr la erección y 

posterior eyaculación. El líquido seminal pronto comienza a salir y el pene aparece 

en el orificio del prepucio. Al momento que se produce la eyaculación el poder de la 

maquina debe estar apagado gradualmente y la sonda retirada suavemente. El pene 

del toro se retrae inmediatamente y volverá a una posición normal. Es importante 

tener en cuenta que este proceso no debe durar no más de cinco minutos desde 

inserción de la sonda a la terminación de la eyaculación (19). 

Vagina artificial  



La vagina artificial consiste en un tubo cilíndrico de plástico rígido y resistente, de 7 

centímetros de diámetro y de 35 a 40 centímetros de largo, recubierto internamente 

por una camisa de goma que se dobla sobre los extremos del cilindro formando una 

cámara que se llana con agua caliente (45 – 46°C) y aire, con el fin de proveer el 

estímulo adecuado de temperatura y presión, logrando así la eyaculación. 

Características del diluyente 

Un diluyente es un medio compuesto de varias sustancias que cumplen diferentes 

funciones como conservar el semen de la criopreservación, solución tampón que 

regula el pH, elementos nutritivos y antibióticos. 

Los sistemas tampones son sustancias encargadas de equilibrar el pH del semen 

producto del metabolismo de los espermatozoides que liberan catabolitos tóxicos 

que producen ácido láctico generando disminución de la viabilidad de los otros 

espermatozoides. Una sustancia tampón, presente en el diluyente, sostiene un pH 

entre 6,9 y 7,1 (20). 

Los crioprotectores son sustancias que protegen a los espermatozoides de la 

congelación. Existen crioprotectores intracelulares y extracelulares. 

Los crioprotectores intracelulares cumplen la función de reemplazar el líquido del 

interior del espermatozoide por el crioprotector generando una crenación de la 

célula y protegiendo al espermatozoide de su ruptura por la formación de cristales 

en el medio extracelular. Los más conocidos son el glicerol, etilenglicol, 

dimetilformamida y sulfóxido de dimetilo. El más usado es el glicerol (20). 

Los crioprotectores extracelulares provocan una deshidratación rápida del 

espermatozoide y los más comunes son sacarosa, dextrosa, glucosa y dextrano 

(20). 



Como sustancia nutritiva se habla de la yema de huevo y leche, la cual  contiene 

lecitina (fosfatidilcolina), que parece proteger la membrana mediante la restauración 

de fosfolípidos celulares perdidos por espermatozoides durante el choque térmico 

(20). También, complejos de colesterol pueden ser usados para reemplazar la yema 

de huevo (21). 

Investigaciones realizadas con semen congelado, determinaron la presencia de 

bacterias principalmente mesófilos e inclusive coliformes (22), y por otra parte la 

flora bacteriana del material espermático en bovinos se han encontrado 

microorganismos patógenos como Actinomyces pyogenes bovis, Staphylococus 

aureus, Streptococcus (grupos A y D de Lancefield), Escherichia coli y 

Pseudomonas aeruginosa; con mayor frecuencia bacterias saprofitas de varios 

géneros y especies (23). Los hallazgos no presentan peligro en el momento de la 

inseminación artificial debido al uso de antibióticos que se adicionan al diluyente. 

Diluyentes más comunes en Colombia 

AndroMed® 

Es un concentrado estéril para la preparación de un diluyente libre de yema de 

huevo para eyaculados bovinos. Es utilizado para la congelación de semen y para 

la conservación de semen fresco. Cada frasco de AndroMed® contiene 200ml de 

concentrado para la preparación de 1.000ml de diluyente listo para su utilización. 

Su contenido en antibióticos corresponde al estándar de la UE: EC norma 88/407. 

Está compuesto por: fosfolípidos, TRIS, ácido cítrico, azúcar, antioxidantes, 

tampones, glicerina, antibióticos y agua de extrema pureza. 

Cada 100ml del diluyente preparado contienen (unidades activas): Tilosina 5.0mg, 

gentamicina 25,0mg, espectinomicina 30,0mg y lincomicina 15,0mg (24). 

Triladyl® 



Es una concentración estéril para la preparación de un diluyente con yema de huevo 

para la congelación de semen bovino en un solo paso. Cada frasco de Triladyl® 

contiene 250g de concentrado para la preparación de 1250g de diluyente listo para 

su utilización. Su contenido en antibióticos es a partir de una dilución de 1:8 (1 parte 

de semen a 8 partes de diluyente) al estándar de la UE: EC norma 88/407.  

Está compuesto por: TRIS, ácido cítrico, azúcar, tampones, glicerina, antibióticos y 

agua de extrema pureza. 

Cada 100 ml del diluyente preparado contienen (unidades activas): Tilosina 5,7mg, 

Gentamicina 28,6mg, Espectinomicina 34,3mg y Lincomicina 17,2mg. Con ello 100 

ml de semen diluido contienen a partir de una dilución de 1:8, la siguiente 

concentración antibiótica: Tilosina 5,0mg, Gentamicina 25,0mg, Espectinomicina 

30,0mg y Lincomicina 15,0mg (25). 

Investigación actual 

El uso de los anteriores diluyentes tiene una buena aceptación, pero hay limitantes 

como mortalidad de los espermatozoides durante el congelado y descongelado. 

Debido a esta circunstancia, se sigue estudiando y buscando alternativas para 

mejorar la calidad del semen criopreservado. La congelación y descongelación de 

semen bovino sufre un daño o la muerte alrededor del 30% de los espermatozoides, 

reduciendo así el porcentaje de espermatozoides móviles aproximadamente en un 

50% (26). 

A continuación, se describirán trabajos realizados con nuevos diluyentes o cambios 

en los ya conocidos y sus resultados. 

Antioxidantes 

Un radical libre es aquella figura química que tiene en su estructura uno o más 

electrones no apareados (27). Los radicales libres más importantes se clasifican en: 



especies reactivas de nitrógeno (NOS) y especies reactivas de oxigeno (ROS), 

siendo estos últimos los más comunes e importantes (28)(29).  

La producción normal de radicales libres ocurre durante el metabolismo del oxígeno. 

Cuando existe un incremento de ATP, hay también un exceso en la  producción de 

dichos radicales (30). Además lesiones de tipo crónico a nivel de los testículos 

además del estrés oxidativo normal provocan liberación de radicales libres 

generando un importante daño a nivel de los espermatozoides debido a la 

peroxidación lipídica, generando alteraciones en los espermatozoides que afectan 

la motilidad, actividad endogénica de antioxidantes enzimáticos, integridad de la 

membrana y fertilidad (30)(31). 

Los antioxidantes son sustancias capaces de retardar, prevenir y detener la 

oxidación de los sustratos o moléculas diana(30)(32). Los antioxidantes tienen una 

variedad amplia que pueden ser desde moléculas complejas, como el superoxido 

dismutasa, la catalasa, peroxirredoxinas y moléculas sencillas como ácido úrico y 

glutatión (33). 

Los antioxidantes se clasifican como enzimáticos y no enzimáticos(34). Los no 

enzimáticos funcionan dando un electrón a un radical libre con el fin de estabilizarlo 

y estos a su vez se ubican en el citosol, matriz mitocondrial y nuclear además en los 

fluidos extracelulares (35). 

El Estrés Oxidativo se considera como un estado de desequilibrio que se origina en 

el cuerpo donde la excesiva producción de Especies Reactivas de Oxigeno abate 

las defensas antioxidantes, donde se desencadenan patologías como: 

deformidades al obstaculizar la espermatogénesis, daños en la funcionalidad del 

espermatozoide y finalmente la infertilidad (36). 

Los principales blancos del EO son macromoléculas de la célula (lípidos, ácidos 

nucleicos, proteínas y carbohidratos). El EO provoca un daño importante en la 



funcionalidad de los espermatozoides debido a la peroxidación lipídica incitada por 

los ROS (37). Las características que se ven afectadas son: motilidad, actividad 

endógena de antioxidantes enzimáticos integridad de la membrana y fertilidad (38). 

Por otra parte se menciona que los aumentos considerables en el estrés oxidativo 

se ven reflejados en el DNA espermático, transcripción de RNA y telómeros, 

teniendo resultados como infertilidad, mortalidad embrionaria y pérdida de la 

gestación (39). 

 Antioxidantes de origen vegetal 

En la actualidad se han realizado investigaciones donde confirman que las plantas 

herbáceas contienen un alto porcentaje de antioxidantes, que se pueden usar como 

extractos, emulsiones y especias (40). 

Estas plantas cuentan con un alto nivel de antioxidantes naturales ya que cuenta 

con una gran variedad de fitoquímicos como: compuestos fenólicos, carotenoides, 

alcaloides, glucosinolatos, taninos compuestos azufrados, esteroles vegetales, etc. 

Estos compuestos se basan en la formación de iones metálicos y la reacción con 

los radicales libres (41). 

 

Se conocen tres grupos de antioxidantes: 

 Antioxidantes Primarios. 

Son los que previenen la formación de nuevos radicales libres, cambiándolas en 

moléculas menos perjudiciales, antes de que estas puedan reaccionar, o evitando 

la creación de radicales libres a partir de otras moléculas. Entre estos antioxidantes 

tenemos a la enzima superóxido dismutasa (SOD), la enzima glutatión peroxidasa 

(GPx) (42). 

 Antioxidantes secundarios 



Estos pueden detener los radicales libres, evitando las reacciones en cadena. Entre 

los que están: la vitamina C, vitamina E, albúmina, betacaroteno y bilirrubina(42). 

 Antioxidantes terciarios 

Estos antioxidantes restauran las biomoléculas afectadas por los radicales libres. 

Entre ellos se encuentran las enzimas reparadoras de ADN y metionina sulfóxido 

reductasa (42). 

Los siguientes antioxidantes están siendo investigados como parte del diluyente. 

 Cisteína  

Este aminoácido es uno de los pocos que está conformado por azufre y es un muy 

buen antioxidante que también protege al organismo de los efectos de la 

contaminación (43) . 

La cisteína tiene aptitudes antioxidantes ya que es un precursor de aminoácidos del 

glutatión, manteniendo niveles intracelulares elevados del mismo que protege las 

células de los daños mediados por ROS, estrés oxidativo (44). El uso de L-cisteína 

en el diluyente para la criopreservación de los espermatozoides de bovino es que 

ayuda a prolongar y puede aumentar la calidad post-descongelación (motilidad, 

membrana plasmática, integridad, viabilidad e integridad acrosomal) de 

espermatozoides de bovino (45). 

 Cafeína  

La cafeína es un compuesto del grupo de las metilxantinas, derivadas de los 

inhibidores de fosfodiesterasas (46).  Además, la cafeína puede tener un efecto 

directo sobre el metabolismo celular; se cree que tal efecto depende de la 

concentración de iones de calcio (47). Este compuesto aumenta la glucolisis en el 

espermatozoide afectando de una manera positiva la motilidad (48).  



 Vitamina C 

El Ácido Ascórbico (AA) o Vitamina C es una lactona de seis carbonos que se 

caracteriza por ser una molécula soluble en agua y por ser más estable en medios 

ácidos. Se clasifica como un agente reductor, catalizador en reacciones de óxido-

reducción y en la donación de electrones (49).  El AA está presente en los testículos, 

en el cual, mediante sus características antioxidantes, lo protege contra el estrés 

oxidativo favoreciendo así la espermatogénesis (50). El consumo de AA beneficia 

el incremento de espermatozoides con motilidad progresiva, mayor concentración 

de células espermáticas en el eyaculado y un aumento en el nivel plasmático de 

testosterona (51). El AA puede desempeñar una función muy importante en las 

células espermáticas brindándoles protección contra el estrés oxidativo, ya que 

mantiene la integridad del material genético (52). La adición de AA al diluyente de 

criopreservación de semen bovino ayuda a mejorar características de motilidad, 

integridad del acrosoma y funcionalidad de la membrana plasmática 

posdescongelado (53). 

Diluyentes no convencionales 

En la actualidad en el mercado existen varios diluyentes comerciales, sin embargo 

su alto valor les impide a los pequeños productores adquirirlo con facilidad, lo que 

pone como primera opción los dilutores de origen animal y vegetal. Por este motivo 

se están realizando búsquedas de nuevas tecnologías para evaluar el efecto de uso 

de dilutores en la viabilidad espermática de ganado bovino. 

Agua de coco 

El agua de coco contiene una gran cantidad de sales minerales como cobre, zinc, 

hierro, acido fólico y fosforo.  El agua de coco se ha utilizado principalmente en 

semen fresco. Estudios han demostrado mejor calidad del semen con agua de coco, 

sobre semen con diluyente comercial (Andromed) y leche desnatada (54). 



Aloe vera 

El Aloe vera posee muchas propiedades y es muy utilizado en muchas áreas por 

sus diferentes propiedades. Una de sus propiedades es la de ser surfactante (55).  

Una sustancia surfactante es cualquier sustancia que reduce la tensión entre dos 

superficies. Se han realizado estudios con surfactantes comerciales en la 

criopreservación del semen con excelentes resultados en la disminución de la 

mortalidad espermática. Aunque no es claro su modo de acción, se cree que los 

surfactantes aumentan la permeabilidad espermática volviendo más porosa la 

membrana y evitando su destrucción. Se hizo una investigación adicionando Aloe 

vera al diluyente con el semen en diferentes concentraciones, sin embargo, los 

mejores resultados se obtuvieron utilizando el diluyente comercial sin Aloe vera. Las 

menores concentraciones del extracto de la planta, tuvieron resultado similar al 

diluyente comercial. Cuando se subió la concentración, la calidad del semen 

criopreservado, disminuyó notablemente. Se deben realizar más trabajos con Aloe 

vera (55). 

Rhus trilobata (zumaque de tres hojas, zumaque aromático de tres hojas, 

arbusto turón) 

Es una planta arbustiva que puede medir hasta 2 metros de altura, flores pequeñas 

amarillas y sus frutos son de color rojo con un diámetro menor a 1 cm. Se considera 

endémica del estado de chihuahua, México (56). 

Se ha demostrado que la planta RT posee propiedades citotóxicas, antineoplásicas, 

proapoptóticas en las líneas celulares de cáncer (CaCo-2 y SKOU-3) y 

antiinflamatorias; debido a su alto contenido de polifenoles atribuyéndole una alta 

actividad antioxidante (57). 

Se dice que el extracto de RT tiene una elevada captación del radical superoxido  

(O2-) muy similar a la del ácido gálico (58) y se reporta un efecto positivo en la 



maduración nuclear y desarrollo embrionario bovino con la adición de RT al medio 

de maduración in vitro (59). 
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