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Resumen
El objetivo del presente estudio fue evaluar la cualidad espermática del semen refrigerado de carneros, en cajas térmicas con 
diferentes temperaturas. Fueron utilizados 6 eyaculados, de 2 carneros colectado con vagina artificial. En el semen se analizó 
volumen, movimiento en masa, motilidad, vigor, concentración espermática, test hipo-osmótico y coloración supra-vital. Las 
muestras fueron divididas en 2 alícuotas y diluidas en solución NaCl 0,9% o en un medio (Botubov®, Botupharma, Botucatu, SP, 
Brasil); después, la dilución fue mantenida a temperatura ambiente, nevera (5ºC), caja Botubox® (15ºC, Botupharma, Botucatu, 
SP, Brasil), caja Botutainer® (5ºC, Botupharma, Botucatu, SP, Brasil) y caja MaxSemen® (15ºC, EHG Agrofarma, Campinas, SP, 
Brasil). Todas las muestras fueron analizadas cada 24 horas, siguiendo los mismos parámetros. De acuerdo con los resultados, las 
muestras mantenidas en el diluyente presentaron viabilidad hasta 48 horas de refrigeración en las cajas térmicas y en la nevera, y 
la motilidad se mantuvo entorno de 30% hasta las 72 horas. Las muestras diluidas en solución NaCl 0,9% conservaron la motilidad 
en 30% hasta las 24 horas de refrigeración. Basado en los resultados se concluye que las tres cajas pueden ser utilizadas para 
transporte de semen ovino, diluido y refrigerado por un período de 24 a 48 horas.
Palabras clave: carnero, crio-preservación, espermatozoide.

Abstract
The aim of this study was to evaluate the ovine sperm quality colled in thermal boxs. Six ejaculates from 2 rams were collected 
using artificial vagina. Samples were analyzed to volume, mass movement, motility, vigor, sperm cell concentration, hypo-osmotic 
swelling test and supravital stain. Ejaculates were divided into 2 aliquots and diluted in 0.9% NaCl or in the extender (Botubov®, 
Botupharma, Botucatu, SP, Brazil), and was kept at room temperature, refrigerator (5°C), Botubox® (15°C, Botupharma, Botucatu, 
SP, Brazil), Botutainer® (5ºC, Botupharma, Botucatu, SP, Brazil) and MaxSemen® (15°C, EHG Agrofarma, Campinas, SP, Brazil). 
All samples were analyzed each 24 hours to the same parameters. According to the results the samples diluted and cooled in 
extender preserved sperm viability until 48 hours in thermal boxes and in refrigerator; and the samples extended preserved in 
environment maintained motility 30% up to 72 hours. Samples diluted in 0.9% saline retained motility around 30% until 24 hours of 
cooling. Based on the results it is concluded that the three boxes may be used for transport of ram semen, diluted and refrigerated 
for a period of 24 to 48 hours.
Keywords: cryopreservation, ram, spermatozoa.

Introducción
La criación de ovinos en los últimos años ha crecido y el mercado 
internacional de carne ovina se mantiene en alta, debido al 
menor costo de producción. Este crecimiento ha impulsado y 
estimulado la aplicación de biotécnicas de reproducción en la 
especie (Oliveira y Oliveira, 2008) con el objetivo de aumentar 
la productividad y rentabilidad del rebaño.
Dentro de las biotecnologías se debe resaltar la importancia de 
la refrigeración de semen (Simplicio et al., 2007). Las células 
espermáticas de los ovinos pueden ser conservadas por largos 
períodos a temperatura ambiente, no obstante la conservación 
entre 10 a 15ºC o 0 a 5ºC, con disminución gradual de la 

temperatura es más  apropiado para conservar la integridad 
celular (Bicudo et al., 2003).

La conservación del semen reduce o para el metabolismo 
del espermatozoide sin prejuicios para la fertilidad (Maxwell 
y Salamon, 1993; Watson, 1995). Con todo, la congelación 
y descongelación del semen de carneros causa injurias a las 
células y reduce la fertilidad. El tiempo máximo de refrigeración 
sin alteración en la fertilidad ha sido relatado entre 6 y 12 horas 
(Kasimanickam et al., 2007).
La refrigeración es una alternativa a él semen congelado, 
cuando la inseminación es hecha dentro de un corto espacio de 
tempo después de la colecta. Salamon et al. (1979) y Salamon 
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y Maxwell (2000) reportaron una buena cualidad de semen de 
carneros, mantenidos a 5ºC por 6 días, sin embargo la tasa de 
fertilización después del día 6 y 8 cayó drásticamente.
Estudios describen alteraciones en la integridad acrosomal 
(Tasseron et al., 1977; Hollinshead et al., 2004), capacitación 
espermática (Paulenz et al., 2002) y motilidad (Maxwell y 
Stojanov, 1996; Upreti et al., 1997; Gündogan, 2003) durante 
la refrigeración por períodos variables. A pesar de eso, la 
refrigeración posee ventajas sobre la congelación por tener 
una alta cualidad seminal y un menor precio, viabilizando la 
técnica para períodos de almacenamiento cortos (England y 
Ponzio, 1996).
Independiente del diluyente, tasa de dilución, temperatura 
o condiciones de refrigeración, cuanto mayor el tiempo de 
refrigeración, mayor tasa de deterioro de la célula, la cual es 
acompañada por un declino en el transporte y sobrevivencia 
del espermatozoide en el tracto reproductivo femenino y, 
consecuentemente, reducción de la fertilidad (Salamon y 
Maxwell, 2000).
Con la utilización de cajas isotérmicas es posible el envío de 
muestras de semen para regiones más distantes evitando 
pérdida del material (Mota-Filho et al., 2007). Los sistemas de 
transporte térmicos para semen son considerados equipamientos 
buenos utilizados en la biotecnología, con fácil acceso, por ser 
producidos en Brasil (Farrás et al., 2008).
Por se tratar de un método simple de conservación de células 
espermáticas y tener pocos estudios en la especie, el objetivo del 
trabajo fue evaluar el efecto de la temperatura sobre la viabilidad 
del semen ovino mantenido a 5ºC, 15ºC y temperatura ambiente, 
utilizando diferentes cajas térmicas de transporte.

Materiales y métodos
El estudio fue realizado con consentimiento y vigilancia del 
comité de ética en el uso de animales (CEUA) de la Universidad, 
bajo el protocolo nº 014/07 A.
Fueron utilizados dos carneros adultos, de la raza Santa Inês, 
provenientes de la hacienda experimental. Antes del inicio 
del experimento, los carneros fueron evaluados clínicamente 
y entrenados para colecta de semen con vagina artificial. El 
experimento fue realizado en los meses de mayo y junio.
El semen fue colectado de carneros previamente entrenados 
con vagina artificial en la presencia de una hembra vacía. 
Los animales fueron sometidos a tres colectas de semen con 
intervalo de una semana entre cada una, para un total de seis 
eyaculados. El semen fue recogido en tubos de recolección 
graduados calentados y protegidos de la luz.
Inmediatamente terminada la colecta fueron analizadas las 
características macro y microscópicas del semen en un plazo 
máximo de 15 minutos.
El volumen fue determinado por medio del tubo graduado 
utilizado al momento de la colecta (mL).
El movimiento en masa de los espermatozoides fue evaluado 
por visualización en microscopio con contrafase, con aumento 
de 40x, colocando una gota de semen sobre un porta objetos. El 
movimiento fue clasificado entre 1 y 5. La motilidad espermática 
fue determinada con una gota de semen diluida en solución 

salina 0,9%. Colocada sobre una lámina térmica y recubierta 
por cubre objeto. El examen fue realizado por la observación 
de movimiento de las células espermáticas, utilizando un 
microscopio con contraste de fase, en un aumento de 100X. 
La motilidad fue representada por el porcentaje de 0 a 100 de 
espermatozoides con movimiento.
El vigor espermático fue representado por un score de 0 a 5, 
donde 0 son los espermatozoides sin movimiento y 5 los que 
presentan movimientos rápidos y vigorosos. La concentración 
espermática fue determinada en cámara hematimetría de 
Neubauer, después de la dilución del semen en formol-salino 
tamponado, pH 7,2. Los espermatozoides fueron contabilizados 
por microscopio con contraste de fase, en un aumento de 400X 
y el número de células fue expresado en millones (CBRA, 2013).
 El test hipo osmótico fue realizado según la técnica descrita por 
Jeyendran y col (1984) que consistió en mesclar 5 µL de semen 
con 500 µL de la solución hipo osmótico. Las muestras fueron 
agitadas por movimientos de transposición lentos y suaves, y 
una gota del material fue colocada en un porta objeto y cubierta 
por un cubre objeto, la lectura fue realizada por microscopio de 
contraste de fase. Fueron contadas 200 células espermáticas, 
en varios campos de la lámina, escogidos aleatoriamente. Los 
espermatozoides fueron considerados con integridad estructural 
y funcional de la membrana cuando observado edema, 
evidenciando por el enroscamiento de la cola. El resultado fue 
dado en porcentaje obtenido de la cantidad de espermatozoides 
con cola enroscada.
La coloración supra vital para evaluar integridad de membrana 
fue efectuada con una gota de eosina (eosina amarilla 3% 
en solución NaCL 0,9%, (Hafez, 1995) depositada sobre un 
porta objeto al lado de una gota de semen. Las gotas fueron 
homogenizadas y se realizó un frotis. La lectura fue realizada en 
microscopio óptico, con aumento de 400X. Las células teñidas en 
rojo fueron consideradas con membrana lesionada (muertas) y 
las que no se tiñeron fueron consideradas íntegras. El resultado 
fue dado en porcentaje.
Después del análisis, las muestras fueron diluidas en alícuotas 
de 500µL cada una. Fue adicionado 2 ml de medio diluyente 
Botubov® (Botupharma, Botucatu, SP, Brasil) o 2 ml de solución 
NaCl al 0,9 %. Estas muestras diluidas fueron nuevamente 
divididas en cinco tubos plásticos con tapa y mantenidas a 
temperatura ambiente, nevera (5ºC) y en las cajas térmicas 
Max-Semen®-Express (EHG Agrofarma, Campinas, SP, Brasil, 
15ºC), Botutainer® (Botupharma, Botucatu, SP, Brasil, 5°C) y 
Botubox® (Botupharma, Botucatu, SP, Brasil, 15°C). En cada 
caja fue colocado un volumen de 150 ml de agua, en un tubo 
plástico, para que el pequeño volumen del semen no sufriera 
prejuicios debido al rápido enfriamiento, manteniéndose la curva 
de refrigeración propuesta por el fabricante.
Las muestras fueron analizadas después de la dilución (antes de 
refrigerarlas) cada 24 horas, hasta que la motilidad espermática 
fuera <10%. Las cajas fueron abiertas rápidamente y 100µl 
de cada muestra fueron retiradas para evaluación, sin que los 
tubos fuesen removidos, en los periodos de 24, 48, 72 y 96 
horas. Previo a la evaluación, las alícuotas permanecieron a 
temperatura ambiente por 15 minutos.
Los resultados obtenidos fueron descritos por medias aritméticas 
y desviaciones estándares, y analizados por análisis de varianza 
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ANOVA y las comparaciones múltiples entre los grupos por el 
método de Student-Newman-Keuls, en el cual se consideró 
diferencia significativa cuando P < 0,05. Los análisis fueron 
realizados en el programa SigmaPlot para Windows versión 11.0.

Resultados e discusión
Los parámetros de semen fresco, en todas las colectas 
realizadas, se encontraron dentro de los valores normales 
establecidos para la especie (Aisen, 2008). La media y el 
desvío padrón del análisis del semen fresco fueron 1,3 ± 0,4 
mL volumen, 3,2 ± 0,4 movimiento de masa, 88,3 ± 5,2 % de 
motilidad, 4,0 ± 0,0 vigor, 88,0 ± 7,6 % test hipo osmótico y 86,0 
± 4,5 % de espermatozoides con membrana íntegra (eosina).
Según Milczewski et al. (2000) la reducción, el aumento 
de la temperatura y la manipulación del semen promueven 
una disminución en la motilidad y danos ultra-estructurales, 
bioquímicos y funcionales en los espermatozoides. Tal afirmación 
fue confirmada en este estudio, lo cual verifico que el proceso 
de refrigeración provoco una disminución significativa, en la 
cualidad espermática de acuerdo con el tiempo de refrigeración, 
tanto en el semen diluido en el medio, cuanto en el diluido en 
solución NaCl 0,9%; y en cualquier situación el semen fresco 
presento cualidad superior al refrigerado. Sin embargo, la 
refrigeración en medio diluyente fue siempre superior a la 
refrigeración en solución NaCl 0,9 %.
Con respecto al análisis del semen refrigerado en medio diluyente 
hubo una caída significativa (P < 0,05) de la cualidad del semen 
con el tiempo en todos los tratamientos (Figura 1). Según 
Maxwell y Salamon (1993) la fertilidad disminuye rápidamente, 
después de la inseminación cervical, cuando el semen es 
refrigerado por más de 24 horas. El decrecimo de la fertilidad 
presenta una tasa de 10% a 35% por día de refrigeración. En 

cuanto 68% a 75% de las ovejas parieron después de una única 
inseminación con semen fresco, la tasa de parto para el semen 
refrigerado 24, 48 e 72 h fue de 45% a 50%, 25% a 30%, 15% 
a 20%, respectivamente. Estos resultados están de acuerdo con 
los encontrados en este estudio, habiendo sido observada una 
caída de aproximadamente el 20% a cada día de refrigeración, 
cuando el semen fue diluido en medio diluyente, especialmente 
en las primeras 48 horas. Conforme con los estudios realizados 
de Menchata et al. (2005) donde encontraron una reducción en 
la tasa de concepción del semen refrigerado a 5ºC durante 24 
horas, cuando comparados en fresco. Resultados más recientes 
reportan una disminución en las tasas de fertilidad de 5,3 % 
de semen refrigerado por 26 horas cuando comparadas con 
semen fresco, concluyendo que el éxito en el uso de semen 
refrigerado depende de múltiples factores, como temperatura de 
almacenamiento (5º) y composición del diluyente (Gimenez-Diaz 
et al., 2011). El presente estudio no evaluó la tasa de fertilización, 
no obstante, el medio diluyente utilizado es comprobadamente 
eficaz para la manutención de las células espermáticas del 
carnero (Monreal et al., 2012).
Las células mantenidas a temperatura ambiente fueron 
evaluadas por hasta 48 horas, ya que posteriormente a este 
período ninguna célula viable fue encontrada. Las medidas de los 
parámetros evaluados fueron menores (P < 0,05) en las muestras 
conservadas en solución NaCl 0,9 % a temperatura ambiente, 
cuando comparadas con las de medio diluyente, durante las 48 
horas de refrigeración, aunque a las 24 horas los parámetros no 
difirieron. La motilidad espermática de las células diluidas en medio 
diluyente no tuvo diferencia entre las cajas térmicas evaluadas en 
los períodos propuestos. Según Salamon et al. (1979) observaron 
una tasa de preñez de 62 a 75%, cuando el semen fue mantenido 
a 5ºC, por 5 días. Aunque no allá sido evaluada la tasa de preñez 
en el presente estudio, basados en los resultados, las cajas 

de transporte aquí estudiadas mantuvieron el 
semen ovino con alta motilidad, durante 48 horas, 
disminuyendo los niveles inaceptables después 
de 72 horas de refrigeración.
Según Azevedo et al. (2005) la refrigeración del 
semen torna la célula espermática vulnerable, 
pues la línea de temperatura entre 15 a 5ºC 
induce daños irreversibles a la motilidad y a 
la capacidad fertilizante. Martinez-Rodriguez 
et al. (2012) afirman que el semen mantenido 
a 15ºC preserva su capacidad fertilizante 
hasta por 12 horas, sin embargo su motilidad 
puede permanecer estable por hasta 48 horas. 
Contrariando tales afirmaciones Verstegen et al. 
(2005), en especies distintas, comprobaron que 
el cambio de medio puede elevar la motilidad 
espermática, del semen refrigerado por largos 
períodos. En el estudio aquí presentado, las 
cajas térmicas utilizadas son capaces de 
mantener la temperatura por máximo 48 horas, 
debido a la duración del hielo reciclable, lo que 
puede haber contribuido a la caída elevada de 
la motilidad después de este período. Con todo, 
aún permanece incierto si el cambio del medio 
y de los hielos auxiliaría en la manutención de 
la motilidad. Inesperadamente, las muestras 
mantenidas en la nevera, a una temperatura 

Figura 1: Motilidad de las células espermáticas diluidas en medio diluyente (Botubov®, 
Botupharma, Botucatu, SP, Brasil) mantenidas en temperatura ambiente o en cajas térmicas 
Botutainer® (Botupharma, Botucatu, SP, Brasil), Botubox® (Botupharma, Botucatu, SP, Brasil) 
o Max-Semen® - Express (EHG Agrofarma, Campinas, SP, Brasil).
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constante presentaron el mismo comportamiento de las muestras 
mantenidas en las cajas térmicas, lo que justifica la afirmación 
de Verstegen et al. (2005) que el medio se torna impropio para 
mantener las células espermáticas por largos períodos de 
refrigeración, principalmente por el acúmulo de metabolitos, 
disminución del pH y acúmulo de radicales libres de oxigeno 
(ROS) (Salamon y Maxwel, 2000).
La refrigeración perjudica parámetros esenciales de los 
espermatozoides como índice de fragmentación de DNA, 
potencial de membrana mitocondrial e integridad de la membrana 
plasmática (Watson, 1995). Gil et al. (2011) describieron una 
disminución en la motilidad e integridad de membrana de 
espermatozoides mantenidos en medio diluyente a 5 ºC después 
de 48 horas de refrigeración, diferente de lo encontrado en este 
estudio, donde la integridad de la membrana (hipo-osmótico y de 
coloración con eosina) fue evaluada. Sin embargo no se alteró 
hasta las 72 horas (en torno de 75%), cayendo bruscamente a las 
96 horas de refrigeración en las muestras mantenidas en medio 
diluyente, exceptuando las muestras mantenidas a temperatura 
ambiente que a las 72 horas no presentaron viabilidad y por 
tanto no fueron evaluadas para este parámetro durante este 
momento. También, el medio diluyente fue capaz de mantener 
las membranas íntegras, demostrado por la baja integridad de 
la membrana, cuando el semen fue refrigerado en solución NaCl 
0,9% o mantenido a temperatura ambiente. Probablemente, 
los componentes del medio diluyente protegerán las células 
espermáticas durante las 72 horas iniciales de refrigeración, 
aunque la elevación de la temperatura puede haber contribuido 
para la disminución del porcentaje de membrana íntegra, 
posterior a este período.

Paulenz et al. (2002) estudiaron el efecto de diferentes diluyentes 
(leche, citrato de sódio e TRIS, todos conteniendo gema de huevo) 
y temperaturas de refrigeración (4º e 20ºC) sobre la viabilidad 
del semen de carneros. Todos los parámetros evaluados fueron 
influenciados por el tiempo de refrigeración y diluyente, en 
cuanto la motilidad espermática fue también influenciada por la 
interacción entre los diluyentes y la temperatura. La resistencia 
osmótica y la integridad de la membrana disminuyeron después 
de 6 horas y la motilidad espermática, integridad del acrosoma 
y capacitación disminuyeron gradualmente de 0 a 30 horas de 
almacenamiento a 5ºC. A 5ºC la viabilidad fue mejor, cuando 
comparada a 20ºC, durante 30 horas. En este trabajo los dos 
medios testados Botubov® y la solución NaCl 0,9%, se mostraron 
diferentes, y en el primero la viabilidad del semen fue más 
duradera. Los medios contienen diferentes sustancias que 
contribuyen para la manutención de la viabilidad. De acuerdo 
con O’Harra (2010)  el efecto del diluyente sobre la motilidad y 
viabilidad es significativo cuando la temperatura de refrigeración 
es igual o superior a 15ºC. Sin embargo la solución NaCl 0,9% 
no posee ninguna fuente de energía o sistema tampón (Watson, 
1995), no siendo un medio ideal para la manutención de las 

células espermáticas, que fueron utilizadas en este estudio, 
solo como medio de control.
Las células espermáticas refrigeradas en solución NaCl 0,9% no 
fueron evaluadas estadísticamente debido al reducido número 
de muestras viables. Con todo, se notó que las cajas Botutainer® 
e Max-Semen®-Express consiguieron mantener la viabilidad de 
un número mayor de muestras por mayor período de tiempo, 
aun cuando las muestras fueron diluidas en la solución NaCl 
0,9%, siendo que en la segunda, a las 24 horas, la motilidad 
espermática media fue de 39%.
La refrigeración prolongada puede ser un paso inicial para la 
congelación, cuando hay dificultad de congelar el semen luego 
después de la colecta. Para esta propuesta, Hermansson y 
Linde-Forsberg (2006) congelaron el semen de canes después 
de uno o dos días de refrigeración a 4°C. Ninguna diferencia 
fue verificada en la motilidad, integridad de la membrana 
espermática y acrosomal, cuando comparado con el congelado 
luego después de la colecta. A pesar de ser especies diferentes, 
la motilidad observada (en torno de 70%) a las 24 horas 
de refrigeración posibilitaría la congelación del semen, sin 
necesidad de transportar el animal o cualquier equipamiento a 
la propiedad rural, apenas la caja de transporte.
Según los trabajos de Maxwell y Salamon (1993) y Yaniz et 
al. (2005) el semen refrigerado puede ser preservado a una 
temperatura entre 4º y 15º C. A pesar de esto, cuando mayor 
el tiempo de refrigeración, mayor la tasa de deterioración 
espermática, caída de la viabilidad espermática y disminución 
de la integridad de las membranas plasmáticas, interfiriendo 
en la capacidad fecundante (Milczewski et al., 2000). Estas 
afirmaciones fueron confirmadas en este estudio, siendo que el 
tiempo de refrigeración ideal para el semen ovino fue de 48 horas.
Las bajas temperaturas disminuyen las tasas metabólicas del 
espermatozoide y prolongan su longevidad (Watson, 1995). A 
pesar del corto periodo de almacenamiento de la técnica de 
refrigeración, la ventaja es que la cualidad del semen refrigerado 
es superior al congelado (Rabassa et al., 2007), siendo una 
técnica viable para cortos períodos de almacenamiento. Cuando 
se comparan las cajas de transporte para el semen congelado 
(botellón de nitrógeno líquido) y refrigerado (caja térmica), se 
puede afirmar que las cajas térmicas son más leves y por este 
motivo, el transporte tiene un costo menor, lo que puede ser otra 
ventaja del semen refrigerado.

Conclusiones
En las condiciones del estudio, se concluye que el semen de 
ovinos puede ser conservado en las cajas térmicas BotuBox®, 
Botutainer® y Max-Semen Express®, a 5ºC y 15ºC, por 48 
horas sin prejuicios extensos a la motilidad o integridad de 
la membrana plasmática. Pero, después de este período, la 
motilidad es afectada.
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