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RESUMEN 

INFLUENCIA DEL DILUTOR, RAZA Y MES EN LA CRIOPRESERV A CION 
DEL SEMEN OVINO 

Delfino Garcia Becerril,1 Raymundo Rangel Santos,2 Rafael Nunez Dominguez,2 y Raymundo Rodriguez 
de Lara2 

El prop6sito de esta investigaci6n fue estimar la influencia del dilutor, la raza y el mes 
sobre la incidencia de dafios acrosomales (DA) y motilidad postdescongelaci6n (MPD). 
Los dilutores utilizaron fueron el Triladyl de canicter comercial y el dilutor preparado 
en ellaboratorio de caracter experimental. Se utilizaron 5 machos, 3 Dorper y 2 Mutton 
Merino, durante los meses de octubre a julio del 2000. Los DA se evaluaron utilizando 
el colorante comercial spermac. La MPD se evalu6 mediante el porcentaje de 
espermatozoides con motilidad rectilinea y progresiva. Los datos se analizaron mediante 
el procedimiento GLM del paquete computacional SAS. No se encontr6 efecto 
significativo del dilutor (P>0.20), ni de la raza (P>0.80) en la incidencia de dafios 
acrosomales. Sin embargo, el mes result6 altamente significativo (P<0.002), 
observandose la mayor incidencia de dafios acrosomales en junio y julio ( 29 y 28.2%, 
respectivamente). La MPD no fue afectada por el dilutor (P>0.20), mientras que el mes 
result6 significativo (P<O.OOl), encontrandose que la mayor motilidad se present6 en 
enero (52%) y la menor en junio (44%) y julio (42%). El efecto de la raza result6 
significativo (P<0.080), donde los machos Mutton Merino presentaron mayor MPD 
comparativamente con los machos Dorper ( 48 vs 46%, respectivamente). 

Palabras Clave: Dilutor, criopreservaci6n, dafios acrosomales, motilidad 
postdescongelado. 

1. Maestro en Ciencias en Producci6n Animal del departamento de Zootecnia. 
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SUMMARY 

INFLUENCE OF DILUENT, BREED AND MONTH ON THE 
CRIOPRESERVATION OF RAM SEMEN 

Delfino Garcia Becerril 1 ,Raymundo Rangel Santos,2 Rafael Nunez Dominguez,2 y Raymundo Rodriguez 
de Lara2 

The aim of the study was to estimate the influence of diluent, breed and month on 
the incidence of acrosomal damage (AD) and posthaw motility (PTM), The diluents used 
more Triladyl an comercial diluent and experimental diluent prepared in the laboratory. 
Five rams were used 3 Dorper and 2 Mutton Merino, from october of 1999 to july 2000. 
The AD was determined using the spermac comercial stain. The PTM was evaluated 
through the porcentage of spermatozoa mont lineal and progresive motility. The date 
were analized through GLM procedure contained in the SAS package. There was no 
significant effect of diluent (P>0.20) and breed (P>0.80) on the incidence of acrosomal 
damage. However, there was a highly significant effect of month (P<0.002), recording 
the highly incidence of acrosomal damage in june and july (29 and 28.2%, respectively). 
The PTM was not affected by the diluent (P>0.20), while the effect of month was 
significant (P<O.OOl), recording the highest motility in january (52%) and the lowest in 
june (44%) and july (42%). The effect of breed was also significant (P<08), where the 
Mutton Merino rams registered higher PTM compared to Dorper rams ( 48 vs 46%, 
respectively). 

Key words: Diluent, criopreservation, acrosomal damage, posthaw motility. 
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1. INTRODUCCION 

La inseminaci6n artificial constituye una tecnica que ha permitido el avance acelerado 

en los programas de reproducci6n y mejoramiento genetico (Maxwell y Watson, 1996). 

En estos programas influyen de manera importante factores especificos de la hembra, del 

macho y de la tecnica de inseminaci6n. La tasa de prefiez y el numero de corderos 

nacidos se utilizan como panimetros para evaluar estos programas (Halber et al., 1990). 

La necesidad de cubrir o fertilizar un gran numero de hembras con semen de machos 

geneticamente superiores, requiere de transportar el semen a puntos distantes del lugar 

de colecci6n, basta los ranchos donde se realiza la inseminaci6n artificial. Lo anterior 

aunado a que necesariamente los mismos cameros se tienen que utilizar dentro y fuera 

de la epoca reproductiva, estimula en gran medida la investigaci6n para conservar el 

esperma bajo condiciones artificiales (Salamon y Maxwell, 2000). 

Ante la necesidad de conservar el semen por largo tiempo, se desarrollaron las tecnicas 

de conservaci6n de semen liquido y congelado; sin embargo, cuando se utiliza semen 

congelado en los programas de inseminaci6n transcervical, los porcentajes de gestaci6n 

son bajos. Lo anterior se ha atribuido a fallas en la fertilizaci6n de los oocitos, lo cual se 

encuentra relacionado con la alteraci6n en la movilidad de los espermatozoides y a 

dafios en el acrosoma (Pursel et al., 1974; Aalsoth y Saacke, 1985; Castaneda et al., 

1996; Maxwell y Watson, 1996; Zhao y Buhr, 1996). La busqueda de nuevas 

altemativas para mejorar estos porcentajes de gestaci6n y fertilidad ha sido la 

inseminaci6n intrauterina por laparoscopia y el perfeccionamiento de la criopreservaci6n 

del semen (Maxwell y Watson, 1996). 



Los programas de inseminaci6n artificial a largo plazo hacen estrictamente necesario la 

preservaci6n de los espermatozoides bajo condiciones artificiales por extensos periodos 

de tiempo (Gorlach, 1999), lo cual se logra mediante metodos que reduzcan el 

metabolismo de los espermatozoides ( congelamiento a -196 °C en nitr6geno liquido ), 

dado que a esta temperatura es pnicticamente imposible cualquier movimiento 

molecular, con lo cual se logra prolongar su vida fertil (Salamon y Maxwell, 1995b ). La 

reducci6n e incremento de la temperatura, lo cual involucra el congelado y descongelado 

del semen, inevitablemente reduce la proporci6n de espermatozoides m6viles y viables 

(Parks y Graham, 1992), lo anterior es causado por una serie de dafios de tipo 

estructural, bioquimico y funcional (Salamon y Maxwell, 1995b ). 

Los diluyentes utilizados en la conservaci6n del semen ovino incluyen sustancias de 

naturaleza muy diversa (Maxwell y Watson, 1996). Estas sustancias deben cumplir con 

requisites como pH, capacidad tampon, osmolaridad y fuerza i6nica. Ademas de 

contener una fuente de energia para el espermatozoide, no deben deteriorarse durante el 

almacenamiento previo a su uso y sobre todo deben proporcionar a la celula espermatica 

protecci6n frente a los efectos adversos del enfriamiento, congelaci6n y descongelaci6n 

(Mann, 1964; Molina eta/., 1994). 

En nuestro pais no se tienen lineas de investigaci6n que consideren aspectos como los de 

formulaci6n y producci6n a nivel comercial de extensores para la preservaci6n del 

semen ovino, asi como resuliados que avalen el exito de los mismos. Los alcances que se 

persiguen en este trabajo son los de determinar el posible exito o fracaso de la 

formulaci6n y producci6n de un extensor para semen ovino el cual se comparara con 
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otro de canicter comercial mediante pruebas de laboratorio. Dentro de las principales 

limitantes se pueden mencionar la disponibilidad de machos de alto potencial genetico 

de razas productoras de came las cuales tengan una gran solicitud en el mercado 

nacional, asi como de productores que tengan la disponibilidad de facilitar sus animales 

para realizar investigaci6n. 

3 



2. OBJETIVOS 

Evaluar a nivel de laboratorio dos dilutores utilizados en la criopreservaci6n de 

semen de ovinos. 

Evaluar a nivel laboratorio el efecto de la raza, mes y epoca del afi.o sobre las 

caracteristicas prediluci6n y postdescongelaci6n de semen ovino. 

3. HIPOTESIS 

Las hip6tesis del estudio son: 

El tipo de dilutor no afecta las caracteristicas morfol6gicas y estructurales de los 

espermatozoides. 

La raza, mes y epoca del afi.o no afectan las caracteristicas prediluci6n y 

postdescongelaci6n del semen ovino. 

4 



4. REVISION DE LITERATURA 

4.1. Antecedentes historicos de Ia criopreservacion 

Los primeros estudios realizados para conservar los espermatozoides mediante bajas 

temperaturas fueron realizados por Spallanzani (1776), qmen conservando 

espermatozoides de mamiferos en frascos pequefios de vidrio y mantenidos a 

temperaturas bajo cero grados centigrados en nieve, para posteriormente exponerlos a 

temperaturas ambientales para su descongelado observ6 motilidad. 

Salomon y Maxwell (1995a) realizan una amplia revision mediante la cual se aportan 

datos hist6ricos sobre el proceso de la criopreservaci6n de celulas vivas. En los inicios 

del siglo XX ( 1907) Ivanov conserv6 espermatozoides de caballo por una semana 

congelados a -15 °C, pero no hubo motilidad despues del descongelado. Jahnel en 1938, 

demostr6 la posibilidad de congelar semen humano en hielo seco (-79 °C), y nitr6geno 

liquido ( -196 °C) 0 helio liquido a ( -296 °C). 

El uso de algunos agentes o sustancias que ayudaran al proceso de congelaci6n fue 

investigado por varios autores. Los primeros reportes sobre el uso de alguna de estas 

sustancias crioprotectoras consta de 1908, cuando Maximov observ6 que tanto tejidos 

como celulas vegetales sobrevivieron al someterse a congelaci6n a -22 °C cuando se 

encontraban en una soluci6n con pequefias cantidades de glicerol. Posteriormente Later 

et a/.(1937) utilizando una soluci6n de glicerol 1M (9.2%), pudieron congelar semen de 

conejo, cerdo, toro y camero con poca sobrevivencia, lo cual fue atribuido a un efecto 

t6xico de las altas concentraciones del glicerol. 
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El uso de algunas otras sustancias como crioprotectores tambien fueron investigadas. 

Hadapp (1938) vitrific6 esperma de rana en una soluci6n con una alta concentraci6n de 

a.zUcar (40%). Parkes en (1945) al utilizar concentraciones moderadas de azucar obtuvo 

una buena proporci6n de espermatozoides m6viles de humano despues del 

descongelado. Polge ( 1949) report6 las propiedades protectoras del glicerol, lo cual dio 

un gran impulso a la crio-preservaci6n del semen de los mamiferos. En 1950 Polge y 

Smith, perfeccionaron la metodologia para el congelamiento del semen de bovinos, la 

cual, generalmente es utilizada para el congelamiento de semen de otras especies con 

algunas modificaciones hasta la epoca actual. Asi en 1955 Emmens y Blackshaw, al 

inseminar 679 borregas solo obtuvieron un 5% de gestaciones al utilizar semen 

congelado a -79 °C. Golkin (1954) utilizando semen diluido en un extensor a base de 

yema de huevo, citrato de sodio, glucosa y glicerol adicionado por dialisis, conservado 

por 30-50 dias obtuvieron 19 y 43% de fertilidad. De igual manera el descubrimiento del 

glicerol como un excelente agente crioprotector marco un gran avance en el proceso de 

congelamiento del semen de muchas especies, lo anterior se realiz6 a finales de la 

decada de los 40s (Holt, 2000). 

4.2. Aspectos generales de Ia criopreservacion 

El objetivo de la criopreservaci6n es la interrupci6n del metabolismo celular por un 

tiempo determinado arbitriamente, con lo cuallos espermatozoides se mantienen en una 

anabiosis artificial (Gorlach, 1999). Los principios de la criopreservaci6n son los 

mismos para todas las celulas vivas, siendo el aspecto mas importante de este proceso la 

eliminaci6n del agua del interior de la celula antes de congelar (Gordon, 1999). Ademas, 

el momento mas critico de la criopreservaci6n del semen se considera al inicio de la 
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congelaci6n y al momento del descongelado, puesto que es aqui donde se presentan un 

sin numero de procesos fisico-quimicos regidos por las diferencias de temperatura y 

transporte de agua entre las celulas y el medio (Gorlach, 1999). Estudios recientes sobre 

congelamiento de semen, mencionan que los espermatozoides que sobreviven al 

congelado y descongelado, se ven alterados en sus propiedades estructurales de la 

membrana plasmatica, lo cual se semeja a un estado de capacitaci6n prematura y 

reacci6n acrosomal (Watson, 1995). 

El acrosoma del espermatozoide es una estructura vesicular que contiene una gama 

amplia de enzimas liticas necesarias para la fertilizaci6n, por lo cual la integridad del 

acrosoma es requisito indispensable para que se de la fecundaci6n (De las Haras et a!., 

1996; Valcarcel et a!., 1997). El acrosoma se localiza en la parte anterior de la cabeza 

del espermatozoide, la perdida o desintegraci6n del mismo, se da como resultado del 

enfriamiento y congelaci6n. Es de suma importancia conocer el porcentaje de 

alteraciones del acrosoma durante el proceso de congelado y descongelado y para ello 

existen varias tecnicas de caracter enzimatico y de colorantes vitales como la triple 

tinci6n y el colorante de giemsa entre otros (Watson, 197 5; Sukardi et a!., 1997). 

4.3. Sustancias crioprotectoras 

Las sustancias que protegen a los espermatozoides de los mamiferos durante los 

procesos de congelaci6n y descongelaci6n se denominan sustancias crioprotectoras 

(Salamon y Maxwell, 1995a). Sin embargo, es conocido que dichas sustancias pueden 

tener efectos negativos sobre las celulas espermaticas. Tomando en consideraci6n su 

viabilidad y fertilidad, las sustancias crioprotectoras se pueden clasificar en dos grupos: 
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las de nipida penetraci6n al interior de la celula, como son; dimetil-sulfoxido (DMSO), 

etilenglicol (EG) y propilenglicol (PG). En el otro grupo se incluyen las sustancias de 

lenta penetraci6n celular, las cuales presentan mayor peso molecular como el glicerol 

(Molina et al., 1994; Watson, 2000). 

4.3.1. Glicerol 

El glicerol es la sustancia crioprotectora mas comunmente utilizada para adicionar a los 

dilutores con la finalidad de conservar semen frio o congelado de la mayoria de las 

especies de interes zootecnico (Salamon y Maxwell, 2000). El glicerol al igual que otras 

sustancias que son capaces de penetrar la barrera de la membrana celular, reducen los 

daiios causados por la formaci6n de cristales de hielo en el citoplasma celular del 

espermatozoide, ya que baja el grado de disociaci6n de las sales, bajando la presion 

osm6tica del medio de congelamiento, con lo cual disminuye el grado de hipertonicidad 

del medio que rodea a la celula. Sin embargo, aun asi provoca la salida de liquido 

intracelular (Salamon y Maxwell, 1995a). La adici6n de glicerol al semen diluido antes 

de la congelaci6n, baja el punto de congelaci6n del agua, lo anterior ocasiona una 

reducci6n de la cristalizaci6n y cambios osm6ticos bruscos. El glicerol tambien 

deshidrata parcialmente la celula espermatica, reduciendo aun mas el riesgo de 

cristalizaci6n intracelular (Salamon y Maxwell, 2000). 

Generalmente para la congelaci6n de semen de camero, se utilizan los metodos 

convencionales al utilizar dilutores hipert6nicos. Las 6ptimas concentraciones a utilizar 

son de 6 a 8% (v/v), sin embargo, varios investigadores mencionan que el glicerol puede 

ser t6xico para el espermatozoide (Molina et al., 1994), lo cual reduce su capacidad 
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fertilizante. Es esto lo que limita la inclusion de altos niveles de glicerol en el medio de 

congelaci6n, pero ademas pueden mencionarse otros factores como la tasa de 

enfriamiento y congelaci6n, la composici6n del dilutor y el metodo de adici6n del 

glicerol (Salamon y Maxwell, 1995a). De la misma manera en otras investigaciones 

tambien se menciona que las concentraciones de glicerol se ven influenciadas por los 

niveles de yema de huevo en el dilutor, ya que al incrementar la concentraci6n de yema 

de huevo se puede reducir la concentraci6n de glicerol (Watson, 1995). 

4.3.2. Yema de huevo 

La yema de huevo generalmente no se considera como un agente crioprotector, pero 

debido a sus caracteristicas y el papel que juega en la protecci6n de la celula espermatica 

es posible considerarla como tal. La yema de huevo mantiene la motilidad, integridad 

del acrosoma y ademas la integridad de la membrana de la mitocondria y del citoplasma 

del espermatozoide (Salamon y Maxwell, 1995a). Ademas, es considerado como un 

buffer natural, ya que en su presencia las celulas espermaticas, son capaces de soportar 

dilutores tanto hipert6nicos como hipot6nicos. Es un elemento que protege la membrana 

plasmatica y del acrosoma durante el congelamiento, lo cual es atribuido a las lecitinas y 

lipoproteinas de baja densidad y alto peso molecular; por otra parte se ptensa que 

estimula el sistema enzimatico de la misma celula (Sansone et a/., 2000). 

La cantidad de yema de huevo generalmente utilizada en el medio de congelaci6n va de 

un 15 a un 30% (v/v), dependiendo de varios factores como Ia composici6n del dilutor, 

concentraci6n de glicerol, asi como la especie animal cuyo semen se va a congelar. La 
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motilidad espermatica no varia significativamente cuando se adiciona una u otra 

concentraci6n (Vishwanath y Shannon, 2000). 

4.3.3. Otros crioprotectores 

La utilizaci6n de otros agentes con funciones crioprotectoras tienden a ser utilizados en 

el congelamiento de semen ovino, pero ninguno a dado mejores resultados que el 

glicerol (Salamon y Maxwell, 1995a). Los agentes potenciales a utilizar son el dimetil­

sulf6xido, etilenglicol, propilenglicol que pertenecen al grupo de n1pida penetraci6n de 

la membrana, debido a su bajo peso molecular si se comparan con el glicerol (Molina et 

a/., 1994). En el cuadro 1 uno se presentan algunas caracteristicas de los principales 

crioprotectores (Clark eta/., 1984). 

El dimetil-sulfoxido y el etilenglicol son utilizados con mucha frecuencia para el 

congelamiento de embriones ovinos. Molina eta/. (1994) mencionan que el DMSO es 

un agente que muy nipidamente penetra la membrana celular del espermatozoide de 

camero, con la cual protege al espermatozoide durante el enfriamiento, pero es 

altamente t6xico y lo anterior provoca poca sobrevivencia del espermatozoide. El 

etilenglicol es frecuentemente utilizado en la vitrificaci6n de embriones de varias 

especies con buenos resultados. Por otra parte el propilenglicol, es mas utilizado para 

minimizar la formaci6n de c·ristales de hielo en diversos compuestos. 
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Cuadro 1. Algunas caracteristicas de los principales crioprotectores utilizados en el 
congelamiento de semen 

Crioprotector Estructura Viscosidad Penetrabilidad Constante 
quimica celular dielectrica 

Glicerol IH2-g~-~H2 1400 0.6 46.5 

OH OH 
CH2-CH2 

Etilenglicol 
. bH JH 

25 3.4 41.4 

Propilenglicol 
IH3-CH-CH2 

OH "bH 
60 1.8 27.3 

Fuente: Clark et al. (1984) 

4.4. Danos causados por el congelamiento y descongelamiento 

El proceso de la criopreservaci6n acarrea consigo un gran numero de dafios tanto de tipo 

estructural (alteraciones morfol6gicas), bioquimico y funcional, ocasionados por: 

Cambios en la temperatura, cambios en la presion osm6tica debido a la concentraci6n 

del crioprotector y debido a la formaci on y disoluci6n de cristales de hielo en forma intra 

y extracelular. 

4.4.1. Alteraciones morfol6gicas y/o estructurales 

Los dafios estructurales generalmente ocurren en las membranas de la celula, 

mitocondria y del acrosoma, Tambien pueden presentarse alteraciones en los filamentos 

de la cola del espermatozoide, los cuales por lo regular son poco perceptibles despues 

del congelado y descongelado (Salamon y Maxwell, 2000). 

Es bien conocido que los cambios en la temperatura, ya sean lentos o nipidos a los que 

son sometidos los espermatozoides de los mamiferos entre los 30 y 0 °C, provocan una 
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serie de dafios letales pare la celula, los cuales son influenciados por la tasa de 

enfriamiento, intervalos de temperatura y rangos de temperatura (Watson, 1995). Este 

fen6meno generalmente es conocido como "shock por frio". 

El enfriamiento causa una serie de trastornos en la capa lipidica de la mitocondria y 

membrana celular, al parecer dichos disturbios ocurren en los rangos de temperatura de 

enfriamiento de los 15 a 5 °C (Watson, 2000). Sin embargo, otros autores como 

(Robertson y Watson, 1986; Parks y Graham 1992; Holt, 1994; Curry et al., 1994) 

mencionan que este rango va de los -4 a -30 °C, Por otra parte Byrne et al. (2000), 

mencionan que el rango es mas amplio y vade los -15°C a -60 °C, lo cual es debido al 

efecto de los crioprotectores. 

La sensibilidad de los espermatozoides al shock por frio esta determinado por la especie, 

caracteristicas del individuo y las caracteristicas propias del eyaculado (Byrne et al. 

2000; Yoshida, 2000), en este sentido, los espermatozoides de conejo, cerdo, borrego y 

macho cabrio son mas sensibles a los dafios por enfriamiento que los espermatozoides de 

toro. Salamon y Maxwell (2000), mencionan que de la gran proporci6n de 

espermatozoides que presentan motilidad despues del descongelado ( 40-60% ), solo un 

20 a 30% de este porcentaje no presenta ninguna alteraci6n de cualquier tipo. Un 

espermatozoide puede ser m6vil, pero estar dafiado (Salamon y Maxwell, 1995a). Los 

dafios estructurales mas comunes ocurren en las membranas del citoplasma y del 

acrosoma, las cuales son mas sensibles que las membranas del nucleo y del sistema 

locomotor (Yoshida, 2000). El acrosoma, es una estructura en forma de gorra que 

recubre la parte anterior de la cabeza en el espermatozoide (Hathaway y Hartree, 1963). 
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Esta estructura contiene una serie de enzimas liticas necesarias para la fertilizaci6n las 

cuales son; la acrosina, que es la enzima de can1cter proteico mas abundante y la 

hialuronidasa (De las Haras et al., 1996). Estas enzimas son liberadas mediante un 

proceso de fusion y vesiculaci6n de las dos membranas mas extemas de la cabeza del 

espermatozoide (membrana plasmatica y membrana acros6mica extema), lo cual es 

conocido como reacci6n acros6mica (Hunter, 1987). La reacci6n acros6mica se 

presenta inmediatamente despues de la capacitaci6n del espermatozoide, la cual consiste 

en la remoci6n de los componentes de las membranas originales del epididimo por parte 

del espermatozoide (Steinholt eta/., 1991 ). 

La integridad del acrosoma es un requisito fundamental para que se de la fertilizaci6n, 

pero al perderse la permeabilidad del acrosoma puede acelerarse la salida del contenido 

acrosomal e inhibir la penetraci6n del oocito por el espermatozoide (De las Haras et al. , 

1996). Una serie de tecnicas han sido desarrolladas para determinar la integridad del 

acrosoma, directamente con el uso de un microscopio de contraste de fases (Watson, 

1991) o despues de la tinci6n de un frotis con diversos colorantes (Saacke eta/., 1968; 

Watson, 1975; Steinholt et al., 1991; Christensen eta/., 1994; Tamuli y Watson, 1994; 

Edwardet a/., 1995; Way eta/., 1995; Valcarsel eta/., 1997). 

4.4.2. Alteraciones bioquimicas 

Es claro que los dafios ocasionados por el enfriamiento, afectan de sobremanera la bi­

capa lipidica de la membrana celular del espermatozoide, pero tambien pueden afectarse 

las estructuras proteicas de los acarreadores de la membrana, los cuales sufren 

13 



alteraciones de tipo funcional en el transporte de i6nes hacia el interior o exterior de la 

misma membrana (Watson, 2000). 

Los lipidos son uno de los constituyentes mas importantes de la membrana celular, 

dentro de los cuales un 65-70% son del tipo de los fosfolipidos, los cuales tienen una 

estructura muy especial determinada por un eter unido a un acido graso insaturado. Las 

caracteristicas de los fosfolipidos le confieren a la membrana propiedades de gran 

estabilidad y fluidez (Holt, 2000). Se considera que los efectos adversos del 

enfriamiento al cual se someten los espermatozoides antes y durante el congelamiento 

tienen un efecto desestabilizador en los fosfolipidos, cambiando su fluidez natural y 

causando una condensaci6n en forma de gel (fase de transici6n), lo que ocasiona una 

mala permeabilidad (Holt, 2000). Watson (2000) menciona que con el enfriamiento se 

incrementa la permeabilidad de la membrana, y con esto se puede incrementar de igual 

manera la fuga o acceso de sustancias, pero ademas se descompensa el efecto regulador 

del calcio y la bomba Na+/K+. 

4.4.3. Alteraciones funcionales 

La adici6n o remoci6n de la sustancia crioprotectora ocasiona una gama de trastomos de 

caracter osm6tico causados por alteraciones en la permeabilidad de la membrana 

plasmatica del espermatozoide (Watson, 2000). Holt (2000), menciona que las 

sustancias crioprotectoras pueden clasificarse de acuerdo a su sitio de acci6n en : 

a) Sustancias que son capaces de penetrar al interior del citoplasma celular, dentro de 

las cuales encontramos al glicerol, metanol, etilenglicol, propilenglicol y dimetil­

sulf6xido entre otras. 
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b) Todas aquellas sustancias qe no pueden penetrar al interior del citoplasma celular, 

debido a su alto peso molecular y gran tamafio. En este grupo se encuentran los 

disacaridos, trisacaridos y goma arabiga, ademas de la yema de huevo. 

Generalmente el crioprotector mas utilizado es el glicerol, cuyas concentraciones han 

sido muy estudiadas (Molina et al., 1994; Salamon y Maxwell, 1995b). La 

concentracion del crioprotector depende del dilutor y especialmente de la presion 

osmotica. Esta misma caracteristica puede verse influenciada por los niveles de yema de 

huevo a utilizar, debi~o a que si se incrementan los niveles de yema de huevo se puede 

reducir los requerimientos en cuanto a la concentracion de g1icerol (Salamon y Maxwell, 

1995b ). La concentracion del crioprotector en altos o bajos niveles, afecta en gran 

medida la sobrevivencia de los espermatozoides, los cuales a su vez son muy 

susceptibles a los efectos toxicos de los crioprotectores en altas concentraciones (Molina 

et al., 1994; Watson, 2000). 

Los dafios causados por Ia formacion y disolucion de cristales de hielo durante el 

congelamiento y descongelamiento del semen son acompafiados por cambios en la 

presion osmotica de la fraccion de congelamiento. Cuando Ia fraccion de congelamiento 

es enfriada cerca del punto de congelacion, los cristales de hielo se forman debido a la 

cristalizacion del agua presente dentro y fuera de Ia celula (Watson, 2000). La 

proporcion de agua que se cristaliza y se convierte en hielo depende de la presion 

osmotica de la solucion y de la temperatura (Holt, 2000). 

15 



Los espermatozoides pueden daiiarse durante la criopreservaci6n, el descongelamiento, 

o ambos, ya sea por la formaci6n de grandes cristales de hielo intracelular o por el 

aumento en la concentraci6n intracelular de soluto y los cambios que la acompafian y 

que dan por resultado la deshidrataci6n de la celula durante la criopreservaci6n. La 

congelaci6n nipida reduce al minimo los daiios por los efectos de la soluci6n, ello 

conduce a la formaci6n de grandes cristales de hielo que causan graves daiios 

mecanicos. Por otro lado la congelaci6n lenta evita la formaci6n de grandes cristales de 

hielo, pero a su vez esto provoca un incremento en los daiios causados por la soluci6n 

(Hafez, 1994). Cuando una soluci6n celular es enfriada por debajo de 0 °C, se forman 

cristales de hielo extracelular que causan concentraciones altas de soluto en el liquido 

acuoso restante. La membrana celular acrua como barrera para evitar la diseminaci6n de 

los cristales de hielo dentro de los compartimentos intracelulares. Dado que hay una 

presion diferencial y el agua tiende a transportarse hacia fuera de la celula (Watson, 

1995), al adicionar algun crioprotector como glicerol, etilenglicol, propilenglicol entre 

otros, al medio de congelaci6n, se produce congelamiento a mas bajas temperaturas. 

Esto probablemente retarda la deshidrataCi6n de la celula, con el consiguiente daiio 

causado por la soluci6n, por lo tanto no hay formaci6n de grandes cristales de hielo, pero 

si se da un efecto t6xico asociado con cambios en molaridad de la soluci6n. El 

descongelado del semen encierra una reacci6n de caracter reversible en cuanto a la 

entrada de liquidos al citoplasma celular, con la consiguiente formaci6n de cristales 

pequeiios 0 grandes, todo esto determinado por la tasa de descongelaci6n lenta 0 rapida 

(Holt, 2000). 
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4.5. Espermatogenesis 

La espermatogenesis es la suma de una serie de eventos que ocurren en el interior de los 

testiculos de los mamiferos y cuya finalidad es la producci6n de espermatozoides 

(Johnson eta!., 2000). Este proceso ocurre en los tubos seminiferos de las g6nadas del 

macho, resultado de una serie de eventos cronol6gicos mediante los cuales las celulas 

germinales o espermatogonias, se dividen mit6ticamente en varias ocasiones hasta dar 

origen a los espermatocitos, los cuales a su vez se dividen mediante meiosis lo cual hace 

que se reduzca a la mitad el numero de cromosomas ( celulas haploides ), dan do como 

resultado final la formaci6n del espermatozoide (Austin y Short, 1982; McLeod y 

Phillips, 1998; Jonson et a!., 2000). La espermatogenesis puede ser dividida en tres 

estadios de desarrollo; espermatocitogenesis, la cual es considerada la fase proliferativa, 

la meiosis 0 fase de producci6n de las celulas haploides y la espermiogenesis que es la 

ultima fase del proceso en la cual se da origen a una serie de transformaciones 

morfol6gicas de espermatida a espermatozoide (Amann eta!., 1976). 

4.6. Factores que afectan Ia caUdad del semen 

El exito de un programa de manejo reproductivo en ovinos no solo depende de la 

hembra si no tambien del macho, el cual tiene que mantener una buena actividad sexual 

y calidad de semen (Gordon, 1999). Estas caracteristicas pueden verse afectadas por 

factores geneticos y ambientales, aunque el factor genetico en cuanto a calidad se 

considera relativamente pequeiio (Vivanco, 1998). La producci6n de semen en el 

camero se inicia en la pubertad, pero hay que tomar en consideraci6n que una gran 

cantidad de razas de ovinos son estacionales y responden con mejor calidad de 

eyaculados en los meses de otoiio cuando la cantidad de horas luz disminuye (Martin y 
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Banchero, 1999). La actividad testicular de los cameros, es altamente afectada por la 

duraci6n del dia (horas luz), ademas del efecto de la nutrici6n, ambos factores 

intervienen en gran medida determinando el tamafio de los testiculos, el cual esta 

intimamente relacionado con la producci6n de espermatozoides (Langford et a!., 1989). 

La libido esta estrechamente ligada con la raza y la frecuencia de eyaculados lo cual 

afecta directamente la calidad de los mismos (Price et al., 1992; Thwaites, 1995a). 

4.6.1. Epoca del aiio 

Generalmente se admite que aunque el carnero produce semen a lo largo de todo el afio, 

su actividad sexual alcanza su maximo en otofio y su minima en primavera, pudiendo 

reducirse su fertilidad en el periodo anual de dias crecientes (Daza, 1997). Un gran 

numero de estudios se han realizado para determinar la influencia de la epoca del afio, 

asi como la localizaci6n geografica sobre la calidad espermatica de distintas razas 

ovinas. Eldon (1993), menciona que a medida que se incrementa la latitud, los ovinos 

originarios de estas regiones se vuelven mas estacionales, es decir la epoca reproductiva 

se reduce al ultimo trimestre del afio. El autor tambien menciona que a medida que se 

reduce la latitud y nos acercamos mas al ecuador la estaci6n de apareamiento se puede 

extender a lo largo de todo el afio. Si tomamos como cierta la premisa de que el tamafio 

testicular es directamente proporcional a la producci6n de espermatozoides, 

encontramos .que los testiculos son pequefios y flacidos durante la primavera y el verano 

en razas con una marcada estacionalidad, sin embargo, al acercarnos al fin del verano el 

tamafio testicular empieza a crecer hasta alcanzar el maximo tamafio al inicio del otofio 

(Martin y Banchero, 1999). El efecto de la estaci6n en la calidad del semen se ve 

claramente evidenciada en los estudios realizados por Roca et al. ( 1992), qmenes 
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mencionan que el porcentaje de morfo-anormalidades del espermatozoide es los meses 

de abril a junio se incrementan considerablemente, y en especial los dafios del acrosoma. 

Esto se puede presentar en diferentes razas ovinas y caprinas. Colas et a/. ( 1986), 

mencionan que las variaciones estacionales en la calidad del semen de los pequefios 

rumiantes tienden a ser asociadas con otras situaciones como cambios en la duraci6n del 

dia y variaciones en la temperatura ambiente. 

4.6.2. Nutricion 

En cameros, el nivel nutricional afecta el tamafio testicular de manera notable (Martin y 

Banchero, 1999), ademas acrua sobre el eje hipotalamo-pituitario, lo cual afecta la 

liberaci6n de GnRH (factor liberador de gonadotropinas) ocasionando una baja respuesta 

del testiculo (Gordon, 1999). Thwaites (1995b), encontr6 que la desnutrici6n causa una 

progresiva disminuci6n del tono y volumen testicular. Ademas, se indica un aparente 

efecto de la frecuencia de eyaculados sobre el volumen testicular y calidad del semen, 

ocasionando un estado de agotamiento y desnutrici6n del macho, al ser sobre-explotado 

en periodos de tiempo cortos y sometido a alimentaci6n inadecuada (Thwaites, 1995a). 

4.6.3. Temperatura 

La fertilidad de los cameros es particularmente afectada por las altas temperaturas 

ambientales (Hafez, 1994). La calidad del eyaculado y la capacidad del testiculo para 

producir andr6genos es afectada por altas temperaturas corporales producidas por altas 

temperaturas ambientales (Thwaites, 1995b ). Las altas temperaturas son consideradas 

uno de los factores mas importantes que afecta la calidad espermatica, el shock por calor 

causa altos porcentajes de anormalidades morfol6gicas (Colas, 1980). 
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4.6.4. Edad 

La edad de los cameros influye de manera importante en la producci6n seminal, siendo 

las caracteristicas mayormente afectadas el volumen seminal y la concentraci6n 

espermatica, no asi la motilidad (Vivanco, 1999). La producci6n de espermatozoides por 

parte del carnero se inicia en la etapa de la pubertad, inicialmente la calidad seminal se 

considera baja pero a medida que se incrementa la edad esta mejora considerablemente 

(Osinowo eta/., 1988). Fulkerson eta/. (1982), mencionan que la unica raz6n por la que 

deben utilizarse sementales menores de un afio es cuando estos intervienen en programas 

de mejoramiento genetico y se requiere reducir el intervalo generacional, pero esto 

acarrea baja producci6n de esperma si se compara con el semen producido por 

sementales adultos. 

4.6.5. Libido 

La libido se refiere a los componentes motivacionales bajo los cuales se desempefia un 

macho al memento del apareamiento, estos componentes son cortejo, monta, desenvaine 

y copula, asi como su inmediata reanudaci6n en un periodo de tiempo corto (Prace et a/., 

1992). La libido se ve dnisticamente disminuida en razas introducidas a climas tropicales 

debido a las altas temperaturas predominantes durante casi todo el afio (Bunge et a/., 

1993). Ademas, se ha demostrado que una alta frecuencia pre-copulatoria y copulatoria 

baja drasticamente la motivaci6n sexual o libido (Prace et a/., 1992). La libido se ve 

afectada por una disminuci6n en el nivel alimenticio, generalmente cuando los animales 

son sometidos a una restricci6n energetica (Daza, 1997). 
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4.6.6. Raza 

Los panimetros de mayor importancia descritos en los estudios de calidad seminal 

incluyen volumen, motilidad y concentracion espermatica pero ademas se observa una 

gran variacion entre razas, las cuales pueden verse afectadas por el ambiente con lo cual 

se pone de manifiesto la interaccion entre raza y ambiente (Vivanco, 1999). 

Algunas razas de pelo (Pelibuey y Black belly) originarias de Africa, se han difundido 

por todo el tropico mexicano, e incluso en zonas templadas debido a su facil 

adaptabilidad (Gonzales et al., 1991). Los machos maduros pueden llegar a pesar entre 

45 a 60 kg, Dichas razas se consideran como no estacionales con lo cual la calidad 

seminal no se ve afectada por la estacion del afio, sin embargo, la concentracion y 

motilidad espermatica pueden verse afectadas durante los meses de primavera y verano 

debido a las altas temperaturas y alta humedad relativa predominante en estos meses 

(Gonzalez et al., 1991). 

El comportamiento reproductivo en lo referente a razas de lana (Texel, Dorper, Mutton 

Merino, Suffolk) generalmente es afectado por la estacion del afio. En la epoca de 

anestro que generalmente es en primavera y verano la secrecion de gonadotropinas y 

esteroides disminuye drasticamente, ocasionando un estado de inactividad sexual 

(Gonzalez et al., 1991). La raza Mutton Merino es originaria de Sudafrica, se considera 

una raza de doble proposito altamente productora de carne y de buena calidad de lana, 

los machos pueden pesar mas de 100 kg (Cloete et al., 2000). La Raza Dorper es 

originaria de Sudafrica producto de la cruza de Dorset Horn y Persa Cabeza Negra, se 

considera una raza sintetica fijada a traves de seleccion y cruzamiento (Milne, 2000). Es 
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una raza con una gran resistencia a condiciones adversas como calor extremo, lluvia, 

frio, con una gran rusticidad y que puede utilizar forrajes de baja calidad entre otras 

(Milne, 2000). Es considerada como una raza no estacional, con una excelente 

produccion de espermatozoides a lo largo de todo el afio y con un alto libido (Cloete et 

a/., 2000). 

4. 7. Dilutores utilizados para conservar semen ovino 

4.7.1. Propiedades de los dilutores 

Dilutor es: Es todo aquel compuesto que tiene una adecuada capacidad amortiguadora, 

adecuada presion osmotica, provee de fuentes de energia y brinda una adecuada 

proteccion al espermatozoide por periodos cortos o largos de tiempo, de igual manera al 

adiciom1rsele una sustancia protectora, protege a la celula espermatica contra los dafios 

causados por la criopreservacion. Debido a que el plasma seminal brinda una limitada 

proteccion a los espermatozoides, en cuanto a los cambios de temperatura, acumulacion 

de sustancias toxicas (C02) y se encuentra en una forma muy concentrada, se hace 

estrictamente necesario diluir el eyaculado, utilizando compuestos especialmente 

formulados (Salomon y Maxwell, 1995a). Los medios para la dilucion del semen de 

cualquier especie deben cumplir con las siguientes caracteristicas: 

a) Contener una o mas sustancias de tipo ionico que mantengan una adecuada 

presion osmotica y que protejan de los cambios bruscos de pH. Tales 

sustancias pueden ser; Tris (hidroxi-metil-amino-metano ), acido citrico, citrato 

de sodio y carbonato de sodio entre otros. 
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b) Contener una fuente de lipoproteinas de baja densidad que proteja contra el 

shock por frio. En este grupo encontramos a la yema de huevo y leche. 

c) Contener un agente crioprotector como glicerol, etilenglicol, propilenglicol o 

dimetilsulf6xido. Tambien se pueden utilizar otros elementos como disacaridos 

o trisacaridos de alto peso molecular para brindar al medio caracteristicas de 

hipertonicidad. 

d) Contener una fuente de energia, por lo regular son monosacaridos como la 

glucosa o fructosa. 

e) Contener otros aditivos como antibi6ticos que protegen contra la proliferaci6n 

de agentes pat6genos como bacterias y hongos, en algunos casos tambien se 

utilizan enzimas que ayudan a mantener la integridad de la membrana celular. 

4.7.2. Principales dilutores utilizados 

Actualmente existe una gran cantidad de dilutores para conservar el semen de los 

mamiferos, entre los mas utilizados se encuentran los elaborados a base de: acido 

citrico-yema de huevo mas una fuente de energia, los dilutores a base de leche de vaca y 

los constituidos por buffers organicos como el Tris mas otros compuestos como 

crioprotectores. A continuaci6n se describen los principales dilutores utilizados para la 

diluci6n y conservaci6n de semen de camero (Salamon y Maxwell, 2000). 

a)Diluyentes a base de citrato-azucar 

Los dilutores a base de citrato como sustancia buffer combinada con algun tipo de 

azucar, se utilizaron para conservar semen de camero con algunas restricciones debido a 

que en un principia se utilizaron para conservar semen de toro. Para ser utilizada en la 
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conservacion de semen de camero se le tuvieron que realizar algunas modificaciones 

como utilizar diferentes tipos de azticar como arabinosa, fructosa o glucosa, lo cual 

estaba determinado por el grado de sobrevivencia de los espermatozoides al ser 

descongelados. Los mejores resultados se obtuvieron con la arabinosa, pero aun asi 

muchos otros autores han utilizado combinaciones de citrato-glucosa-yema de huevo o 

citrato-fructosa-yema, cuya presion osmotica es de 8-12 atmosferas. Esta alta presion no 

es conveniente para preservar el semen de camero ya que se requiere un medio isotonico 

de alrededor de 7. 7 atmosferas. 

La adicion de glicerol como crioprotector ocasiona una disminucion en la presion 

osmotica por lo cual se puede utilizar este medio para conservar semen de camero. Los 

resultados con este dilutor con semen congelado en ampolletas, utilizando glucosa o 

fructosa indistintamente fluctuaron entre un 17 a 40%. Los dilutores a base de citrato­

azucar fueron poco utilizados para el congelamiento del semen en la decada de los 60's 

(Salamon y Maxwell, 2000). 

b) Dilutores a base de leche 

Los dilutores a base de leche fueron adaptados para congelar semen de camero en su 

mayor parte a base de leche reconstituida combinada con arbinosa, glucosa, fructosa o 

yema de huevo. Estudios comparativos con el dilutor citrato-glucosa-yema de huevo de 

obtuvieron resultados similares. Generalmente este tipo de dilutores es ampliamente 

utilizado para conservar semen en forma liquida (en refrigeracion con temperaturas por 

arriba de los 15 °C) con excelentes resultados. Sin embargo, al utilizarse el dilutor a base 

de leche para conservar semen a temperaturas de 0 a 5 °C se obtienen resultados de 
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fertilidad muy bajos. El principal problema que se tiene para congelar semen es que al 

querer realizarsele un examen al microsc6pico es extremadamente dificil. Los resultados 

obtenidos con semen congelado, son muy controversiales, ya que se tienen porcentajes 

de pariciones de 0 a 23% o de 30 a 45%, sin embargo, con semen fresco se han 

reportado tasas de pariciones de 50 a 75% (Salamon y Maxwell, 2000). 

c) Diluyentes a base de sacarosa y rafinosa 

La sacarosa y rafinosa son consideradas como dilutores de caracter sintetico, porque se 

crearon para proteger la integridad del acrosoma del espermatozoide, ya que son 

azucares de alto peso molecular que tienen la capacidad de proteger mejor al 

espermatozoide durante el congelamiento si se comparan con azlicares de bajo peso 

molecular como la glucosa o fructosa. Se considera que en orden de eficiencia en cuanto 

a la estabilizaci6n de la capa lipidica y acarreadores proteicos de la membrana 

plasmatica tenemos que el orden es el siguiente: 

Rafinosa > Sacarosa > Lactosa > Fructosa > Glucosa y este efecto protector puede ser 

mejor si se combinan diferentes tipos de azucares en altas proporciones. Los niveles de 

fertilidad utilizando la sacarosa son pobres y se mencionan rangos de 19 a 55%. Por otro 

lado al utilizar rafinosa se reportaron porcentajes de 40 a 50% con inseminaci6n cervical 

con semen congelado, utilizando 150 a 180 millones de espermatozoides por dosis y 

doble inseminaci6n (Salamon y Maxwell, 2000). 

d) Diluyentes a base de Tris (hidroxi-metil-amino-metano). 

El Tris ha sido utilizado en un gran numero de trabajos realizados al inicio de la decada 

de los 70's. congelando un alto numero de dosis de semen de camero, generalmente en 
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forma de pellets. Se considera que el semen de carnero tiene la capacidad de resistir 

concentraciones de Tris desde 250 a 400 mM. De la misma manera se reporto que un 

dilutor preparado a base de Tris (300 mM)-glucosa (27.75 mM)-acido citrico (94.7 

mM)-yema de huevo (15%) mas antibi6tico, al utilizarse en el congelamiento de semen 

en hielo seco se obtuvieron tasas de pariciones de 30-57% con inseminaci6n cervical. 

Recientemente se han determinado con mayor precision las concentraciones de esta base 

amortiguadora cuya osmolaridad vade 325 mM a 375 mM en combinaci6n con mono o 

disacarido en mayores o menores concentraciones. En la actualidad el dilutor Tris­

glucosa-yema de huevo elaborado por Visser y Salamon (1973), es el mas utilizado para 

congelar semen de carnero (Salomon y Maxwell, 2000). 

e) Otros dilutores 

Otros sustancias controladoras del pH utilizadas para la preparaci6n de dilutores son 

(TES, HEPES y PEPES). Sin embargo, los niveles de fertilidad son poco satisfactorios 

(13-67% de gestaciones) con semen fresco. Al combinarse con leche descremada se 

obtuvieron mejores resultados, siendo comparado con el dilutor Tris-glucosa-yema de 

huevo, el cual conserva mucho mejor la integridad acrosomal y mejora la sobrevivencia 

del espermatozoide al ser congelado (Salomon y Maxwell, 2000). 

4.8. Tipos de semen a utilizar 

En la actualidad se utilizan dos formas para conservar el semen liquido (fresco o 

refrigerado) y semen congelado. El empleo de cualquiera de las formas antes 

mencionadas esta determinada por la combinaci6n de varios factores como: temperatura 

de conservaci6n, tasa de enfriamiento, composici6n quimica del dilutor, concentraci6n 
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del crioprotector y el control higienico para mantener la sobrevivencia del 

espermatozoide (Yoshida, 2000). 

4.8.1. Semen fresco 

El uso de semen fresco ha sido muy difundido en la inseminaci6n artificial en ovinos, 

generalmente es utilizado inmediatamente despues de su colecci6n y diluci6n requerida. 

Por lo regular se conserva a temperatura de 30 °C por no mas de 4 horas, debido a que Ia 

actividad metab6lica es muy alta, lo cual incrementa la concentraci6n de acido lactico en 

el medio lo cual tiene un efecto negativo en la motilidad y viabilidad del espermatozoide 

(Vivanco, 1998). Una de sus mayores ventajas es que se mantienen altas tasas de 

fertilidad con un bajo numero de espermatozoides, lo cual esta determinado por el tipo 

de inseminaci6n a realizar y su consiguiente tasa de diluci6n (Yoshida, 2000). En el 

Cuadro 2 se indican algunas ventajas del uso de semen fresco y semen congelado. 

4.8.2. Semen refrigerado 

El metodo mayormente utilizado para conservar el semen en forma liquida por periodos 

de tiempo mayores a 24 horas es mediante la reducci6n de la temperatura, debido a que 

con esto se produce una reducci6n en la actividad metab6lica y de Ia motilidad 

aumentando Ia vida media del espermatozoide basta su utilizaci6n. La motilidad se 

detiene totalmente a los 5 °C pero se puede restituir si se eleva nuevamente Ia 

temperatura a los niveles normales, siempre y cuando no se hayan producido dafios de 

tipo estructural causados por el "shock por frio" (Vivanco, 1998). Cuando el semen es 

conservado a temperaturas cercanas a los cero grados centigrados, se debe de tener en 

cuenta que los espermatozoides se some ten a un "shock por frio", lo cual puede causar 
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cambios irreversibles en la celula espermatica (Salamon y Maxwell, 2000). El 

descubrimiento de las propiedades protectoras de las lipoproteinas de la yema de huevo 

contribuye a incrementar la sobrevivencia y protecci6n del espermatozoide cuando se 

somete al proceso de enfriamiento (Vishwanath y Shannon, 2000). Evaluaciones en el 

laboratorio han demostrado que el semen diluido y refrigerado a 5 °C muestra una gran 

variabilidad en sobrevivencia y fertilidad en las subsiguientes 72 horas postdiluci6n. 

Existen algunos dilutores en los cuales los espermatozoides pueden conservarse a 4 °C 

durante 8 a 15 dias con una buena viabilidad, pero su capacidad fertilizadora se pierde 

en el dia seis (Leboeuf et a/., 2000). La conservaci6n del semen a 5 °C reduce la 

actividad metab6lica, pero tambien puede acarrear consecuencias perjudiciales como el 

decremento en la actividad de la bomba Na!K intracelular, lo cual provoca una marcada 

disfunci6n en el cruzamiento intra-membranal de algunos iones, con lo cual al 

incrementarse la concentraci6n deNa dentro de la celula, acarrea una disminuci6n en la 

sobrevivencia del espermatozoide (Vishwanath y Shannon, 2000). 

Cuadro 2. Ventajas y desventajas del uso de semen liquido y congelado 
Tipo de semen Ventajas Desventajas 

Liquido 

Congelado 

• Baja 

espenmitica 

Alta fertilidad • 

concentraci6n 

• 
• 
• 

• 
• 

Conservaci6n barata 

Facilidad de uso en campo 

Conservaci6n por periodos 

de tiempo largos 

Flexibilidad de uso 

Facilita el comercio 

Fuente: Vishwanath y Shannon (2000). 

• Rangos de supervivencia corto 

• Utilizase lo mas pronto posible 

• Generalmente se utiliza en 

explotaciones donde se cuenta con Ia 

presencia fisica del macho 

• Alta concentraci6n de 

espermatozoides por dosis 

• Conservaci6n costosa 

• Menor fertilidad 
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En un ambiente liquido con alta diluci6n, la fertilidad del espermatozoide se mantiene 

por 3-5 dias cuando se conserva a una temperatura de 10 a 21 oc (Yoshida, 2000). 

Salomon y Maxwell (1993) mencionan que la fertilidad del semen refrigerado declina 

nipidamente despues de las 24 horas. El descenso en fertilidad se considera entre un 10-

33% por cada dia transcurrido, si lo anterior se compara con la fertilidad obtenida con 

semen fresco (75-80%), encontramos que con semen refrigerado por 24, 48 y 72 horas 

se tienen porcentajes de fertilidad de 45-50%, 25-30% y 15-20%, respectivamente. 

4.8.3. Semen congelado 

La conservaci6n del semen mediante congelaci6n implica una gama de procesos 

extremadamente complicados, que se inician al memento de la obtenci6n de la muestra y 

terminan despues de la descongelaci6n (Vishwonath y Shannon, 2000). La conservaci6n 

de los espermatozoides a temperaturas de -79 °C en hilo seco o -196 °C en nitr6geno 

liquido, conserva indefinidamente su potencial fertilizante, (Cuadro 3). Algunos autores 

mencionan periodos de tiempo que van de 3,000 y hasta 10,000 afios, sin embargo, otros 

autores mencionan periodos mas reducidos (Vishwonath y Shannon, 2000). 

Cuadro 3. Resultados de inseminaci6n artificial por 
congelado 
Tiempo de almacenamiento No. de hembras 

( afios) inseminadas 
3 172 
5 70 
7 143 
11 159 
16 193 
27 205 

Fuente: Salamon y Maxwell (2000). 

laparoscopia utilizando semen 

Pariciones de (%) 

52.9 
52.9 
51.7 
55.3 
61.7 
60.5 
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El descubrimiento fortuito del glicerol como una sustancia efectiva para la cno 

preservaci6n del semen de los mamiferos, introdujo por completo un nuevo sistema de 

conservaci6n, cuya metodologia se practica hasta nuestros dias. Inicialmente esta 

metodologia fue creada para preservar el semen de los bovinos, la cual se ha trasladado a 

otras especies con algunos pequefios cambios. Los resultados obtenidos en bovinos han 

sido de las siguientes magnitudes: resultados pobres (3-15% de gestaci6n), moderados 

(20-48%) y satisfactorios (alrededor de un 70%) (Holt, 2000). En el Cuadro 4 se indican 

algunos resultados obtenidos en ovinos en distintos afios y con distintos dilutores. 

Cuadro 4. Fertilidad obtenida con varios dilutores utilizados en el congelamiento de 
semen ovmo 

Referencia Dilutor Metodo de No. esperm. No. hembras %de 
congelaci6n M6viles (x106

) inseminadas pariciones 
Kuznecov y Citrato-Glucosa-
Kuprjanova Yema Ampolletas 24-40 399 22.1 

(1959) 
Platov (1968) Lactosa-Yema- Pellets NR 45 22.0 

Glicerol 
Salamon ( 1971) Rafinosa-citrato- Pellets 155 250 44.8 

Yema 
Visser y Salamon Tris-Glucosa- Pellets 180 69 36.0 

( 1974) Yema 
Tsakalof eta/. Leche-Fructosa- Vi ales NR 146 50.7 

( 1975) Yema 
Tris-Fructosa-
Acido citrico-

Fiser et a/. ( 1987) Yema- Pajillas 320 33 72.7 
Glicerol+Dextran 

s6dico 
Maxwell ( 1986) Tris-Glucosa- Pajillas 20 115 57.4 

Yema-Glicerol 
Molina et a/. Tris-Glucosa- Pajillas 20 42 66.7 

(1996) Yema-Glicerol 
Sanchez-Partida Tris-Glucosa- Pajillas 30 39 41.0 

eta/. (1997) Y ema-Glicerol 

Fuente: Salamon y Maxwell (1995a; 2000). 
NR =No Reportados. 

La utilizaci6n del semen congelado brinda una gran flexibilidad al empleo de la 

inseminaci6n artificial y posibilita el comercio intemacional de semen. La reducci6n de 
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la temperatura seminal por debajo de los 4 °C enfrenta los problemas de la cristalizaci6n 

del agua intra y extracelular, causando dafios estructurales con ruptura de la membrana 

celular por el aumento del volumen del agua, al cristalizarse y por aumento de la presion 

osm6tica intracelular al aumentar la concentraci6n de sales (Vivanco, 1998). Al 

adicionarse el glicerol al semen diluido, antes de la congelaci6n, baja el punto de 

congelaci6n del agua al mezclarse ambas sustancias, lo cual ocasiona una reducci6n de 

la cristalizaci6n y cambios osm6ticos bruscos. El glicerol tambien deshidrata 

parcialmente la celula espermatica, reduciendo aun mas el riesgo de cristalizaci6n 

intracelular (Salamon y Maxwell, 2000). 

Gillan y Maxwell ( 1998) encontraron que la congelaci6n del semen de camero a pesar 

de todos los aditivos convencionales (glicerol, yema de huevo y algunos azucares de alto 

peso molecular como disacaridos y trisacaridos ), producen la capacitaci6n prematura del 

espermatozoide, debido a la reacci6n espontanea del acrosoma. Es importante recordar 

que durante el proceso de descongelaci6n entre un 40 a 50% de la poblaci6n de 

espermatozoides no sobrevive por lo cual se tiene que incrementar la concentraci6n por 

dosis y ademas buscar hacer mas efectivo el proceso (Watson, 2000). 

4.9. Obtencion, analisis y procesamiento de Ia muestra 

El semen de carnero generalmente es colectado mediante vagina artificial, en muy pocas 

ocasiones se utiliza la extracci6n con electroeyaculador. La vagina artificial se encuentra 

temperada a 45 °C. Una vez obtenida la muestra se procede a realizar la evaluaci6n de la 

misma en cuanto a sus caracteristicas macro y microsc6picas, las cuales se describen en 
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los Cuadros 5 y 6 para posteriormente proceder a su diluci6n, enfriamiento, empajillado, 

y finalmente congelaci6n en nitr6geno liquido. 

Cuadro 5. Caracteristicas a evaluar de un eyaculado ovino 
Caracteristica 
Color 
Volumen (ml) 
Motilidad masal 

Vivos y muertos (%) 

Concentraci6n ( celulas /ml) 

Normalidad (%) 

Descripci6n 
Blanco, Lechoso, Cremoso palido 
De 0.8 a 1.5 
Solo se congelan muestras de buena 
calidad ( categoria 4 6 5) 
Mayor al 70% de vivos y menos de 30% de 
muertos. 
Muy buena de 3.5 a 6.0 X106 

Rangos normales de 2.5 a 5.0 X106 

Mayor al 75% (no mas del 25% de 
anormalidades) 

Fuente: Evans y Maxwell (1987). 

La motilidad masal se valora de acuerdo al cuadro 6 cuyos rangos a utilizar son solo los 

de muy buena y buena motilidad 5 y 4, respectivamente. 

Cuadro 6. Valoraci6n de la motilidad masal de un eyaculado ovino 
Valor Clase Descripci6n 

5 

4 

3 

2 

1 

0 

Muy buena 

Buena 

Regular 

Pobre 

Muypobre 

Muertos 

Densa, ondas de movimiento(remolinos) muy nipidas. No se pueden 
observar las celulas individuales. El 90% o mas de los 
espermatozoides son activos. 
Movimientos vigorosos, pero las ondas y remolinos no son rapidos 
como los del valor 5. Alrededor del 70 a 85% de los espermatozoides 
son activos. 
Solo aparecen ondas de movimiento Iento se pueden ver los 
espermatozoides aislados. El 45 a! 65% de los espermatozoides son 
activos. 

No aparecen ondas, aunque se observa movimiento de los 
espermatozoides. Se considera de caracter pobre y ademas solo de un 
20 a! 40% de las celulas espermaticas estan vivas. 
Hay muy pocos espermatozoides (solo alrededor de un 10%) vivos y 
presentan movimiento muy debil. 

Ning1ln espermatozoide presenta movimiento 

Fuente: Evans y Maxwell ( 1987) 
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4.10. Control hormonal del ciclo estral de Ia hembra 

En los mamiferos, los procesos reproductivos estan gobemados por el sistema nervioso 

central (SNC), los cual se realizan por areas especificas del cerebro ( el hipotalamo) y 

son modificados por dos glandulas endocrinas, la pituitaria y la glandula pineal (McLeod 

y Phillips, 1998). En la actualidad se sabe que el SNC controla la funci6n reproductiva a 

traves de mensajeros especificos como el GnRH que establece la union neuroquimica 

entre el cerebro y el eje hipoficiario-gonadal (Caraty et al., 1995) ocasionando un efecto 

de cascada (McLeod y Phillips, 1998). El factor liberador de gonadotropinas (GnRH), 

regula la biosintesis y liberaci6n de las mismas LH y FSH, las cuales a su vez, acruan 

sobre los receptores a nivel de los foliculos ovaricos regulando su maduraci6n, y por lo 

tanto la esteroidogenesis (Caraty et al., 1995). McLeod y Phillips (1998) mencionan que 

el ciclo estral es una secuencia de eventos hormonales que se inician justamente al 

terminar el ciclo anterior. La fase luteal del estro es caracterizada por altas 

concentraciones plasmaticas de progesterona, estos niveles son bajos al momento del 

estro, pero se incrementan rapidamente 3 a 5 dias despues de la ovulaci6n. Los cambios 

en concentraci6n de progesterona afectan de sobremanera la secreci6n de 

gonadotropinas por la hip6fisis, con lo cual la concentraci6n de LH baja durante la fase 

luteal, incrementandose a medida que los niveles de progesterona disminuyen. La 

disminuci6n en la secreci6n pulsatil de LH, que se observa durante el anestro estacional, 

resulta de una baja frecuencia de liberaci6n de pulsos de GnRH, de la misma manera, al 

aumentar la frecuencia de sus pulsos durante la epoca reproductiva, origina picos muy 

pronunciados sobre todo justo antes de la ovulaci6n. En resumen se puede mencionar 

que las variaciones en la secreci6n de hormonas ovaricas y en la sensibilidad del SNC, 
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son las responsables de las modificaciones en Ia secrecion de gonadotropinas que 

regulan Ia vida reproductiva de los mamiferos (Gallegos et al., 1999). 

4.11. Factores que afectan Ia fertilidad y prolificidad de Ia hembra 

4.11.1. Raza 

El componente genetico y el origen racial diferencian notablemente las caracteristicas 

estacionales en cada raza, asi como la actual tendencia bacia un incremento en Ia 

duracion del periodo reproductivo como ademas un aumento de Ia prolificidad, a 

incrementado el uso de un mayor numero de grupos raciales (Lopez et al., 2001). Daza 

( 1997) menciona que Ia variac ion en Ia eficiencia reproductiva de las razas ovinas se 

debe a Ia interaccion genotipo-ambiente donde se desenvuelven. Las razas ovinas 

productoras de carne mas pesadas del Norte de Europa (Suffolk y otras) presentan una 

estacionalidad mucho mas marcada que otras razas de distribucion universal (Lopez, 

1999). Sin embargo, existen razas de ovinos cuyos origenes son zonas tropicales como 

es el ganado de pelo al cual se le considera como no estacional, por lo tanto puede 

reproducirse a lo largo de todo el aiio, siendo afectado en mayor grado por el estado 

nutricional y Ia disponibilidad de forraje (Gordon, 1997). 

4.11.2. Epoca del afio 

Las ovejas son consideradas como animales poli-estricos estacionales, cuya epoca 

reproductiva inicia al finalizar el verano y termina con el fin del invierno (Gordon, 

1997). La epoca del aiio es considerada como el factor medioambiental mas importante 

en Ia reproduccion de los pequeiios rumiantes (Lopez, 1999). La estacionalidad viene 

marcada por el fotoperiodo y por lo tanto por Ia latitud. En el hemisferio norte, algunas 
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de las razas Europeas, en latitudes de 60° N, presentan un periodo muy corto de 

actividad sexual entre los meses de noviembre y febrero. Las razas que viven en zonas 

tropicales, al no darse pnicticamente variaciones interestacionales del fotoperiodo, no 

presentan anestro estacional, pero se manifiesta sobre el aspecto reproductivo la 

alimentaci6n (Daza, 1997). Sin embargo, Delgadillo et al. (2000) menc10nan que 

algunas razas de cabras originarias de zonas tropicales pueden llegar a presentar anestro 

estacional, similar al que presentan las razas de zonas templadas. 

4.11.3. Edad 

Las corderas y las ovejas primiparas tiene una estaci6n sexual mas corta que las ovejas 

adultas, ademas las primeras exhiben un celo mas corto. Con lo anterior se deduce que la 

fertilidad es mas elevada en las ovejas adultas incrementandose con la edad hasta los 4-6 

afios (Daza, 1997). La fertilidad asi como la prolificidad muestran una evoluci6n 

variable con la edad, estableciendose el maximo especifico para cada raza a partir del 

tercer parto (Lopez et a/., 2001). Generalmente, condiciones de subnutrici6n provocan 

un retraz6 en la pubertad, lo cual reduce la eficiencia reproductiva, tasa de crecimiento, 

y ocasiona prolongados anestros post-parto (Walkden-Brown y Bocquier, 2000). 

4.11.4. Condicion corporal 

Delgadillo et al. (2000) mencionan como el principal modulador de la actividad sexual 

en zonas tropicales a Ia condici6n corporal o estado nutricional. En la hembra, los 

procesos reproductivos completos encierran la prefiez, la lactancia y la capacidad 

potencial de reproducci6n del proximo ciclo (Walkden-Brown y Bocquier, 2000). Los 

mecanismos reguladores de Ia reproducci6n se ven afectados por el estado actual de 
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nutrici6n, asi como por los niveles de reservas corporales (Wallace eta/., 1999). Rhind 

et a/. (1989), mencionan que una condici6n corporal baja puede afectar 

considerablemente la implantaci6n y sobrevivencia de los embriones en los primeros 

estadios de desarrollo, lo cual es causado por los bajos niveles circulantes de 

progesterona en el oviducto y el utero. 

4.11.5. Tipo de inseminacion 

Los niveles de fertilidad que se pueden obtener en borregas son variables, lo anterior va 

a depender de la tecnica de inseminaci6n y el tipo de semen utilizado, por lo general se 

mencionan porcentajes de entre un 30 a un 80% (Meza y Ross, 2000). La baja fertilidad 

que se obtiene con Ia inseminaci6n cervical utilizando semen congelado, es debida al 

impedimento en el transporte de los espermatozoides a traves del tracto reproductivo de 

la oveja. Lo anterior puede mejorarse utilizando la inseminaci6n intrauterina por 

laparoscopia, con la cual se deposita el semen directamente en el lumen del cuerno 

uterino (Eppleston et al., 1994). Gordon (1997), reporta tasas de fertilizaci6n superiores 

al 90% utilizando inseminaci6n intrauterina por laparoscopia al utilizar semen fresco y 

de 55% con semen congelado. 

Los principales beneficios que aporta la inseminaci6n intrauterina son: las dosis de 

semen que se requieren son mucho mas bajas que en cualquier otro tipo de 

inseminaci6n, se puede utilizar tanto semen fresco como congelado sin afectar en gran 

medida el porcentaje de fertilidad y los tiempos de inseminaci6n por animal se reducen 

(Tervit et al., 1984; Maxwell, 1986; Evans y Maxwell, 1987). 
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5. MATERIALES Y METODOS 

5.1. Localizacion 

El estudio se realizo durante los meses de noviembre de 1999 a julio del 2000 en el 

Rancho "Los Pinos", Municipio de Texcoco, Estado de Mexico, el cual se localiza a los 

19° 31' de Latitud Norte y 98° 53' de Longitud Oeste, con una altura de 2,353 m.s.n.m. 

El clima de Ia region es de tipo templado, con verano fresco largo y con lluvias en 

verano, con una precipitacion media anual de 650 mm. La temperatura media anual es 

de 15 °C y la formula climatica correspondiente es Cb (Wo) (W) (i') g de acuerdo con Ia 

clasificacion climatica de Koppen, modificada por Garcia (1988). 

5.2. Animales y manejo 

Se utilizaron cinco machos adultos de las razas Dorper (n=3) y Mutton Merino (n=2) 

con un peso corporal promedio de 90 kg. Los machos se alojaron en corraletas 

individuales cercanas allaboratorio donde se procesaron las muestras, se les proporciono 

una dieta a base de concentrado (250 gramos/diarios/animal) con 12% de proteina y 

agua de buena calidad ad libitum complementada con heno de alfalfa. La extracci6n de 

semen se realiz6 dos veces por semana. 

El procedimiento de manejo consisti6 en sacar al macho de su corral y llevarlo hasta el 

potro de extracci6n, donde se encontraba una oveja que se utiliz6 de sefiuelo para Ia 

extracci6n del semen. 
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5.3. Tratamientos 

Los tratamientos fueron: 1) El dilutor Triladyl (Minitiib Abfiill-Und Labortechnik 

GmbH and Co., Germany) de canicter comercial para congelamiento de semen de toro y 

2) El dilutor preparado en el laboratorio de reproducci6n animal del Departamento de 

Zootecnia de la Universidad Aut6noma Chapingo. Los ingredientes utilizados en la 

elaboraci6n o preparaci6n de los dilutores, se presentan en el Cuadro 7. Inmediatamente 

despues de concluir el proceso de congelamiento, se procedi6 a descongelar dos dosis de 

semen de cada semental y se utiliz6 la tinci6n SPERMAC (Minitiib Abfiill-Und 

Labortechnik GmbH and Co., Germany) para determinar el porcentaje de daiios 

acrosomales despues del congelado del semen. Este reactivo consta de cuatro frascos 

con diferentes soluciones (soluci6n fijadora, soluci6n A, soluci6n B, soluci6n C). 

Cuadro 7. Ingredientes utilizados en la elaboraci6n de los dilutores Triladyl (comercial) 
y el preparado (experimental) 

Ingredientes Triladyl Preparado( exp) 

Tris (hidroxi-metil-aminometano) (mM) 
Fructosa (mM) 
Glucosa (mM) 
Acido Citrico (mM) 
Glicerol (%) 
Gentamicina (mg) 
Lincomicina (mg) 
Espectinomicina (mg) 
Tilocina (mg) 
Y ema de huevo (%) 
Agua tri-destilada (ml) 

( ) 

25.0 
15.0 
30.0 
5.0 

20.0 
250.0 

( ----) Se desconoce la cantidad de reactivo utilizado. 
( )Nose utiliza en la formula. 

3 60.0 
( ) 
33.3 
113.7 

6.0 
25.0 
15.0 
30.0 
50.0 
20.0 

740.0 
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5.4. Extraccion del semen 

El semen fue colectado mediante vagina artificial utilizando la tecnica descrita por 

Evans y Maxwell (1987), la cual consiste de un tubo rigido de phistico de 11 a 12 em de 

longitud y 5.5 centimetros de diametro provisto en su interior de una camisa de latex 

rugosa. El tubo rigido lleva un orificio lateral, provisto de un tornillo, por donde se 

introduce agua a una temperatura de 48 a 50 °C, para que al momenta de ser utilizada se 

encuentre aproximadamente entre 42 y 45 °C. La cantidad de agua que se afiade es 

aproximadamente 112 a 2/3 del volumen del tubo; posteriormente, la camisa se insufla 

con aire por el mismo orificio lateral para que la vagina artificial presente condiciones 

similares a las de una vagina natural en cuanto a presion y temperatura. En un extrema 

de la vagina se coloca un cono de latex semi-rigido o flexible de aproximadamente 15 a 

18 em y al final del mismo se coloca un tubo de plastico graduado en el cual se deposita 

el semen despues de la eyaculaci6n. 

Una vez que la vagina artificial se encuentra lista, se procede a realizar la colecci6n del 

semen, la cual se realiza con la ayuda de un potro donde se sujeta ala oveja que servira 

de sefiuelo. El macho es conducido de su corral al lugar de extracci6n, dejandolo en un 

principia dar una manta falsa para incrementar su libido y posteriormente se deja que 

realice la manta. Justo en el momenta· en que el macho salta, se procede a desviar el 

pene hacia la vagina artificial donde ocurre la eyaculaci6n, inmediatamente se procede a 

sacudir energicamente la vagina para que todo el eyaculado acceda al tubo colector. 

Despues de la colecci6n se limpia y retira el tubo colector, procediendo a identificarlo y 

colocarlo en bafio Maria a 37 °C (Evans y Maxwell, 1987). 
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5.5. Manejo y valoracion de Ia muestra 

Al obtener el eyaculado se determinan cuidadosamente el volumen y color. El volumen 

en cameros varia de 0.8 a 1.5 ml por eyaculado, dependiendo de la edad y condicion del 

animal, frecuencia de recolecciones y destreza del operario (Evans y Maxwell, 1987). 

El color o consistencia del eyaculado depende de la relacion espermatozoides y plasma 

seminal, por lo que eyaculados acuosos contienen baja concentracion espermatica y 

viceversa, eyaculados con una coloracion cremosa contienen una alta concentracion 

espermatica (Evans y Maxwell, 1987). Para este caso se clasificaron los eyaculados en 

tres categorias, 1) acuoso, 2) lechoso y 3) cremoso. Un semen normal es de color blanco, 

lechoso o cremoso; por el contrario, coloraciones como gris-pardo representan la 

existencia de contaminantes o infecciones y un tono rosaceo indica presencia de sangre, 

y un color amarillento, denota la presencia de orina (Daza, 1997). 

La valoracion de las caracteristicas microscopicas es de suma importancia, ya que de 

ella depende la utilizacion o no del eyaculado. Las caracteristicas evaluadas fueron: 

motilidad masal, concentracion, morfologia de los espermatozoides y conteo de vivos y 

muertos. La motilidad masal se valoro mediante las ondas de movimiento del semen, 

debido a que es la forma mas simple y rapida (Evans y Maxwell, 1987). Solo eyaculados 

con buena motilidad se utilizaron para procesarse y posteriormente fueron congelados; 

con base en el cuadro de motilidad propuesto por Evans y Maxwell (1987) solo se 

utilizaron las muestras valoradas en los rangos de 4 y 5 (Cuadro 6). 

La concentracion espermatica se expresa con base en el numero de espermatozoides por 

mililitro y es de gran importancia ya que Ia tasa de dilucion depende de ella. Esta 
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caracteristica se determin6 mediante la ayuda de la camara de Neubauer, ademas de una 

pipeta de conteo de gl6bulos rojos. La muestra a utilizar se diluy6 en una proporci6n de 

1 a 200; esto se logr6 succionando el semen con la pipeta hasta la marca de 0.5 y 

posteriormente se absorbi6 la soluci6n de Hayem hasta la marca 101, mezclando 

perfectamente las dos soluciones agitando suavemente. Posteriormente, se procedi6 al 

llenado del area de conteo e inmediatamente despues se procedi6 a localizar la 

cuadricula de conteo con el objetivo de 1 OX para luego cambiarse al objetivo de 40X, 

con el cual se realiz6 el conteo de las celulas espermaticas localizadas en cinco cuadros 

grandes, los cuatro de las esquinas y el del centro. La concentraci6n de espermatozoides 

por mililitro de semen se calcul6 multiplicando el numero total de espermatozoides de 

las cinco cuadriculas grandes por 107 (Evans y Maxwell, 1987; Daza, 1997; Gordon, 

1997). 

La proporci6n elevada de espermatozoides muertos y anormales, morfol6gicamente 

tienen una influencia negativa sobre la fertilidad, debiendose rechazar los eyaculados 

que contengan mas de 15% de espermatozoides anormales y un porcentaje de 20% de 

celulas muertas (Daza, 1997). El conteo de espermatozoides vivos y muertos al igual que 

de normales y anormales se realiz6 en el mismo frotis, cuya preparaci6n fue de la 

siguiente manera: en un porta objetos temperado se coloc6 una pequefia gota de semen, a 

la cual se le adicionaron 2 6 3 gotas de colorante vital de Eosina-Nigrosina y se 

homogeneiz6 con un palillo, para posteriormente realizar un frotis, el cual se dej6 secar 

al aire e inmediatamente despues se procedi6 a realizar el con teo de 100 celulas 

espermaticas en distintos campos del frotis, con la ayuda del objetivo de inmersi6n 

(1 OOX). Los espermatozoides muertos se tifien parcialmente de rosa, mientras que las 
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celulas vivas no se tifien. De la misma manera, se procedi6 a realizar un conteo en las 

celulas vivas del frotis para determinar el porcentaje de anormalidades presentes (Evans 

y Maxwell, 1987; Hafez, 1994; Daza, 1997). 

5.6. Dilucion de Ia muestra 

La diluci6n de semen se justifica por el hecho de poder inseminar un mayor numero de 

hembras que las que se podrian inseminar con semen no diluido, para mantener su poder 

fecundante desde su recolecci6n hasta la fecundaci6n (Daza, 1997). Una vez valorado el 

eyaculado y comprobado que reune las condiciones 6ptimas necesarias para considerarse 

de buena calidad, se procede a la diluci6n con la siguiente formula: 

TD =(VOL. x CONC. x MOT.) /200 x 106 

Donde: 

DT = Tasa de diluci6n 

VOL.= Volumen 

CONC. = Concentraci6n 

MOT. = Motilidad 

200 x 106 = Concentraci6n por dosis. 

Los eyaculado se dividi6 en dos porciones iguales en diferentes tubos, para poderse 

mezclar con los dos dilutores utilizados como tratamientos. La sustancia crioprotectora 

que debe de tener el dilutor puede adicionarse en dos tiempos (metodo de dos pasos), o 

en el momento de la diluci6n (metodo de un paso); utilizandose este ultimo por su 

simplicidad y mejor manejo del semen antes de la congelaci6n (Evans y Maxwel1,1987). 

Posteriormente se procedi6 a dar inicio al enfriamiento y conservaci6n del semen. 
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5. 7. Conservacion del semen 

La reducci6n de la temperatura del semen reduce la tasa metab6lica y disminuye la 

motilidad, pero estos cambios pueden ser reversibles si se restablece la temperatura 

organica normal (Vivanco, 1998). El metodo que se utiliz6 para conservar el semen fue 

el de congelaci6n en nitr6geno liquido. 

5.7.1. Enfriamiento del semen 

La disminuci6n de la temperatura del semen de 37 oc hasta 5 oc se realiz6 en el 

refrigerador. El semen contenido en un tubo de plastico, se coloc6 en medio de un 

recipiente de crista! aislado con una capa de algod6n, se tap6 el recipiente y se deposito 

en el interior del refrigerador cuya temperatura se encontraba a 5 °C. En este lugar se 

mantuvo 4.5 horas. Durante las dos primeras horas se da la disminuci6n de la 

temperatura de la muestra hasta igualarse con su entomo, el tiempo restante se da para 

permitir el equilibria del glicerol, estableciendo un balance intracelular y extracelular en 

cuanto a concentraci6n, el cual regularmente se presenta cuando se alcanzan los 5 °C 

(Salamon y Maxwell, 2000). 

5.7.2. Envasado del semen 

Despues del enfriamiento del semen se procedi6 al empajillado, no sin antes constatar 

que la motilidad de la muestra era buena. El envasado se realiz6 en pajillas de plastico 

de 0.25 ml, las cuales fueron llenadas con la ayuda de una jeringa de 1 ml, teniendo 

cuidado en no llenar completamente la pajilla, con lo cual queda un espacio vacio el cual 

se llena con alcohol polivinilico, introduciendo las pajillas en agua a la misma 

temperatura para permitir la formaci on de un gel sellador. Transcurridos 10 minutos del 
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llllClO del empajillado, se procedi6 al secado de las mismas, para asi dar inicio al 

congelamiento. 

5. 7 .3. Congelamiento del semen 

El congelamiento del semen se realiz6 en vapores de nitr6geno ( -80 a -100 °C) y el 

proceso consisti6 en depositar las pajillas de forma horizontal sobre una gradilla de 

plastico, la cual se encontraba en el interior de un recipiente de unicel redondo. Las 

pajillas se colocaron a 4 em por encima de la superficie del nitr6geno liquido, con lo 

cual se regula la velocidad de congelamiento la cual se considera que es de 10 a 100 °C 

x minuto (Salamon y Maxwell, 2000). Las pajillas se expusieron por 20 minutes a los 

vapores de nitr6geno y posteriormente se procedi6 a depositar las pajillas directamente 

en el nitr6geno liquido ( -196 °C). 

5. 7 .4. Descongelamiento y evaluacion del semen 

Las dosis que se almacenan en el termo de nitr6geno deben demostrar que tiene una 

buena motilidad postdescongelamiento. La prueba se realiz6 mediante la descongelaci6n 

(37 °C/45 seg) de dos pajillas tomadas al azar del eyaculado que se congel6; se coloc6 

una gota de semen sobre un porta objetos temperado a 37 °C y se evalu6 su motilidad 

masal e individual con la ayuda de un cubre objetos y el objetivo de 40 X. Solo las 

muestras cuya motilidad individual progresiva era superior a un 40% se consideraron de 

buena calidad y se almacenaron en el termo de nitr6geno. De estas mismas muestras con 

buena motilidad se procedi6 a realizar un analisis mas detallado para determinar el 

porcentaje de espermatozoides afectados a nivel del acrosoma durante el proceso de 

44 



congelamiento y descongelamiento, asi como el posible efecto del tipo de dilutor, macho 

y mes de colecci6n sobre la mayor o menor incidencia de las mismas. 

5. 7 .5. Determinacion del estado acrosomal 

El colorante utilizado fue de can1cter comercial denominado SPERMAC (Minitiib 

Abfiill-Und Labortechnik GmbH and Co., Germany) y puede utilizarse para la 

determinacion de morfo-anormalidades del semen fresco o diluido de varias especies. El 

estado del acrosoma se determine al realizar un conteo de cien celulas espermaticas de 

un frotis cuya elaboraci6n a continuaci6n se describe; se utiliz6 un microscopio de 

contraste de fases de la marca Aeroscope y el objetivo de inmersi6n (1 OOX). 

El frotis se realiz6 inmediatamente despues de la evaluaci6n de la motilidad 

postdescongelaci6n de la misma pajilla y se dej6 secar al aire libre, procurando que no 

transcurriera un periodo mayor de 5 min entre la realizaci6n del frotis y la aplicaci6n de 

la soluci6n fijadora. La fijaci6n del frotis se realiz6 por inmersi6n en la soluci6n 

fijadora, por un minimo de 6 min inmediatamente despues se procedi6 a la tinci6n 

utilizando el siguiente procedimiento: 

a) El frotis se lav6 en agua corriente durante 5-6 expos1c10nes para 

posteriormente eliminar el exceso de agua con papel secante. 

b) Inmediatamente despues, se sumergi6 el frotis en el colorante A (rojo) por un 

periodo de 1-2 min transcurrido este tiempo, se lav6 y sec6 de la manera antes 

mencionada. 

c) Se sumergi6 el frotis en el colorante B (verde) por un periodo de 1 min; se lava 

y seca de la forma antes mencionada. 
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d) Se procedi6 entonces a sumergir el frotis en la soluci6n C (azul) por un 

periodo de 1 min. se lav6 y sec6 como se indic6 anteriormente. 

El frotis se examin6 inmediatamente despues de ser realizado considerando las 

caracteristicas que se mencionan en el Cuadro 8. El examen se realiz6 con el objetivo de 

inmersi6n (lOOX) y la lente de contraste de fases, con lo cual, se denota que las diversas 

partes del espermatozoide se colorearon como se menciona en seguida: 

•!• El acrosoma se tiiie de verde 

•!• La region ecuatorial se tine de un verde palido 

•!• El resto de la cabeza se tine de rojo 

•!• El cuello y la cola se tiiien de verde 

Cuadro 8. Espermatozoides normales y afectados por la criopreservaci6n a nivel del 
acrosoma 

0 y 1) espermatozoides nonnales con el acrosoma intacto; 2) espennatozoide afectado perdiendo el 
acrosoma; 3) espermatozoide que no tiene acrosoma 

Watson eta/. (1991) mencionan que se pueden clasificar los espermatozoides en base a 

su estado acrosomal de tres formas: 

a) Normal. Los hordes estan lisos y regulares, el acrosoma se distingue como una 

cresta prominente y ademas se denota el segmento ecuatorial. 
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b) Intermedia. La porci6n anterior del segmento ecuatorial puede estar mas 

prominente que los margenes laterales a menudo se distingue la cresta acrosomal 

intacta. 

c) Acrosoma perdido. Este estado se caracteriza por el desprendimiento parcial o 

total del acrosoma. 

5.7.6. Variables de respuesta 

Las variables de respuesta fueron: motilidad prediluci6n (MPRED), daiios acrosomales 

(DA) y motilidad postdescongelado (MPD). 

5. 7. 7. Ana lis is estadistico 

El analisis de los datos se realiz6 con el procedimiento GLM (General Lineal Model) del 

paquete SAS (SAS, 1998) y la comparaci6n de medias se realiz6 mediante el 

procedimiento de Tukey (Steely Torrie, 1988). 

Los modelos estadisticos utilizados para el analisis de las variables de respuesta fueron 

los siguientes: 

MPREDijk = J..1 + Ri + Mj + Ri * Mj + f31(C - o) + Eijk 

Donde: 

MPREDijk = La motilidad prediluci6n del semen del macho de la i-esima raza en el j­

esimo mes. 

J..1 = Media general 

Ri = Efecto de la i-esima raza, i = 1 ,2. 

Mj = Efecto del j-esimo mes, j = 1 ,2, ... , 9. 
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Ri * Mj = Efecto de la interacci6n entre raza y mes. 

C = Efecto de la concentraci6n espermatica como covariable. 

~~= Coeficiente de regresi6n lineal asociado con la covariable C. 

Eijk = Efecto del error experimental. Eijk- NI (0, cr2 E). 

El modelo estadistico utilizado para evaluar los daii.os acrosomales (DA) y motilidad 

postdescongelaci6n (MPD) fue: 

DA 6 MPDijkl = 1..1. + Di + Mj + Rk + Eijkl 

Donde: 

DA 6 MPDijkl = Danos acrosomales 6 motilidad postdescongelaci6n, respectivamente, 

correspondiente al i-esimo dilutor, en el j-esimo mes y ala k-esima raza. 

Di = Efecto del i-esimo dilutor, i = 1 ,2. 

Adicionalmente, las variables MPRED, DA y MPD se analizaron sustituyendo el efecto 

del mes (que en algunos casos tenia pocas repeticiones ), por el de epoca (que al sumar 

meses con pocas repeticiones con otros meses con mas repeticiones dentro de la misma 

epoca manifesto algunos resultados significativos). La epoca reproductiva comprendi6 

los meses de octubre a febrero; la no reproductiva consider6 los meses de marzo a julio, 

sin incluir a mayo en el cual no se obtuvieron observaciones. 

Los modelos cuando se incluy6 al efecto de epoca fueron similares a los que se 

utilizaron cuando se analiz6 al efecto mes, excepto que para MPRED se consider6 

adicionalmente a la viabilidad espermatica como covariable, y para DA y MPD se 

incluy6 la interacci6n entre epoca y raza. 
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Estos amilisis se realizaron tanto con los valores originales de las variables respuesta, 

como utilizando la transformaci6n arcoseno. Sin embargo, dado que los resultados de los 

amllisis no variaron con la transformaci6n, se decidi6 utilizar los resultados de los 

amilisis de varianza con los valores originales. 
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6. RESULTADOS Y DISCUSION 

6.1. Fase de predilucion 

6.1.1. Fase de prediluci6n por mes 

En el Cuadro 9 se presenta el amilisis de varianza para la motilidad espermatica 

prediluci6n (MPRED), considerando como efectos principales al mes y la raza, de la 

misma manera la concentraci6n espermatica fue valorada como covariable. Se encontr6 

que la MPRED estuvo influenciada (P<0.02) por la interacci6n mes por raza. 

Cuadro 9. Analisis de varianza para motilidad espermatica prediluci6n considerando el 
efecto de mes 

FV GL 
Mes 8 
Raza 1 
Mes * Raza 8 
Concentraci6n 1 
Residual 168 
Total 187 

CM 
16.552 
4.821 
10.842 
76.989 
4.576 

FC 
3.62 
1.05 
2.37 
16.82 

Pr>F 
0.0007 
0.3062 
0.0193 
0.0001 

En la Grafica 1 se presenta la variaci6n en cuanto a la MPRED en funci6n del mes y la 

raza del semental. En ambas razas se observa una tendencia de disminuci6n de la 

motilidad espermatica a partir del mes de febrero. Sin embargo, la variaci6n en 

motilidad a traves de los meses depende de la raza. 
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Grafica 1. Porcentaje de la motilidad espermatica prediluci6n de machos Dorper y 
Mutton Merino en funci6n del mes 

Vivanco (1983) citado por el mismo autor en (1998), mencwna que la interacci6n 

significativa entre raza y ambiente es tipica en la mayoria de los estudios y que ademas, 

la interacci6n de raza con mes en caracteristicas seminales denota la diferente capacidad 

de adaptaci6n de las distintas razas en los diferentes ambientes. 

Mandiki et a/. ( 1998) mencionan que la producci6n de espermatozoides, volumen y 

motilidad se incrementan durante los meses de agosto a diciembre y declinan en los 

meses de marzo y junio, esto al estudiar la influencia del mes y edad sobre tamafi.o 

testicular, calidad seminal y capacidad reproductiva en las razas Texel, Suffolk e Ile-de-

France. Lo antes mencionado corrobora en gran medida los resultados de este estudio, ya 

que la mayor motilidad se presenta en los meses de octubre a febrero 

independientemente de la raza. 

Osinowo eta/. (1988) reportan motilidades espermaticas en la raza ovina Yankasa de 

82% en cameros de 10 meses de edad, de la misma forma reportan interacci6n entre la 

edad y el dia de colecci6n. Vivanco (1998) menciona que el efecto del mes, si es que no 
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esta ligado al efecto estacional, es tambien bastante arbitrario y depende en su mayoria 

del efecto de la region geognifica y refleja variaciones climaticas. 

En el caso de la covariable concentraci6n que result6 altamente significativa (P<O.Ol) se 

estim6 que por cada unidad porcentual que se incrementa la concentraci6n espermatica, 

la motilidad del semen prediluci6n se incrementa un 0.22%. 

El Cuadro 10 presenta las caracteristicas evaluadas para cada eyaculado en los distintos 

meses de duraci6n del estudio. Se denota claramente que estas caracteristicas son mucho 

mejores en los meses de octubre a febrero; sin embargo, durante los meses de marzo a 

julio los porcentajes bajan significativamente, lo cual puede estar influenciado por la 

capacidad del testiculo para producir andr6genos, debido a que a medida que se 

incrementa la temperatura ambiental, esta capacidad disminuye, independientemente de 

la raza, todo esto causado por las altas temperaturas que se presentan en los meses de 

marzo a julio (Hafez, 1994 ). 

Cuadro 10. Promedios mensuales para las caracteristicas volumen, color, normalidad, 
concentraci6n, viabilidad i: motilidad del semen ovino 
Mes Yo lumen Color Normalidad Concentraci6n * Viabilidad Motilidad 

MEDIA D. E MEDIA D.E MEDIA D. E MEDIA D. E MEDIA D. E MEDIA D. E 

Octubre 1.12a 0.21 2.50a 0.50 88.59a 2.29 3020.41b 344.57 88.27a 2.70 85.87a 0.35 

Noviembre l.IOa 0.17 3.00a 0.00 89.65a 3.53 4176.61a 660.28 89.04a 2.99 85.71a 0.46 

Diciembre 1.11a 0.19 3.00a 0.00 86.57a 3.22 3640.86b 250.44 88.28a 1.43 85.39a 0.65 

Enero 1.16a 0.25 3.00a 0.00 86.66a 1.86 3430.00b 206.30 85.33a 1.36 84.69a 0.94 

Febrero 1.02a 0.27 2.72a 0.45 91.45a 2.77 3131.82b 358.60 84.72a 4.02 85.84a 0.47 

Marzo 1.02a 0.32 2.45a 0.50 88.36a 2.73 3109.09b 355.51 86.36a 3.36 83.83b 0.47 

Abril 1.02a 0.12 2.28a 0.46 85.42a 2.82 3115.71b 172.03 85.85a 2.03 85.18a 0.59 

Junio l.OOa 0.37 2.00a 0.00 83 .00a 2.39 2658.50c 236.78 84.25a 1.58 83.53b 0.81 

Julio 1.01a 0.15 2.00a 0.00 83.16a 1.85 2646.67c 231.64 82.83a 1.74 82 .. 19c 0.73 

Medias con Ia misma literal por columna no presentan diferencias significativas (P>O.OS) 
* La concentraci6n esta expresada en millones por mililitro. 
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Dufour et al. (1984) con base en un estudio realizado en dos razas de ovinos (Suffolk y 

Dorset), encontraron que 1a maxima producci6n espermatica se registra durante los 

meses de noviembre a enero y la minima se presenta en el mes de julio. En el mismo 

estudio mencionan que la moti1idad espermatica cambia significativamente de acuerdo 

con el mes del afio, ya que la maxima motilidad se present6 en los meses de octubre y 

noviembre (72%) y la minima se observ6 en los meses de mayo y julio (50%), 

existiendo ademas diferencias entre machos y razas. 

6.1.2. Fase de prediluci6n por epoca 

E1 Cuadro 11 presenta el analisis de varianza para motilidad espermatica prediluci6n 

considerando el efecto de epoca. Se encontr6 que la motilidad espermatica prediluci6n 

esta influenciada (P<0.03) por la interacci6n epoca por raza. De la misma manera se 

encontr6 que la concentraci6n espermatica fue altamente significativa (P<0.01) y la 

viabilidad espermatica result6 significativa (P<0.09). En el caso de la concentraci6n 

espermatica, por cada punto porcentual que se disminuye esta covariable la motilidad se 

ve reducida en un 0.22%. Por otra parte por cada punto porcentual que la viabilidad baja 

durante la epoca no reproductiva con respecto a la epoca reproductiva la motilidad 

espermatica seve disminuida en un 0.094%. 

Cuadro 11. Anatisis de varianza para motilidad espermatica prediluci6n considerando el 
efecto de epoca 

Epoca 
Raza 

FV 

Epoca * Raza 
Concentraci6n 
Viabilidad 
Residual 
Total 

GL 
I 
I 
I 
I 
1 

182 
187 

CM 
88.05654112 
41.32506236 
24.87828570 

308.11265265 
15.07899016 
5.00083856 

FC 
17.61 
8.26 
4.97 
61.61 
3.02 

Pr>F 
0.0001 
0.0045 
0.0269 
0.0001 
0.0842 
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En la Gnifica 2 se presenta la variaci6n de la motilidad espermatica prediluci6n en 

funci6n de la epoca y la raza del semental. Se observa que la motilidad espermatica 

prediluci6n se ve disminuida en mayor grado en la epoca no reproductiva, pero esto 

depende en gran medida de la raza, ya que la raza Dorper manifiesta una mayor caida en 

esta variable si se compara con la otra raza en la misma epoca. Daza (1997), menciona 

que el efecto de la epoca es variable seglln la raza y parametro seminal considerado. De 

la misma man era Vivanco ( 1998) menciona que la producci6n de semen y sus 

caracteristicas estan afectadas por factores geneticos y ambientales, siendo de mayor 

importancia los factores ambientales. 
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Grafica 2. Porcentaje de la motilidad espermatica prediluci6n en funci6n de la raza y la 
epoca 

Colas ( 1979) menciona que la calidad del semen de camero depende de la epoca de 

colecci6n y que se obtienen mejores eyaculados y por lo tanto mayores porcentajes de 

fertilidad durante la epoca reproductiva, la cual esta comprendida durante los meses de 

septiembre a febrero en el Hemisferio Norte. Lo anterior confirma los resultados 

obtenidos en este estudio, ya que los mejores eyaculados en las dos razas en estudio se 

obtuvieron en la epoca reproductiva comprendida entre los meses de octubre a febrero. 
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Karagiannidis et a/. (2000b) al utilizar machos de 3 razas capnnas en las cuales 

determinaron sus caracteristicas seminales a lo largo de todo un afio, encontraron que la 

motilidad espermatica durante la epoca reproductiva fue significativamente mayor 

(P<0.001) comparada con la observada en la epoca no reproductiva en 3 de las 5 razas 

utilizadas (Alpina: 64.04 y 55.11%, respectivamente; Saanen: 68.73 y 59.64%, 

respectivamente; y Damasco: con 69.04 y 61.04%, respectivamente). 

Ibrahim (1997) menciona que la estaci6n del afio ejerce un marcado efecto sobre las 

caracteristicas seminales, reportando que el semen obtenido en las estaciones de otofio e 

inviemo no fue significativamente diferente (P>0.05), sin embargo, con respecto a las 

otras dos estaciones del afio result6 altamente significativo (P<0.001). Los dias largos y 

las altas temperaturas, tienen un marcado efecto sobre la actividad sexual y los atributos 

seminales de los cameros y de machos cabrios. 

Fresno et a/. (2000) trabajando con 10 machos cabrios adultos encontraron, diferencias 

significativas (P<0.05) en las caracteristicas del semen caprino al ser estudiado en dos 

epocas distintas. El volumen y la concentraci6n afectaron de manera directa a la 

motilidad espermatica, siendo de mayor calidad los eyaculados obtenidos en la epoca 

reproductiva, lo anterior avala lo mostrado en el Cuadro 11. 

En el Cuadro 12 se presentan las caracteristicas evaluadas de los eyaculados ovinos en 

funci6n de la epoca de estudio. Se observ6 que las caracteristicas concentraci6n, 

viabilidad y motilidad espermatica son de mejor calidad en la epoca reproductiva, en 

comparaci6n con las muestras obtenidas en la epoca no reproductiva. 
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Cuadro 12. Promedios por epoca para las caracteristicas volumen, color, normalidad, 
concentraci6n, viabilidad ~ motilidad del semen ovino 

p 

EEoca Volumen Color Normalidad Concentraci6n* Viabilidad Motilidad 
Media D.E Media D.E Media D. E Media D.E Media 

Reproductiva l.lOa 0.21 2.78a 0.41 86.13a 3.24 3526.32a 692.54 87.81a 
No 1.02a 0.25 2.25a 0.43 85.75a 3.38 2947.29b 350.23 85.17b 

Reproductiva 
Medias con la misma literal por columna no presentan diferencias significativas (P>0.05) 
* La concentraci6n esta expresada en millones por mililitro. 

D.E Media 
3.29 85.66a 
2.86 83.95b 

Sinha y Singh (2000) encontraron diferencias significativas (P<O.O 1) entre 5 razas de 

caprinos, para las caracteristicas volumen, motilidad masal, viabilidad y concentraci6n 

espermatica. La epoca del aiio solo fue significativa (P<0.05) para viabilidad y 

normalidad. Lo anterior concuerda con los resultados obtenidos en este estudio. 

Karagiannidis et a/. (2000a) al realizar un estudio para la evaluaci6n de las 

caracteristicas seminales a lo largo de todo un aiio en dos razas ovinas (Chios y 

Friesian), encontraron que el volumen en la estaci6n no reproductiva en la raza Chios 

fue de 1.34, mientras que para la raza Friesian fue de 1.28, sin embargo, en la epoca 

reproductiva fueron de 1.52 y 1.51, respectivamente. La concentraci6n espermatica para 

la raza Chios fue de 3,640 y 4,360 millones por mililitro en la epoca no reproductiva y 

reproductiva, respectivamente. Mientras tanto esta misma caracteristica para la raza 

Friesian fue de 3,820 y 4,255. En lo concemiente ala motilidad espermatica se encontr6 

que durante la epoca no reproductiva fue de 70 y 69% respectivamente, mientras que en 

la epoca reproductiva fue de 74 y 73%, respectivamente. Lo anterior corrobora los 

resultados mostrados en el Cuadro 12, en el cual se denota que las caracteristicas macro 

y microsc6picas de los eyaculados obtenidos en la epoca reproductiva son de mejor 

calidad que los obtenidos en la epoca no reproductiva. 
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6.2. Fase de postdescongelacion 

6.2.1. Fase de postdescongelaci6n por mes 

La criopreservaci6n del semen de las dos razas ovinas en estudio (Dorper y Mutton 

Merino) se realiz6 en nitr6geno liquido evaluando las variables de respuesta dafios 

acrosomales (DA) y motilidad postdescongelaci6n (MPD), tomando como efectos 

principales el dilutor, la raza y el mes. En el Cuadro 13 se muestra el analisis de varianza 

para dafios acrosomales de los espermatozoides al realizarse la descongelaci6n. 

Cuadro 13. Amllisis de varianza de la variable dafios acrosomales considerando el 
efecto de mes 

FV 
Dilutor 
Mes 
Raza 
Residual 
Total 

GL 
1 
8 
1 

177 
187 

CM 
30.72340426 
60.95195633 
1.69602662 

18.61336221 

FC 
1.62 
3.27 
0.09 

Pr>F 
0.2006 
0.0017 
0.7631 

El dilutor no tuvo un efecto significative (P>0.20), sobre el porcentaje de dafios 

acrosomales de los espermatozoides. Es decir que al utilizar el dilutor de canicter 

comercial Triladyl o el preparado en ellaboratorio, el porcentaje de dafios acrosomales 

despues del descongelado fue similar entre los 2 dilutores (P>0.02). Lo anterior se 

esquematiza en la Gratica 3. 
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Grafica 3. Porcentaje de daiios acrosomales de los espermatozoides en semen 
descongelado utilizando los dilutores Triladyl y Experimental 

Cooper et a/. ( 1996) mencionan que al utilizar dilutores con base en Tris-citrato, asi 

como a base de leche, se logra una buena protecci6n de las membranas celulares, ya que 

los porcentajes de daiios acrosomales fueron de 13.7 y 27.5 %, respectivamente. Lo 

anterior concuerda con lo obtenido en el presente trabajo, ya que los porcentajes de 

daiios acrosomales varian de un 25.2% cuando se utiliz6 el dilutor experimental a un 

26% al utilizar el dilutor comercial. Cabe seiialar que Molina eta/. (1994), reportaron 

que Ia integridad del acrosoma esta determinada por el tiempo de incubaci6n (P<0.001) 

y las diferencias entre eyaculados (P<0.01) y no asi porIa composici6n del dilutor o Ia 

concentraci6n del azlicar utilizada. Lo anterior de cierta manera contradice los resultados 

obtenidos en el presente estudio ya que independientemente del tiempo de incubaci6n 

los porcentajes de daiios .en el acrosoma en los dilutores con base en Tris- glucosa- acido 

citrico inmediatamente despues de Ia descongelaci6n son altos. 

De las Haras eta!. (1996) encontraron que al utilizar un dilutor a base de Tris-yema de 

huevo para conservar semen fresco y congelado de ovinos, se presentan porcentajes de 

daiios en el acrosoma muy divergentes, ya que al evaluar los daiios acrosomales para 
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semen fresco mantenido a 37 °C durante Ia pnmera hora solo obtuvo un 2%, sin 

embargo, al evaluar el semen de Ia misma muestra inmediatamente despues de Ia des-

congelacion encontraron que los dafi.os en el acrosoma se incrementaron hasta un 17%, 

pero a medida que transcurria el tiempo el porcentaje se incremento hasta un 80%, lo 

cual se atribuye al efecto de Ia enzima amidasa responsable de Ia conversion de Ia 

proacrosina en acrosina. 

Los dafi.os del acrosoma vanan (P<0.002) a traves de los mes, ya que el menor 

porcentaje de los mismos se presento en los meses de noviembre, enero y febrero yen 

contraparte este porcentaje se elevo considerablemente en los meses de junio y julio, 

como lo muestra Ia Gnifica 4. 
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Grafica 4. Porcentaje de dafi.os acrosomales en espermatozoides postdescongelacion a 
traves de los meses 

Saacke et al. ( 1968) menctonan que los dafi.os acrosomales estan intimamente 

relacionado con los procesos espermatogenicos, ya que durante los meses de mayor 

incidencia de cal ores (mayo-agosto) se presentan mayores porcentajes de dafi.os 

acrosomales en semen de taros Holstein. La temperatura de incubacion no afecta Ia 

mayor o menor presentacion de dafi.os en el acrosoma, pero si el tiempo de incubacion, 
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segun lo reportan Gomez et a/. (1997) qmenes encontraron un 33.5% de 

espermatozoides con dafios en el acrosoma al inicio de la incubaci6n a 30 y 39 °C. Sin 

embargo, despues de una hora, reportaron porcentajes de 60% ala temperatura de 30 °C 

y de 67% para los 39 °C. Lo anterior reafirma los resultados de el presente estudio, ya 

que los porcentajes de DA inmediatamente despues de la descongelaci6n fueron 

simi lares. 

La raza no afecto significativamente (P>0.76) el porcentaje de dafios acrosomales, 

encontrando similares porcentajes para ambas razas lo cual se muestra en la (Gnifica 5). 
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Gnifica 5. Porcentaje de dafios acrosomales de espermatozoides en semen descongelado 
por raza del semental 

Lambrechts et a/. (2000) al realizar un experimento con dos lineas geneticas de la raza 

Merino, encontraron que el porcentaje de DA fue de 26.6 y 36.4% para la linea 1 y 2, 

respectivamente, existiendo diferencias significativas (P<0.05) entre lineas dentro de la 

misma raza, 1o cua1 es diferente a lo obtenido en presente estudi6 . . 

Al realizar el am'tlisis de varianza para la motilidad espermatica postdescongelaci6n 

(MPD) como se muestra en el Cuadro 14, se encontr6 que el efecto del mes result6 
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altamente significative (P<0.002), con lo cual se puso de manifiesto que las condiciones 

ambientales, infieren en gran medida en los resultados postdescongelaci6n de los 

espermatozoides. 

Cuadro 14. Amllisis de varianza de la variable motilidad postdescongelado 
considerando el efecto del mes 

FV GL 
Dilutor 
Mes 
Raza 
Residual 
Total 

1 
8 
1 

177 
187 

CM 
34.89893617 
85.11102092 
61.91045281 
19.64647378 

FC 
1.78 
4.33 
3.15 

Pr>F 
0.1 843 
0.0001 
0.0776 

En la Gnifica 6 se muestra la variabilidad de la motilidad espermatica 

postdescongelaci6n en funci6n del mes estudiado, encontrandose que durante los meses 

de junio y julio se presentan los menores porcentajes de motilidad, lo cual puede deberse 

a la calidad delliquido seminal afectado por las altas temperaturas en dichos meses. 
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Grafica 6. Porcentaje de motilidad postdescongelaci6n de semen ovino a traves de los 
meses 

Las diferencias entre los eyaculados de distintos machos puede deberse a diferencias en 

los constituyentes del liquido seminal, los cuales son aportados por el epididimo o 

glandulas accesorias; estos componentes le confieren al espermatozoide mayor o menor 
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resistencia durante el congelamiento y descongelaniiento (Way et a/., 1995), lo cual 

podria explicar la variaci6n entre muestras que congelan perfectamente y muestras que 

no congelan aun proviniendo de un mismo macho. 

El efecto de la raza result6 significativo (P<0.08) para motilidad postdescongelado, ya 

que la raza Mutton Merino present6 un porcentaje ligeramente mayor al encontrado en la 

raza Dorper (Gnifica 7). 
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Grafica 7. Porcentaje de motilidad postdescongelado de espermatozoides ovinos de 
acuerdo con la raza del semental 

El-Alamy y Foote (2001) encontraron que la motilidad individual postdescongelado para 

la raza Finn fue de 63% y de la raza Dorset fue de 62%, no encontrando diferencias 

significativas entre razas (P>0.05) para esta variable. Los resultados son contrarios a los 

obtenidos en el presente estudio. 

El dilutor no tuvo efecto significativo (P>0.20) para MPD, lo cual se muestra en la 

Gnifica 8. En esta gnifica se observa que los porcentajes de espermatozoides con 

movimiento progresivo de acuerdo con el dilutor son muy similares, lo cual indica que 
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cualquiera de los dos dilutores pueden utilizarse para congelar semen de camero, sin 

afectar la motilidad despues del descongelamiento. 
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Grafica 8. Porcentaje de motilidad espermatica despues del descongelamiento de semen 
ovino utilizando los dilutores Triladyl y Experimental 

Resultados similares fueron reportados por Rasul et a/. (2000), quienes evaluaron el 

porcentaje de motilidad inmediatamente despues del descongelado, utilizando el sistema 

visual, obteniendo diferencias significativas (P<0.07) al utilizar diferentes buffers, ya 

que se observaron porcentajes de 60% para HEPEST, 53% para TCA y 48% para 

Citrate. Gil et a/. (2000) encontraron que los porcentajes de motilidad masal 

inmediatamente despues de ser descongelada la muestra fueron de 57.5% cuando se 

utiliz6 un dilutor a base de leche, mientras que al determinar la motilidad individual 

encontraron que el porcentaje disminuia hasta un 46.5%. Al realizarse la comparaci6n 

de motilidad masal contra motilidad individual, cuando utilizaron un dilutor a base de 

Tris-citrato-fructosa, obtuvieron porcentajes de 43.8 y 33.7%, respectivamente. 

Fiser eta/. (1987) reportaron motilidades postdescongelado de 43% al utilizar un dilutor 

a base de Tris-fructosa y una tasa de congelamiento rapida; la motilidad no vari6 al 
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utilizar una tasa de congelamiento lenta ya que esta solo bajo (0.5%). Sanchez-Partida 

eta!. (1998) reportaron motilidades postdescongelado de 70, 65, 60 y 58% al utilizar un 

dilutor a base de Tris-citrato, el cual se suplement6 con prolina y glicina en diferentes 

concentraciones. Es importante mencionar que los resultados fueron generados durante 

Ia primera hora de incubaci6n en bafio maria a 37 °C. 

6.2.2. Fase de postdescongelaci6n por epoca 

El analisis de varianza para dafios acrosomales cuando se consider6 el efecto de Ia epoca 

se muestra en el Cuadro 15; se encontr6 un efecto significativos de Ia interacci6n epoca 

por raza (P<0.05), lo cual indica que las diferencias en DA entre epocas depende de Ia 

raza del semental. 

Cuadro 15 . Analisis de varianza para Ia variable dafios acrosomales considerando el 
efecto de la epoca 

Dilutor 
Epoca 
Raza 

FV 

Epoca * Raza 
Residual 
Total 

GL 
I 
I 
I 
I 

183 
187 

CM 
30.722340426 
440.76243554 

4.55294044 
74.94477163 
18.08374787 

FC 
1.70 

24.37 
0.25 
4.15 

Pr>F 
0.1941 
0.0001 
0.6164 
0.0432 

En Ia Grafica 9 se muestra Ia proporci6n de dafios de dafios acrosomales de 

espermatozoides en semen descongelado, de acuerdo con Ia epoca y raza. El porcentaje 

de DA fue mayor (25%) en Ia epoca reproductiva que en Ia epoca no reproductiva (24%) 

cuando se consider6 a Ia raza Dorper, sin embargo, lo contrario se observ6 cuando se 

consider6 Ia raza Mutton Merino, ya que esta presenta porcentajes de 25 y 29%, 

respectivamente. 
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Grafica 9. Porcentaje de dafios acrosomales de espermatozoides en semen 
descongelados de acuerdo a la epoca y raza del semental 

Aisen et a/. (2000) encontraron que los dafios acrosomales del semen de cameros F1 

(Friesian x Corriedale) obtenido durante la epoca reproductiva y diluidos en un dilutor 

con base de Tris-citrato-fructosa, fue de 32.7%. Valcarcel et a/. (1997) estudiando 

machos de la raza Merino menciona que solo de un 10 a un 15% de los espermatozoides 

viables despues de la descongelacion presentan acrosomas intactos, mientras que de un 

45 a un 50% de la poblaci6n total muestran acrosomas perdidos o dafiados. 

Tamuli y Watson (1994) reportaron porcentajes de dafios acrosomales dentro de la epoca 

reproductiva en cameros de un 13.67 ± 1.0% al utilizar eosina-nigrosina-giemsa; sin 

embargo, este colorante no permite distiguir con claridad la region post-acrosomal, ya 

que se forma una coloracion purpura en el extremo que no se detecta fasilmente con el 

microscopio convencional de luz. 

Byrne et a/. (2000) mencionan que independientemente del macho o raza cuya fertilidad 

con semen congelado sea probado en un gran numero de veces, el porcentaje de dafios 
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acrosomales puede ser alto al utilizar tasas de congelamiento nipida (39.7%); de la 

misma forma, al utilizar una tasa de congelamiento lenta, los autores tambien reportan 

porcentajes de acrosomas daiiados considerables (36%), con lo cual deben de existir 

muchos otros factores que afecten de sobremanera a dicha variable. 

El dilutor no tuvo efecto significativo (P>O.l9) en la incidencia de dafios acrosomales. 

O'Neill et al. (2002) mencionan que no solo el dilutor, la epoca y la raza afectan la 

proliferacion de dafios en el acrosoma, si no que puede ser afectada tambien por la curva 

de congelamiento, ya que al comparar curvas de congelamiento nipido, intermedio y 

lento encontraron que el porcentaje de espermatozoides con perdidas del acrosoma con 

tasas de congelamiento lento fue mayor (43.9%) que el obtenido con tasas de 

congelamiento nipido (36.6%). 

El Cuadro 16 muestra los resultados del amilisis de varianza para la motilidad 

postdescongelado considerando el efecto epoca. Se encontro que solo bubo efecto 

significativo (P<O.IO) de la raza del semental. En el presente estudio, los cameros 

Mutton Merino presentaron porcentajes de motilidad postdescongelado ligeramente 

mayores (48%) a los presentados por los machos de la raza Dorper. 

Cuadro 16 . Amilisis de varianza de motilidad postdescongelado considerando el efecto 
dee oca 

FV 
Dilutor 
Epoca 
Raza 
Residual 
Total 

GL 
I 
I 
I 

183 
187 

CM 
34.89893617 
34.04424594 
62.88297993 
22.52420472 

FC 
1.55 
1.51 
2.79 

Pr>F 
0.2148 
0.2205 
0.0965 
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Edward et al. ( 1995) mencionan que existe una gran variabilidad en cuanto a las 

caracteristicas individuales de un eyaculado provenientes del mismo macho, con lo cual 

estas diferencias se deben maximizar al tratarse de machos de diferentes razas, cuyas 

caracteristicas en cuanto a la motilidad espermatica pueden ser atribuidas a factores 

geneticos o en un dete~inado momento a la composici6n quimica del dilutor. 

La motilidad postdescongelado puede verse afectada por el macho o por el dilutor seglin 

lo reportado por Van Wagtendonk et al. (2000) quienes mencionan que la motilidad 

postdescongelaci6n puede variar de 35% hasta un 43% de acuerdo al macho y dilutor 

utilizados. Los resultados antes mencionados son similares a los obtenidos en el presente 

estudio. 

El dillutor no present6 efecto significative (P>0.21) para MPD. Molina et al. (1994) 

mencionan que los crioprotectores asi como su concentraci6n afectan la motilidad 

espermatica postdescongelado; cuando utilizaron 6% (v/v) de glicerol en el dilutor, 

obtuvieron la mejor motilidad (46%). Lo anterior concuerda con los resultados obtenidos 

en este estudio, ya que los dilutores utilizados tambien contenian en su formulaci6n un 

6% de glicerol y se obtuvieron porcentajes de 4 7% para el dilutor Triladyl y 48% para el 

dilutor experimental. Sin embargo, Anzar y Graham ( 1996) reportaron motilidades 

postdescongelado de semen de toro superiores (68%), a las del presente estudio. El­

Alamy et al. (200 1) quienes reportaron motilidades postdescongelaci6n de 71% para 

dilitores a base de tris-yema de huevo, mientras que la motilidad en dilutores a base de 

leche fue de un 64%. 
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7. CONCLUSIONES 

a ) Las caracteristicas espermaticas prediluci6n ( concentraci6n y motilidad) en machos 

Dorper y Mutton Merino son afectadas por el mes de recolecci6n. 

b ) El porcentaje de dafios acrosomales y motilidad postdescongelaci6n no varian 

independientemente del dilutor empleado. 

c) El porcentaje de dafios acrosomales es afectado por el mes 6 epoca en que se obtiene 

el eyaculado, y en el caso de Ia epoca varia en funci6n de Ia raza. 

d ) La motilidad postdescongelaci6n tendi6 a ser mayor en Ia raza Mutton Merino que 

en Ia raza Dorper. 

8. IMPLICACIONES 

a ) El dilutor de canicter experimental puede emplearse en mayor escala debido a su 

facil elaboraci6n, bajo costo de producci6n y buenos resultados a nivel 

laboratorio. 

b ) Se deben congelar eyaculados obtenidos durante los meses de octubre a enero, ya 

que presentan mejores porcentajes de motilidad postdescongelado y menores 

incidencias de dafios acrosomales. 
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10. APENDICE 

Cuadro 1. Amilisis de varianza para motilidad espermatica prediluci6n considerando el 
efecto de la eEoca 

FV GL CM FC Pr>F 
Epoca 1 51.331 10.26 0.0016 
Raza 1 18.016 3.60 0.0595 
Epoca * Raza 1 18.256 3.65 0.0577 
Concentraci6n 1 142.328 28.45 0.0001 
Viabilidad 1 7.723 1.54 0.2157 
Volumen 1 1.185 0.24 0.6271 
Color 1 7.726 1.54 0.2156 
Normalidad 1 4.185 0.84 0.3616 
Residual 179 5.003 
Total 187 

Cuadro 2. Amilisis de varianza para motilidad espermatica prediluci6n considerando el 
efecto del mes 

FV GL CM FC 
Mes 8 15.323 3.32 
Raza 1 0.335 0.07 
Mes * Raza 8 11.207 2.43 
Concentraci6n 1 55.681 12.06 
Viabilidad 1 2.630 0.57 
Volumen 1 4.925 1.07 
Color 1 19.868 4.30 
Normalidad 1 0.183 0.04 
Residual 165 4.615 
Total 187 

Cuadro 3. Amllisis de varianza Eara DA considerando el efecto de la eEoca 
FV GL CM FC 

Dilutor 
Epoca 
Raza 
Dilt * Epoca 
Dilt * Raza 
Epoca * Raza 
Residual 
Total 

1 
1 
1 
1 
1 
1 

181 
187 

45.025 
440.762 

4.553 
15.064 
0.934 

74.964 
18.195 

2.47 
24.22 
0.25 
0.83 
0.05 
4.12 

Pr>F 
0.0015 
0.7878 
0.0166 
0.0007 
0.4514 
0.3031 
0.3960 
0.8424 

Pr>F 
0.1174 
0.0001 
0.6175 
0.3641 
0.8209 
0.0438 
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Cuadro 4. Amllisis de varianza para DA considerando el efecto del mes 
FV GL CM FC 

Dilutor 
Mes 
Raza 
Dilutor * Raza 
Dilutor * Mes 
Mes * Raza 
Residual 
Total 
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Gnifica 1. Efecto del mes sobre la motilidad espenmitica prediluci6n en ovinos 
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Grafica 2. Motilidad prediluci6n del semen ovino en epoca reproductiva y no 
reproductiva. 
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Grafica 3. Motilidad espenmitica prediluci6n de acuerdo a la raza 
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