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RESUMEN

Se realizd el experimento con el objeto de determi
nar el diluente mids adecuado para congelar el semen del borre
go Pelibuey, en base al recobre de 1la motilidad espermitica -
‘al descongelado. Los diluentes evaluados fueron Test, Tris y
Citrato de Sodio, todos con yema de huevo 20%, y glicerol 6%.
Se utilizaron 6 borregos de la raza Pelibuey, los cuales se -
trabajaron una vez por semana, obteniéndose dos eyaculados --
por animal cada vez que fueron trabajados. Se determiné el -
volumen, concentracién_espermﬁtica y porcentaje de motilidad
de cada eyaculado. La difucidn iniéial se hizo en base a la
extensién esbermética dei320 x 100 esperméfozoides/doéis; el
enfriamiento del semen diluido se realizé de 37°C a 5°C en --
dos horas y el glicerol se afiadié a esta temperatura. El pe-
riodo de equilibrio fue <de cuatro horas y la congelacién fue
en vapor de Nitrégeno liqnido. El descongelado se realiz6 en
agua caliente a 75°C durante seis segundos, e inmediatamente
se procedié a determinar el porcentaje de motilidad progresi-
va. No se encontraron diferencias (p<€.05) en¢re los diluen-
tes Test y Tris, pero fueron estos dos significativamente su-
periores (P<.05) al Citrato de Sodio. Hubo interaccién bo--
rrego x diluente significativa (P&L.05). Se concluyf que en -~
base a la motilidad espermdtica al descongelado, los diluyen-
tes Test y Tris son satisfactorios para congelar el semen --
del borrego Pelibuey, y que el Citrato de Sodio es el diluen-
te menos adecuado para congelar el semen de esta ra:za.




INTRODUCCTION

La Inseminacién Artificial (IA) ha sido una impor-
tante técnica dentro de la produccién animal, ya que por me--
dio de la IA se ha podido explotar intesamente, y difundir am
pliamente el potencial genético de los sementales superiores-
( Langford et al 1979)

Sin embargo, en la especie ovina la IA se encuentra
limitada, a pesar de que se han estado reportando exitosos re
sultados desde finales de la década de los cincuentas ( Graham
et al sin fecha). Actualmente, el uso de esta técnica a nivel
comercial en los ovinos, se reduce a la zona este y centro de _
Europa, la Unién Soviética y algunas 4reas de Sudamérica - ~>-4vf
(Inskeep 1974). |

Entre los principales obStécu;os que han frenado el
desarrollo de la JIA en los ovinos, esti el corto tiempo que --
puede mantenerse viable el semen del borrego (First gg'gl 1961;
Langford et al 1979 ). Varios autores ( Colas y Court 1976; -
First et al 1961; Langford et al 1979 ) estdn de acuerdo en --
que, si se pudiera resolver el problema de la conservacidn del
semen del borrego, la ganaderfa ovina se podrfa beneficiar tan-
to de 1la IA, como lo han hecho ya, la ganaderia bovina en la --
industria lechera. '

Por 1o tanto, si se pretende impulsar el desarrollo
de la IA en esta especie, se debe tratar de incrementar el tiem

po de conservacifén del semen del borrego optimizando el proceso
de congelacién.

El proceso de congelaci6én, una vez que se ha recolec
tado y evaluado el semen, se inicia con la adicién del dilucnte.
El diluente es una mezcla de ingredientes que tiene por objeto,
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preservar la capacidad fecundante de los espermatozoides durante
el proceso de congelacidén, el periodo de conservacién y al momen
to de descongelarlos, asi como el de obtener varias dosis por --
eyaculado sin sacrificar los indices de concepcién.

Ultimamente, se han estado haciendo considerables --
esfuerzos, por caracterizar los patrones metabb6licos del semen -
ovino, esta informacién podrid ser Gtil en la formulacién de di--
luentes mds adecuados, para la congelacién de dichos semen. ----
(Inskeep 1974). ‘

Debido a la importancia que'dia'con dia cobra la ra-

za ovina pelibuey en las regiones tropicales del pafis como fuen- .
te protéica de origen animal, existe la necesidad de incrementar .

répidh”y'éficientemente la produccién; La IA por las muchasgven-g *
tajas ' que ofrece, es indudablemente uno de los principales recur
sos que existen, y que se debe explotar para alcanzar esta meta.

EﬁJla actualidad, no existe reportes de trabajo rea-
lizados tendientes a congelar semen de borrego Pelibuey, por lo
que el objetivo de éste trabajo es, el de evaluar a los diluentes
mids usados en la congelacién de semen ovino, con el propdsito de
determinar cual de ellos es el més adecuado, que peimita la apli

caci6én de la IA a nivel comercial en ésta raza.

Este trabajo forma parte de la linea de investigacidn
que sobre Seminologia e Inseminaci6n Artificial, realiza el Insti

tuto Nacional de Investigaciones Pecuarias en la raza ovina Peli-
buey.




ELEMENTOS Y CONDICIONES BASICAS DE LOS
DILUENTES PARA CONGELAR SEMEN

.- Agua. EIl1 agua es un solvente que diluye a los componentes
seminales, pgr lo cual se recomienda el uso de agua bides-
tilada, y mis aln, la esterilizaci6én de la misma antes de
utilizarse en el diluente ( Salamon 1976).

.- Buffers. Son sustancias que mantienen la presi6n osmébtica,
y contrlbuyen K3 formar el pH. Las desviaciones del pH en
el semen hac1a 1a acidez 6 hacia la alcalinidad, reducen -
la viabilidad espermidtica. E1l pH normal en el semen ovino,
es de aproximadaménte 7.006 sea neutro. La acumulacidén de
los_ productos re51duales del metabol1smo celular, baJan el
pH del semen, causando 1nh1b1c1on metabéllca a los esperma
tozo1des. Una gran varledad de buffers y sustancias no -
1on1cas, se han usado en la formulacién de los diluentes pa
‘ra semen, ya que."en la preparac16n.de1 diluente, es impor-
tante proveer a este, de un buffer que ﬁroteja,a los esper-
matozoides de los cambios de pH" (LapWood y Martin 1972). -
El Citrato de Sodio, es una de las sales que con mayor fre-
cuencia se utiliza como buffer en los diluentes para conge-
lar semen, .tanto bovino cowd ovino. Algunos autores (Sala-
mon 1976 a; Graham et al sin fecha a,b) han reportado resul
tados alentadores, mientras que otros, (Lapwood y Martin --
1972) reportan resultados poco satisfactorios, al utilizar
este compuesto en la congelacién de semen ovino.. Por dlro
lado, se han estado estudiando como ingredientes buffer en
el diluente para semen ovino, a las sales Tris, (Hidroxi--
metil aminometano) Tes (N Tris (hidroximetil metii 2 4cido
aminometano sulfénico) y Test (Tris y Tes), obteniéndose re
sultados consistentemente buenos, tanto en la motilidad al
descongelado como en los indices .de fertilidad (Graham et -

al sin fecha a,b; Salamon y Visser 1972; Visser y Salamon -
1973).




c.- Sustancias orginicas, Estas, son sustancias que tienen 1la
propiedad de prevenir el shock por enfriamiento. A partir
del descubrimiento de la yema de huevo como agente preven
tivo del shock por enfriamiento, este ingrediente ha sido
ampliamente usado en los diluentes para congelar semen. -
Este efecto preventivo de la yema de huevo reside en la -
lipoproteina, en los fosfolipidos y 1la lecitina de la ye-
ma. Graham (a y b sin fecha) encontrd que el semen ovino
congelado en diluentes a base de yema de huevo, presenta-
ba menor cantidad de transaminasas glutidmica oxaloacética
y mayor motilidad espermdtica al descongelado, que en el
semen congelado en diluentes sin yema de huevo. El uso -
de la leche de vaca, ya‘sea entera, descremada o pulveri-
zada en los diluentes para uongelal semen, también se- ha
generalizado, deb1do al efecto preventivo del shock por -
enfriamiento que se le atribuye a la caseina. Aunque los
constituyentes preventivos de estas sustancias han sido -

determiandos, la forma en que actGan, se mantiene ain oscu
ra.

d.- Agentes crioprotectores. Estas sustancias, protejen a --
los espermzatozoides durante la fase de cristalizacibén. -
El glicerol es el agente crioprotector mas usado, y aun--
que se han estado.probando otros agentes crioprotectores
tales como DMSO (dimetil sulfé6xido) el etilen-glicol y 1la
albGmina obteniéndose buenos resultados, se ha concluido
que el glicerol es superior a estos, y que en combinacién
con estos Gltimos se podria mejorar la sobrevivencia esper
midtica. Algunos carbohidratos también poseen actividad --
crioprotectora y se utilizan solos o en combinacibén con el
glicerol. (Graham et al a. sin fecha),

e.- Azficares. Los azficares son fuente de energia, o crioprotcc
tores para los espermatozoides. Es necesaric proveer cl di




luente de una fuente energética, ya que el requerimiento de -
energia para 1la motilidad y mantenimiento de la c&lula esper-
mitica es elevado. La fructuosa es el principal carbohidrato
del semen, y aunque normalmente se encuentra en cantidades re

lativamente altas, al diluir el semen ésta disminuye considera
blemente.

La presentia .de carbohidratos en el diluente, ya --
sean metabolizables como la fructuosa y-la glucosa, o no meta-
bolizables:como la lactosa incrementan la sobrevivencia y ferti
lidad espermdtica, esto se debe en gran parte, a la actividad
crioprotectora de:estés'sustanciag,(Salamon 1976) .

;-AntibiGtiéos.ﬁvLos antibidticos se utilizan para controlar el

: crécimientO‘microbial - La yema de huevo. o 1la leche que gene--
- ralmente contlanen los diluentes, son un excelente medio para
el crecimiento mlcrob;al, por lo que hay_que 1nc1u1r‘ant1b16tl_
cos en el diluente. EL agente antimicrobial debe de reunir -
'las,siguientes Caracteristicas: 1)'f5cil de usar; 2) atéxico -
para los espermatozoides; 3) amplio espectro y efectivo con---
trol microbial. La penicilina y la estreptomicina, son los ag 
tibiéticos que con mayor frecuencia han estudiado y usado, ya
que reunen las caracteristicas dntes mencionadas., Muchos otros
antibibticos y agentes quimioterap&uticos se han estado estu--
diando, pero generalmente o son téxicos para los espermatozoi --
des, o presentan-dificultades para su uso, debido a su baja so-
lubilidad e inestabilidad (Inskeep 1974; Salomon 1976).

g.-Osmolarided, Los componentes disueltos en el medio que ro- --
dea a los espermatozoides, determinan la Presi6én Osmética. --
El Plasma seminal del ovino tiene una Presién Osmbtica de ---
aproximadamente 325 milli6ésmoles, y adGn cuando los esperma---
tozoides son capaces de tolerar cambios moderados de osmola---
ridad, 1las desviaciones drédsticas de la tonicidad del medio,
bajan 1a motilidad, e 1incluso pueden causar la muerte de és-




tos. El grado de tolerancia a estos cambios, depende

del pH y de los iones presentes en el medio. Algunos au
tores (Inskeep 1974; Salamon 1976 b) han reportado que -
el semen ovino, presenta mejor recuperaci6n y fertilidad

al descongelarse en diluentes hiperténicos, que en otras
tonicidades.

Temperatura., El semen es eyaculado a una temperatura de
aproximadamente 37.5°C. El fndice metabdlico del esper-
matozoide es directamente proporcional a la temperatura
absoluta, por lo que la exposicifn del semen a temperatu
ras ligeramente elevadas incrementan el fndice metab6li-
co de los espermatozoides, dando‘por resultado el égota-
miento de las fuentes energéticas, y la r5p1da acumula--
cién de productos t6xicos tales como, el per6x1do de hi-
dr6geno, el 4cido l4ctico y el biéxido de carbono, lo --
cual conduce a una baja V1ab111dad espermﬁtlca. Tempera
turas por arriba de los 45°C matan a los espermat0201des
En forma contraria, el abatimiento brusco de la tempera-
tura a menos de 10°C, produce el shock por enfriamiento
dando por resultados la pérdida irreversible de la viabi
lidad. Los espermatozoides deben enfriarse lentamente,
con el objeto de disminuir su actividad metabélica y moti
lidad, pudiendo recuperar estas una vez que se incremente
la temperatura (Colas. 1975).




1)

2)

3)

4)

MATERIAL

Animales

6 ovinos machos sexualmente maduros de la raza Pelibuey.

Equipo para recolectar semen

3 vaginas artificiales para borregos
Jalea estéril Ky

Termémetro para laboratorio

Equipo de laboratorio

Dos microscopios bifocales de interfase. American Optical
Corporation '

Platina caliente (mesa). Chicago Surgical § Electrical Co.
Platina caliente (microscopio) F H K :
Destilador de Agua. Sybron-Barnstead-Electrically Heated Stills_f
Espectrofotometro. Spectronic 20-Bausch § Lomb

Balanza Analftica. Mettler H33 AR -
Refrigerador. America RC 250

Congelador. American CL 100

Termo para nitrdgeno de boca ancha. Linde-Unién Carbide
Estufa de aire forzado. Blue M-Electrical Company
Estufa de cultivo. Heraeus

Bafio Marfa

Esterilizador

Contador de laboratorio

Material de laboratorio

Pipetas (1, 5y 10 ml,)

Matraces Erlenmeyer 50 ml
Probetas 50 ml

Vasos de precipitado 50 y 100 ml
cubre objetos

porta objetos

Pipetas Pasteur

Hemocit6metros







METODOS

Recoleccifn y evaluacidén del semen.

El semen fue recolectado por medio de vaginas arti
ficiales, los animales se trabajaron una vez por semana, obte

niéndose dos eyaculados por animal cada vez que fueron traba-
jados.

Para la evaluacién del semen se determiné en cada
eyaculado; 1) volumen en forma directa (tubo graduado); 2) con
centracifn espermitica por medio del espectrofotémetro previa- .
mente calibrado (Apéndice 1); 3) porcentaje de espermatozoides . -
md;iles progresivos de acuerdo al criterio de ‘dos observadores}j
Se‘utilizaroh”para el trabajo, Gnicamente eyaculados con motili
~dad Y porcentaje de vivos iniciales, superiéres al 70%. -

Diluentes.

Los diluentes usados en el experimento fueron: Citra
to de Sodio, Tris y Test, todos con yema de huevo al 20% y gli-
cerol al 6% (Cuadro 1) (Watson y Martin 1973).

Diluciones.

’ En un lapso no mayor a 15 minutos posteriores a la _—
recoleccién, el semen fue diluido inicialmente en la fraccib6n -
no glicerolada de cada diluente a 38°C., El radio de dilucién,-
se determind en base a la extensién espermitica, fijada en - --
320 x 100 espermatozoides/dosis ( Jones 1974; Schindler y Amir
1973), obteniéndose el siguiente ndmero de dosis:

Borrego 1 ) 4 5 6

29 28 28 27

[ S B 8 ]
S0

Dosis 29

Dosis totales 169




Composicion de los diluentes usados

en el presente trabajo.

Ingredientes

(1)

TES
TRIS

CITRATO DE Na.

GLUCOSA
FRUCTUOSA

AC. CITRICO
YEMA DE HUEVO
GLICEROL

TRIS

21.0 (P/V)
28.1 (P/V)
20 (V/V)
6 (V/V)

Diluentes
CITRATO DE SODIO

TEST

78.0 (P/V)
18.7 (P/V)

3.2 (P/V)

20  (V/V)
6 (v/v)

2.9 (P/V)

20 (V/V)

6 (V/V)




Posteriormente, el semen fue enfriado de 38°C a 5°C en dos ho-
ras, Una vez alcanzada esta temperatura, se revis6 la motili-
dad espermitica en cada una de las muestras. La dilucién fi--
nal se realiz6 al afiadir a las muestras, la fraccibén glicerola
da del diluente a 5°C de temperatura. La fraccién glicerolada
del diluente se prepard al 12% de glicerol, ya que al mezclar-
se con la fracci6én no glicerolada (dilucién 1:1) se obtuvo fi-

nalmente el 6% deseado ( Amir, et al 1973; Colas 1975; Entwis- _.h

tle y Martin 1972).

Equilibrio.

Se equ111braron las muestras durante 4 horas a --- -

5°C. Al término del- equ111br1o se revis6 una vez mis, la motlsf
lidad de cada una de las muestras y se proced16 a envasarlas, ‘:
en pajillas U. S Continental de 0.25 ml (Graham et a1 ayb --ff
sin fecha). :

Congelaci6n

El semen ya envasado se congeld por el método répi-
do en vapor de nitrﬁgeno 1fquido (10 cm arriba de 1la Superfi'r‘
cie de nitré6geno) durante 3.5 minutos, sumergiéndose las paji-
llas inmediatamente después; en el nitrégeno en donde fueron -
almacenadas en conjunto durante una semana.

Descongelado.

El semen se descongeld6 en agua caliente a 75°C du--
rante 0 segundos, determindndose inmediatamente 1la motilidad -
espermitica, de acuerdo al criterio de dos lectores (Aamdal y
Andersen 1968). |













11) El promedio de las 4 lecturas se multiplicé por el factor
6
20 x 10

(modificacién hecha para compensar la dilucidn --

1:400), para obtener el nGmero de espermatozoides por mi--
lilitro.




ECUACION DE REGRESION

Para obtener la Densidad Optica se transformaron -
logaritmicamente los valores de la tramitancia, y de esta mane
ra evitar obtener un modelo curvilinear inverso; para evitar -
obtener un modelo lineal inverso, se restd de 2 la tramitancia
logaritmicamente transformada, y de esta forma se obtuvo el mo

delo lineal positivo que se buscaba, quedando la 51gu1ente ex-
presion:

2 — Log R
R = % Tramitancia.

Para obtener la ecuac16n de regresidn, se siguid el ‘
método descrito por Snedecor y Cochran (1974) para la regresidn
lineal simple a partir de la ecuacidén Y= a + b x, siendo (X) --
2-Log R, y (Y) la lectura al hemocitdmetro, obteni&ndose para -
este trabajo la ecuacidn siguiente:

Y= 624.8401 X — 199,5241 _

El Coeficiente de Correlacifn se obtuvo a partir de

la ecuacibn r = descrita por los mismos auto-
ii(i x%) (£ Y2)

res, obteniéndose:

r = .969

Ver apéndice 1.




RESULTADOS Y DISCUSION

No hubo diferencias (P .85) entre los diluentes -
Test 21.4% y Tris 19.4%, perao estos dos fueron significativa-
mente superiores (P£.05) al Citrato de Sodio 16.5% (cuadro 2).

Al comparar estos resultados con los reportados en-
la literatura, se observd que los trabajos experimentales que
se han realizado para congelar semen ovino en-pajillas (Aamdal
y Andersen 1968 ; Salamon 1967; Langford et al 1979), se han
realizado principalmente en la presentacién'frantesa de 0.5 ml
Actualmente, no existen reportes de congelacién de semen en la

raza Pelibuey, por 1lo cual, las.comparaciones que se hacen son

- sin cons1derar la raza, el t1po de envase, el método de conge-t
,1ac16n, etc., limit4ndose. més bien'a el diluente usado. Graham
-fet al b; (sin fecha)’ determlnaron que Test no era significati-

vamente superior al Citrato. de Sodio + Glucosa, pero conéluye-

ron que en base a la alta motilidgd al descongelado, y a la.--
baja liberacidn de transaminasas=g1ut5mica oxaloacéticas (TGO)
al precongelado, el Test" era el diluente mis adecuado para --

congelar semen ovino. En el presente trabajo, se determind --
que Test  fue significativamente superior (P<.05) al Citrato -

de Sodio. | | |

Salamon (1976 b) recomienda al Citrato de Sodio *+ -
Raffinosa para congelar semen évino\y congelarlo en pastillas.
En otro trabajo, el mismo autor (1976 a) reporté un satisfac--
torio recobre de la motilidad, al descongelar semen ovino di--
luido en Citrato de Sodio + Glucosa, y congelarlo en &mpulas,-
pajillas y pastillas., Jones Martin (1965) citados por Lapwood
y Martfn (1972), reportaron resultados poco satisfactorios, --
cuando utilizaron Citrato de Sodio para congelar semen ovino.




CUADRO 2

Media (X) y desviacién estandar (¥") de la motilidad espermidtica al desconge-

lado, observada en cada diluente.

Diluente Observaciones
TRIS - 120
TEST - | 108
CITRATO DE Na | 106

19.4 + 4,92

21.4 + 6.43

|+

16.5

|+

6.4

Valores con distinta literal son significativamente diferentes (P£.05)




En este experimento, el Citrato de Sodio resulté ser el diluen
te menos adecuado para congelar semen de borrego Pelibuey - --
(PL.05), de entre los tres diluentes evaluados.

Salamon y Visser (1972), evaluaron al Tris con dife-
rentes azlcares comunmente usados en la preparacién de diluen--
tes para congelar semen; Glucosa con 33.3% y Fructuosa con --
29.1 fueron respectivamente, los azicares en que mejor recupera
ci6n de la motilidad se obtuve. En el presente experimento, se

utilizé Tris + Fructuosa, consiguiéndose motilidades al descon-
gelado de 19.4%. '

Hubo diferencias (P<.05) por parte de los borregos -
2y5, en relacién a los demis animales (cuadro 3)., Cabe sefia-
lar que en la raza Pelibuey, se observd 'resistencia a la con--
gelacién" 1/ en los eyaculados de algunos animales (borregos 2 =
y 5), en forma similar a la presentada en las razas ovinas eu--
ropeas; estudiadas por otros autores (Entwistle y Martin,’1972j.

| Los porcentajes de motilidad al descongelado més alt-

tos, fueron para el Test, Tris y Citrato de Sodio respectivamen-:
te; no hubo variaciones tan drésticas en la motilidad al descon-
gelado por parte del Test, como en el Tris y el Citrato de So--
dio, en los cuales se vi6 mds severamente dafiada la motilidad -
al descongelado, en los borregos 2 y 5 . La interacci6n borre-
go x diluente fue significativa (P¢.05); la pobre recuperacién
al descongelado que tuvieron los eyaculados de los borregos 2 y
5, podrfa explicar esta significancia (Grédfica 1).

1/La resistencia a la congelacidn, es la poca tolerancia que pre
senta el semen de algunos animales a ser congelado, a pesar -
de haber mostrado buena motilidad antes de congelarse,




CUADRDO 3

Media (X) y desviaciénr estandar () de la motilidad espermidtica al descongela-

do que presentd cada borrego. .
BORREGO OBSERVACTONES cmmemmens § ceeomomen
X | Q-

1 29 20.79 + 0.01b¢
2 28 11.42 + 0.01%
3 29 22.18 * 0.01P
4 28 21.43 + 0.01°
5 28 18.06 + 0.01°¢
6 27 » 21.90 * 0.01°

Valores con distinta literal son significativamente diferentes ( P<.05).
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CONCLUSIONES

El semen del borrego Pelibuey es susceatible a congelaciodn
y descongelacidn ripida.

En base a la recuperacién de la motilidad al descongelado,
Test y Tris son los diluentes mds adecuados para congelar
semen de borrego Pelibuey. Citrato de Sodio resultd el -
diluente menos adecuado.

Se aplicd una metodologia especifica, logrando la congela-
cién y descongelacidn satisfactoria del semen a nivel de -
laboratorio, y ofrece posibilidades para lograr fertilidad
efectiva.
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