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R E S U M E N 

Se realizó el experimento con el objeto de determi 
nar el diluente más adecuado para congelar· el semen del borre 
go Pelibuey, en base al recobre de la motilidad espermática -
al descongelado. Los diluentes evaluados fueron Test, rris 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, obteni~ndose dos ey~culados -­
por animal cada · vez que fueron trabajad.o~~ Se det~rmin6 el -
volumen' concentraci6n. espermá ticá y porcentaje'. de mo.tilida~ 
de cada· eyácul°ad.o. La difti~i6n · inicial · se hi.zo. en .has.e> a.· 1a 
extensión esperm&tiéa de .· 320 · x ' 10 6 .· ~sperm~t~zoid~s/d6~1s; ·. el 

. ' . . . 

enfriamiento del semen diiufdo se realiz6 de 37~C a SºC en· - -. . 

dos horas y ~i ~licerol se afiadi6 a :·e~ta temper~tura. El pe-
riodo de equilibrio fue,d,e cuatro horas · y la congelac~6n fue 
en vapor de Nitr6geno liquido. El desco~gelado se realizó en 
agua caliente a 75°C d~rante seis segundos, e inmediatamente 
se procedid a determinar_ el porcentaje ·de motilidad progre~i­
va. No se encontraron d~fe.rencias (p<..OS) en~re los diluen­
tes Test y Tris, pero fueron estos dos significativamente su­
periores (P<.OS)'al Citrato de Sodio .. Hubo interacci6n bo-­
rregri x diluente significativa (P<.05). Se c~ncluy6 que en -
base a la motilidad espermática 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 ad.ecuado para congelar el semen de esta raza. 
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I N T R o D u e e I o N 

La Inseminación Artificial (IA) ha sido una impor­
tante técnica dentro de la producción 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 
limitada, a pesar de que se han estado 
sultados desde finales de la década de 

ovina la IA se encuentra 
reportando exitosos re 
los cincuentas ( Graham 

~ ··~: 

:~:'.}~; et al sin fecha). Ac~ualmente, el uso de esta técnica a nivel 
comercial en los ovinos, se reduce a la zona este y centro de 
Eur.opa, la Unión Sovi~tica y algunas áreas de Sudam~rica - :­
(Inskeep 1974). ,;iill 

Entre los principales obstáculos que han frenado el ·.; «d 

desarrollo de la IA en los ovinos, está ~1 corto tiempo que - - <W¡}~ 
, .• -:t;f 

puede mantenerse viable el semen del borrego (First et al 1961; ·:·Jf.f~ 

Langford et al 1979 ) • Varios autores ( Colas y Cour t 1976; -

:~::t s~t .:1 p::~:~a'·;:::~:~r e~l a~r::~:m~ d:·~~n c~~.:~~::~~n e:e~-· "\~ 
::m:: ~:\: :r:::: . 1 ~ah ::n:!:~~ ay ::i ~: : :n:~:;~: :::~::e~: r 1 :a~: ' .. J ...•. '.t.' ... r:~_'.'.: 
industria lechera. 

!: 

.... 
Por lo tanto, si se pretende impulsar el desarrollo -~ 

de la IA en esta especie, se debe tratar de incrementar el tiem 

po de conservación del semen del borrego optimizando el proceso 
de congelación. 

El proceso de congelación, una vez que se ha recole~ 
tado y evaluado el semen, se inicia con la adición del diluente. 
El diluente es una mezclH de ingredientes que tiene por ohjeto, 
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preservar la capacidad fecundante de los espermatozoides durante 

el proceso de congelación, el período de conservación y al mame~ 

to de descongelarlos, así como el de obtener varias dosis por -­

eyaculado sin sacrificar los índices de concepción. 

: \ 

' .. 

''..• 1 

' ·:. ~ 

' ' Ultimamente, se han estado haciendo considerables -- ~ 

esfuerzos, por caracterizar los patrones metabólicos del semen - -~ 
~ ; :1 

ovino, esta información podrá ser dtil en la formulación de di-- · ·' 
:;:¡ 

luentes más · adecuados, para la congelaci:2n de dichos semen. >>':;'.; 

(Ins~,~~p 
197

·::~ido a la. importancia qu~ día con día co.bra la r~- "~{~ 
za .. o:v~na . pelibuey en las regiones t -ropical _es del país como fuen- · . "·I)~ 

te ·~. pr<?~éi~ª ·' d~- prigen atjim~~: ; e~is te la neces id~d de incrernenta'r .... '.f.f:-i1i$ 
'.:' ~ ,: \ .. :. '<:' ~:: ·; '. : ": : . '' ' ' ' . ·' . 1 • • ' • • ' • .: • \ • ' ' • ' • • :'. •• ' • • • • • ··' • ••• :.: ·.·~: -i:;;~'< 

. r .ápi~-~ ·1 .::r; ·.-· efici .~ntemef1t_e __ la '-.P.!ºclu,cci6Q.; .La ,IA ,-p9r ),as JTiuch¿is . ven~ :-:/<f{,i~:j; 
taja~ ;~:'.qu·e ofr~c~, es induda'bi·~merite uno. de lo·s principales : recur. ·~:;·1~'.»~ 

. . . . ' ·. , . . '. . . ~. ·~~ 

sos que · e~isten, y que se deb'e :~xplotar para alcanzar esta m~ta . . ·:,.'.·_(;; 

::,);;-~}; 
·· · ,.:}:~~~~ 

lizado's tendientes a congelar semen de borrego Pelibuey, por lo '/\~ 
que ~1 objetivo .de ~ste trabajo es, el de evaluar a los diluente~ :~ii 
más usa.dos en la congelaci6n de semen ovino, con el prop6si to d~ · .. _.·.::_~_·,_·.•,:_\,;_r,,·~.:.' 
determinar cual · d~ ellos es el m§s adecuado, que permita la apli . 

4 

En la actualida~, no existe reportes de .trabajo rea-

caci6n de la IA a nivel comercial en ésta raza. 

Este trabajo forma parte de la línea de investigación 

que sobre Seminología e Inseminación Artificial, realiza el Insti 

tuto Nacional de Investigaciones Pecuarias en la raza ovina P~li­
buey. 
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ELEMENTOS Y CONDICIONES BASICAS DE LOS 
DILUENTES PARA CONGELAR SEMEN 

Agua. El agua es un solvente que diluye a los componentes 
seminales, por lo cual se recomienda el uso de agua bides­
tilada, y máS, aún, la esterilización de la misma antes de 
utilizarse en el diluente ( Salamon 1976). 

Buffers. Son .sustancias que · mantienen la presión osmótica, 
y coritribuie~ ' formar el pH. tas desviaciones del PH en 

•, • • ; ·.-. · • . ' 1 

el s~m~ri hacii~)a acidez 6 . hacii · ~a alcalinidad, reducen -
la viabilidad e~~ermática. El pH :normal en el semen ovino, 
es d.e .· aprmdm.a.c:laméirte .7. o · ó sea· n.~utro. La acumulación de 

. los, .. product:o5: '.r~sidÜaie~· c;lel m~·tabolismo ·celular, bajan el 
• • • .... • .. • : • .ti. • • ~· • ' • . • :.· • ·~ . . • ! : .. · • .• ··./ . . ',. . • : . . . . "' ., 

-pH del '.'. semen, . ·caus·ando· iilhib1ti6n metabólica a los esperma · 
t_ozo .. ld~~ •. ·, ' ::.~un~ , : ~r.an ·:v~r.ieda.:d ·· de b~ff.ers y sust-an~ias µo ~ . 
iónic~s ·,-.:· se .. -h~n . ~s~d~ ·- en . ia· "íof'mulaci6

1

n de · 1~s- diluentes pa: 

. ra·.: .. ~·em~~. yá ;qu'e . ,;en i'a; : ~;·~pa~~c:Ú>~. · de'1 . ~11tiente~ es irnpor~ 
tanf~ . p~oveer . a. es te, de' u~ 'buf:f er . que ¡:,·~ot~la. a lo~ '" 'esper-:­
matozoides de los cambi~s de~~~' (Lap~o~~ y M~~tin 1972). ~ 
El Citrato de Sodio, es una d~ las ·· ~~les· q~e con mayor .fre­
cuencia se utiliza como buffer en ~~s diluentes para conge­
lar semén, .tanto . bovirio cofu6 óVino. Algunos a~tores (Sala~ 

mon · 197.6 a; · G~aha~ et · al sin fec~~ · a,b) han reportado resui 
t~d~s ~li~t~~bre~, ~i~nt~as qtie '. otros:, (Lap~óod y Mariin · ~ ~ 

' . ·, . . " .. '. . .. 

t 972) reportan "resultados· 'poco sa.tisfactorips, al ~tilizar 
" e~te compuesto .en la · co~g~l~ci6n de semen ovino~ . Por otro 

lado, se han estado estudiando como ingredientes buffer en 
el diluente para semen ovino, a las sales Tris, (Hidroxi-­
metil arninornetano) Tes (N Tris (hidroximetil rnetil 2 ácido 
aminometano sulf6nico) y Test (Tris y Tes) , obteni6ndose re 
sultados consistentemente buenos, tanto en la motilidad al 
descongelado como en los índices .de fertilidad (Graham et -
al sin fecha a,b; Salamon y Visser 1972; Visser y Salamon -
1973). 

- 4 . 
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c.- Sustancias orgánicas. Estas, son sustancias que tienen la 
propiedad de prevenir el shock por enfriamiento. A partir 
del descubrimiento de la yema de huevo como agente preve~ 
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 
lipoproteína, en los fosfolípidos y la lecitina de la ye­
ma. Graham (a y b sin .·,fecha) encontr6 que el semen· .. ovino 
congelado eµ diluentes a base de yema de huevo, presenta­
ba menor cantidad de transaminasas glutámica oxaloac6tica 
y maybr motilidad es'permática ' al descongei .ado, que en. el 

• ' ' • • • •. • • • " • 1 

semén congelado · en diluentes sin yema de huevo. El uso : -
de la leche de vac~~ · ya s~~ entera, d~,crem~da : o pulveri­
zada en l 'o.s d'iiµe'ntes p~ra con;gela.r semen, . también s~ " ~a 
generalizado, de·b.ido al efect~ :·: preventivo . del shbck por < 
' . . . ~ ,_ ' : •" . '. •. . . . 

enfriamientb que se l~ atribuye a la caseína. Aunque lo~ 
. - : -~ . . . 

. c6nstituyentes preven~ivos d~ estas sustancias han si4o -
determiandos, la forma en que actúan.se mantiene aún oscu 
ra. 

d.- A~entes crioprotectores. Estas sustancias, protejen a -­
los espermzatozoides durante la fase de cristalizaci6n. ~ 

El glice~ol es ~l agente criop~otector más u~ado, y aun-­
que se han estado probando otros agentes crioprotectores 
tales como DMSO (dimetil sulf6xido) el etilen-glicol y la 
albúmina obteniéndose buenos resultados, se ha concluido 
que el glicerol es superior a estos, y que en combinación 
con estos últimos se podría mejorar la sobrevivencia espe! 

mática. Algunos carbohidratos también poseen actividad 
crioprotectora y se utilizan solos o en comhinac16n con e1 

glicerol. (Graham et al a. sin fecha). 

e.- Azócares. Los azacares son fuente de energfa, o crioprnt ~~ 

tares para los espermato zoides. Es nec e sario prnveer 01 Ji 

.: :,. ·; 
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luente de una fuente energética, ya que el requerimiento de -
energia para la motilidad y mantenimiento de la célula esper­
mática es elevado. La fructuosa es el principal carbohidratQ 
del semen, y aunque normalmente se encuentra en cantidades re 
lativamente altas, al diluir el semen ésta disminuye considera 
blemen:te. 

La presentía .de carbohidratos en el di~uente, ;a -­
sean ~metabolizap~es como la fructuosa ·)r-la ·glucosa, o no meta­
bolizable~a:com.o la lactosa incrementan la sobrevivencia y fert!_ 
lidad espermática, _est.o s.e ·debe en gran parte, a la actividad 
crioprptectora ~e - ~s~~~ ~l1stancia.~ .: c~ri1m1on 1 ~176) • 

. . · . .. 

• ~A~ti.bi6ticós. ,Los ant.Í.bi6ticos se. utilizan ·para controlar el 
'· cr~cin\{en;~~ · ri\ ·~~1' -~bi?-1> . L~ yema de h_u~vo . o -''i~· l~che ~ue gene~ -
· rainienie cont:i.atien ~~5 " .diluentes, .. s9n :_un . ~x·celen~e . medio ~ para 

. el crecfmiento · ,. ~icrc)bial. , por lo ' .qu~ h·ay,. qtie Í.jt'clüir ... antib~6tf : 
cos ··: ~n ·el · diluente· . ~ .. El ·agente anti~i~robial d~be d.e ~~~tiir - · . 

. ' l~s · ~igu~e~~e~ · c::~.r~·cter~.stf~~s: 1 r · f~cil . de u~~r ,; 2):. at6~i~,o -
para·· los espermatozoides; 3) amplio espectro . y efectivo con-- ·­
tról microbial. L~ penicilina y la estreptomiciná• son los ari 

". .' ' • ,. • ' . ·1. 

tibi6ticos que c.ón ~ayor' frecuenc~_a han · estudiado y us~d·~, :ya 
'; ~ • 'i .. 

que reunen las ·caracteristic~s ·a·~-tes menc~onadas, Mucho~( otros 
antibi6ti~os j ~gentes quimioter~p~utic~s se h~n est~d~ ~stu-- · 

•, . . . . « ' .. ' . . ' '· . . ' . . , . ·. . 

diando, pero genel'a,lmente o son t6xicos para los espermatozoi- -
de~, o preséntan -Mficu'1 tades para sir uso, debi,~o a su bajá . so­
lubilidad e in~stabilidad (Inskeep 1974; Salomori 1976). 

g.-Osmolarid6d. Los componentes disueltos en el medio que ro-
dea a los espermatozoides, determinan la Presi6n Osmótica. 
El Plasma sooinal del ovino tiene una Presi6n Osm6tica de 
aproximadamente 325 milli6smoles, y aan cuando los esperma--­
tozoides son capaces de tolerar cambios moderados de osmola--­
ridad, las desviaciones drásticas de la ton1:idad del medio, 
bajan la motilidad, e incluso pueden causar la muerte de és-
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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 recuperación y fertilidad 
al descongelarse en diluentes hipertónicos, que en otras 
tonicidades. 

h.- Temperatura. EL semen es eyaculado a una temperatura de 
aproximadamente 37.SºC. El Indice metabólico del esper­
matdzoide es directamente proporc~onal a la temperatura 
absoluta, por lo que la exposici6n del s~men . a t~mperat~ 

ras ~igeramente elevadas incrementan el indice metabdli­
co ·de los espermatozoides, dando :por resu1~~do ' el ~gota- _ 
miento de i~.s ~uent~s:. :energéticas,. y la 'rtipid~ :··?éumui~.:. ~ · 
ci6n de prdductos . tÓ~.i~·;o,~ t'ales ·c,bm.p,. el , pe,r6~ido d~ · hi '." 
dr,6gen.o, :·~i' ácidÓ láctico y. ei···bi6~i,dcfd~ c~rbono -, · 10' -~ 
cual · conduc'e a una· baja '\riabil ~d~d · : es·p~

1

rm1lti'ca. Te~p~r~ 
turas por arriba de los .. 4s 0 c· inatan ·a· los espermatozoides 
En forma contraria, el abati~ient6 .br~~co de . la. · ~empera­
tura a menos de 10°C, produce el shock por enfrlamiento 
dando por resulta~os la p~rdida irr~~ersible - de l~ viabi 

' . . - ' . . . . 
lidad. .Lc»s espermatozof4es debe~ enfriarse lentamente, 
con el obj~to de disminuir su ~ctivid~d metab6iica y m6ti 

' ,. 

lidad, pud~endo recuperar estas una vez que se incremente 
la temperatura (Colas. 1975). 
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MATERIAL 

1) Animales 
6 ovinos machos sexualmente maduros de la raza Pelibuey. 

2) Equipo para recolectar semen 
3 vaginas artificiales para borregos 
Jalea estéril Ky 
Termómetro para laboratorio 

3) 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-Elec~rically 

Espec~rofotbm~tro. ·Spe~tronic 20-Ba~sch & tomb 
Balanza Analítica. M~ttler H33 AR 
Refrigerador. America RC 250 
Congelador. American CL 100 

Heated 

Termo para nitrógeno de boca ancha : Linde-Uni6n Carbide 
Estufa de aire forzado. Blue M-Electrical Company 
Estufa de cultivo. Heraeus 
Bafio Ma ri•a 
Esterilizador 
Contador de laboratorio 

4) Material de laboratorio 
Pipetas (1, S y 10 ml.) 
Matraces Erlenmeyer SO ml 
Probetas SO ml 
Vasos de precipitado SO y 100 ml 
cubre objetos 
porta objetos 
Pipetas Pasteur 
Hemocit6metros 

- 8 -
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Pipetas de dilución para glóbulos rojos. 
Tubos de ensayo 
Matraces de bola aforados 100 y 250 ml 
Papel filtro 
Papel de estaño. 
Pajillas U.S. Continental de 0.25 ml par~ envasar el semen 
Charolas metálicas p-ára lavar ,.-el material 
Tanques para recolect~r agua destilada 

,) Reactivos. 
Ci~rato de Sodio (C 6H5Na3o7ztt2o) 
Tes .CN-Tris (Hidroximetil ~etil . 2-ácido arninoetano sulf6nico) 
Tris : .ClÜdroximetil - · Arninometano) 
Glu~9sa 

Fructosa 
Acido Citrico·. 
Ye·rna ~e huevo 
Glicerol · 
Cloraze.ne . 

. ~itr6geno liquido. 
Agua bi~~stil~da 

6) Material Humano 
Dos perspQas e~petimentada~ en estimar la motilidad espermáti 
ca 

' 

... =,· 



METODOS 

Recolección y evaluación 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 evaluación del semen se determinó en cada 
eyaculado; 1) volumen en forma directa (tubo graduado); 2) co~ 

centr•ci6n espermática por medio d~l espectrofot6metro previa­
ment, _ calibrado (Apéndice ·1); 3) porcentaje de espermatozoides . 
~Ó~il ,es pr_~gresi vos .·d~ acµerdo al éri terio de >dos obs~r.vadore~ : . . · 
Se · u~Íliz~ro~ :~ar~ el : trabajo, tínicamente eyaculados co~ moti . . 

. ·, • • :• .~ / , :r. . . .· ' . , ~ ' . 

dad y .. p'orce.ntaje .de vivos iniciales, superiores al 70\. 
. . . . ' ' . ~· ·. ' ' . 

Diluentes. 

Los diluentes usados en el experimento fueron: 
to de Sodio, Tris y Test, todos con yema de huevo al 20% y 

;· 4 . 

cerol al 6\ (Cuadro '1,l (W~tson y Ma·rtin 1973). 

Diluciones. 

-·. 

·· En un lapso no mayor a 15 minutos posteriores a la 
recoiecci6n, _el semen fue diluido inicialmente en la fracción -
no glicerolada de cada diluente a 38ºC. El radio de diluci6n,­
se determinó en base a la extensión espermática, fijada en - --
320 x 106 espermatozoides / dosis (Janes 1974; Sclkindlcr y Amir 
1973), obteniéndose el ~i~uiente número de dosis: 

Borrego 
Dosis 29 

Dosis totales 169 

- 1 o -
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Composición de los diluentes usados en el presente trabajo . 

Ingredientes D i 1 u e n t e s 
( i ) TRIS TEST CITRATO DE SODIO 

TES 78.0 (P/V) 

JRIS 50.8 18. 7 (P/V) . . 
' .. !• 

CITRATO DE Na. - ,, 2.9 (P/V) 
". 

GLUCOSA . 
( t 

(1 

3. 2 (P /V) 
' ' 

FRUCTUOSA · 21. o (P/V) 

AC. CITRICO 28.1 (P/V) 

YEMA DE HUEVO 20 (V /V) 20 (V/V) 20 (V/V) 

GLICEROL - 6 (V /V) 6 (V/V) 6 (V/V) 

:.:·-- .'",•:~ · '.)~· 
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Posteriormente, el semen fue enfriado de 38ºC a SºC en dos ho-
ras. Una vez alcanzada esta temperatura, · se revisó la motili­
dad esperm~tica en cada una de las muestras. La dilución fi-­
nal se realiz6 al añadir a las muestras, la fracción glicerol~ 
da del diluente a SºC de temperatura. La fracción glicerolada 
del diluente se preparó al 12\ de glicerol, ya que al mezclar-

., ,,,,; ,,,·, '.·'· 
/ ·'.\·l' 

... 

;· ,,, 
\ , ' 

1 ~ ... 

.-. ·, 
·.·· 
"' .. , r_ ~ 

,ÍI 

.\.. :·::~ 

::i:::t:a 0 ~r:~c~::.::o g~i=~~~a:: ~~i~~~~~nc:~!! ~: 7;~t~:~w~!~ •· .. ·-.•.;: :!,i.· 

tle y ~artin 1972). · 

"?:.Y 
Equilibrio. 

. : ·¡ ~~ 
. ·. ·!· ··~ 

. ,>:'t:~ 

Se . equilibraron las· muestras durante 4 horas. a · - .. - ·~ · : :_:};:* 
._ • ·- . ' .· . ' · '• ···1 ·t! ·il.i 

5 ºC. Al término : · d~ ~ : :e.quÍ.1 i])rio,. 'se revi's6 una vez más, · . 1~ m·~ti ~· ~· i :i~f~§~ 
lidad de cada una de ·:· l~s . mue~. tras y se ·proc~dió . a enya;~ip·las. ,\ · : .. : :1:/~\ii 
en p,aj illas u. s·. <;ontinentai :de ó. 25 ml (Gr.a.ha~ et· ·ar ·a y b ·_ - : ... :·\ :~~J~ 
sin fecha). · ·' · .. :'·'. )·b: 

- '~"'~k 

'S~ Congelaci612 

llas inmediatamente después; . en el ni tr6geno en dondé fueron - .. ': ;··~:t 

·:·.):~~ almacenada1 en c6njunto d~rante una seMana. 

Descongelado. 

El semen se desconge16 en agua caliente a 75ºC du-­
rante 6 segundos, determinándose inmediatamente la motilidad -
espermática, de acuerdo al criterio de dos lectores (Aamdal y 

Andersen 1968). 
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Evaluaciones. 

Se consideró para este trabajo, la motilidad espe~ 
mática al descongelado, observada en dos fechas distintas de 
recolección y congelación de s men, el número total de obser­
vaciones fué de 334, ya que cada una de las pajillas fue do-­
blemente evaluada (dos lectores). El número de observaciones 
por diluente fue el siguiente: 

Diluente 

Observaciones 

Total de Obser­
vacfones. 

~nálisis estadístico. 

Tris 

120 

Test 

1 08 

334 

Citrato de 
Sodio 

1 06 

Los datqs obtenidos se trabajaron mediante la trans­
formación · de arcseno 4 ~ ·(Daniel 1977), y así se sometieron al 
aná,lisis de varianza. Los. animales se consideraron aleatoriamen 
1 • • -

te, mie.ntras que los demás factores . ·se tomaron como efectos . fi-. ' ' ' ·, .. . ' 

jos. Cu•ndo se d~t~ctatoh ~iferenci~~ significativas, lbs resul 
~adcis . s·e sometieron ·a · la prueba de ·Duncan ' . para qet·i~minar dife 

rencias entre las medidas de los tratamientos (Snedecor y Cochran 
1974). 

. ·;· ·." 

' .. ~_. 

., 

"-< .. \ ·· .:. 
..:·' 

. '! 

:· ···1_ 
·~· . -.. . 

··; r: 

' . ' 



CALIBRACION DE SPECTRONIC 20 PARA ESTIMAR LA 
CONCENTRACION ESPERMATICA POR DENSIDAD OPTICA 

EN EL SEMEN OVINO 

Determinar la concentración · espermática del semen, 

es una de las más importantes pruebas para seleccionar eyacula 

dos con un alto potepcial de fer~ilidad. Un procedimiento sen 

cilla y confiable para estimar la · c_oncentraci6n esperin~tica es 

por medio de· la esp•ctrofotometria. 
" 

.r .,. 

:;· 

,. 
:r. 

':' . ... , 

';,;:í~ 
1 · ~~:~!;~~ 

·,;J~1 
. P.ara . l?· r.e.alizaci6n: de .este trabajo se vi6 . la ne~e '"_.,;,:::~:~W 

s'id.ad de : <?btenet:· .. µna· 'curva º . reg:r~s.i6n, .: que per,m.i.tiera :.. . ~tj .: . fpr . ... .. _.<~M~ 
' -' ; • • .• ' • ' '. ,. ' ' ' ' '·. ', • •I ' • J ' " .' ' ·~ .. ' , -, • , " ' ',.:~ ;: ·~¡~;::.;. 

ma . r&p,ida .Y . precisa::· é~timar la cpncentra,ci6n,· esperm4ti~a:·· de :,_._ .... :¿:;0;1J 
.· '.1 . . ', , , .;.J .. , · . ,· · .'. •' '·,..,' .,' .r •• ', . , ''. ~ • • : ' • ~-. , ,· ' ._.·~:'.·;;:·.:·~·/:if~';• }" 

los eyaculados recolectados. · Par.a este prop.6si tO. se .calibró :-: : ... ;{<;~·:~~ 
. . . . ;~ .. . . . ." . ~ . ' . .' . . . . : . . ·. ~· .·::;·;~~ 

el Sp~~tronic 20 (Baus~h .. & Lombs) , .. si~uiendo los procedlmi~.~.; - . .:)j!,{f¡I 
tos descr~tos . por éi' Departamento .. de .. Ma11_ejo . Anim~l de la .':Jni-- · )Jlí;l 
versidad de · Cornell, modificados par~ ~rabafar con sémen ovino · .-s <!; 

PROCEDIMIENTO: . . •• ''.';¡!l 

· El Spe~tronic 20 se manej6 con una lortgitud ~e ~n 

da de 550 Hm, . y se cons ider6 t1nica.mente la tram,i ~ancia; · como 
soluci6n"Madre", y seluci6n "Blanco" se usó Citrato .de Sodio . , 

al 2.9\. 

Se recolectaron 36 eyaculados de diferentes borre 

gos de la raza Pelibuey, los cuales se procesaron de la si- - ­

guiente manera: 

- 1 3 -
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,1~ 

~ ~· ·:. 
1· l.·· 
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1) Cada eyaculado fue cuidadosamente mezclado en forma manual, 
invirtiendo el tubo colector con semen 10 veces. 

2) Se mezcl6 0.1 ml. de semen con 7.9 ml. de soluci6n de Citra 
to de Sodio al 2.9%, para obtener - una diluci6n de semen 1:80. 

3) Se agit6 manualmente 10 veces. 

4) Se vertieron 4 ml. de esta mezcla, en las "cubetas" o tubos 
para el Spectronic 20, y se estim6 la tramitancia. 

5) A 1.0 ml. de la mezcla semen-Citrato de Sodio (1 :80), se le 
afiadi6 4 ml. de una solución -de clorazene al 3%, paraobtener 

.. ·.: 
., 

; ;.:~ 

. ·- : ~_). 

. ..-.':J 

:::1:~:n:~1::~:~~:~, 1 ~:~~; f::i~~::r ·~:a l:::~::c::~6~.:~c~:~: .· .. ¡~ 
metr~ • . .· , .y.,,,,;J.; 

. ~.. ' 

· 6) Desp~~s de agitarse · manual~~rit~ e~ta 6ltima soluci6n• se pr~ . . . . 

cedi6 a lleriar la pipeta para glóbulos ~ojos hasta la .márca 
101 . . 

. 7) Se agitó la pipeta durante 2 minutos, mecánica o manualmente. 

8) Con· ayud• de un kleenex, se de~echaron las 3 primeras gotas 
que salieron ·· de la pipeta~ y se procedió a llenar la cámara . ; • . 
del h.emoci tómetro 

9) Se dej6 "asentar" durante 3 minutos a los espermatozoides, -
antes de proceder a contarlos. 

lO)Se contaron 5 cuadros grandes (cada uno dividido en 16 pequ~ 
fios c~adros) en forma diagonal por 4 lectores; evitando con­
tar los espermatozoides que se encontraron en las dobles lí­
neas de la derecha y de abajo; el promedio de las 4 lecturas 
se tom6 como valor verdadero. 

'. ::< 0i~ 
' ~ '~~:t~~ 

tt\1-•~ . 

<;~ 
·<·'i{ 

·,::_: 
' ;~ 

•' 

, . ·~ 
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11) El promedio de las 4 lecturas se multiplicó por el factor 
20 x 10 6 (modificación hecha para compensar la dilución --
1 :400), para obtener el ndmero de espermatozoides por mi-­
lilitro. 

' • ' 

. .~ 

'· 
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ECUACION DE REGRÉSION 

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 rest6 de 2 la tramitancia 
logaritmicamente transformada, y de esta forma se obtuvo el mo 
delo lin~al positivo que se buscaba, quedando la siguiente ex-
presión: 

2 - Log R 

R = % Tramitancia. 

I· . .. :. 

. , 
-~ ~· 

J<~ ~:J, 
'"'.,,-·y.: 

"¡ii 
. ·nl 

.. L,i~ 
Par~ obtener la ectiaci6n de regresión, se siguió el . . "i}i\~ 

método . descri t:o por Snedecor y Cochran ( 197 4) para la . regresión .. · .. : .'W~~ 
1 ineal simple a partir de la ecua e ión Y= a + b x, siendo (X) - - ?./ 

:. · • .'f" 
·.-. 

2-Log R, y (Y) la lectura al heinoci tómetro, obteniéndose para - .· -, . 
. ::1i 

este trabajo la ecuación siguiente: · ,::;;·,: 
' : ''. ~ 

• . ! :•.· ~~ 

.. 
Y= 624.8401 X - 199.5241 

El Coeficiente de Correlaci6n se obtuvo a partir de 
·J.! ... , 
·.· ~ XY dcscri ta por los mismos auto-

\J e~ x) e~ v z )· 
la ecuación r = 

res, obteniéndose: 

r = .969 

Ver apéndice 1. 
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RESULTADOS Y DISCUSION 

No hubo diferencias (P< .85) entre los diluentes -

Test 21 .4% y Tris 19.4i, pero estos dos fueron significativa­

mente superiores (P<.OS) al Citrato de Sodio 16.5\ (cuadro 2). 

Al comparar estos resultados con los reportados en · 

... t 

: :: ,\\ 
·.;·•; 

. -~~ ·· 
·~ ..... 
• . •• 11; 

,¡ 

. . ··.~ · . 
. . \:~ 

·-:':1 
'·: 

. :,:.~:.~ 

la literatura, se observ6 que los trabajos experimentales que {Ji 
se ryan re.alizado para :congelar SeJ1len ovino en ·pajillas (Aamdal .. \;~¡ 
y Andcrsen .1968 ; Salamon 1967; LangfQrd et al 1979), se han 

realizado principalmente en· la presentación francesa de Q. 5 ml 
Actualmente, no existen- reportes ·de congela~lÓn _ de":· seme·n : ·~n l~· 

· raza Pelibuey, por lo cual, las .. compar·~ciones· ·;que : se hacen .. son , ·:- . 
• • ' • ' ' ~ 1 • • • 1 ' • :_ • 

sin considerar la raz~; · el tipo de envase,- el m~_todo'._ ·de .c.o.rig~ ·- · ':::,.,;,::t?'.i}~ 
· )~c~6n. ,_. ... e~,c- ., · ·1i~i tándose.: más bie~ :a e '1 . dilti~nt~ . ·1:1~~~P ·:· ·. Gr~~am : > ;:J.-~f~:~~ 

· · et . ai b ; ' (sin fecha).'. determina:rpn qu'e · T,est ·no era significa ti:- . · __ :):)]¡~~~ 
v~~nte ~uperior al Citr.ato.,,. 'de . :·~odio . + ,_Gluco~a. ·,-. per~ ·:.conc_luy·~-~ . ,:: .. _ · .. }':¡;'~r1 

ron que en 'base a 1'1:- a'l t~ inotili'dad ar.: ~escong'ela_do, . y : a' 1~. ¡ - ·_'.'" . ,: :,.-; /)::-_ 

baJ~ - ~i~~raci6n d~ .t~a~~ami~asl(~·: - · ~:lut~mi~.,a .· o'x~ ·l~~~éticas·. (TGOf_:' · .. : ).j,;·;¡~1il 
al .p~~cóngel~do, el Te~t - er~ ·el . diluente más ad~~uado para~~ - ;~ 

congela~ semen ovino • En e 1 p're ~en te ·t'ral>a} o , ·. se . de te ~m in6 ·. - e .· :·:·~t~~ 
que Te~t: fµe significativament~. superi9,r (P(.05) .al Citrato "'.' ·,-1r\I 
de Sodici. ,, ::ll 

i'1Yf)"' 

Salamori (1P76 b) recomie~da al Citrato de Sodio + 

. Raffinosa para congelar semen· óyl.no iy co,~gelarlo . en. pastillas. 

En otto trabájo, ~l mis~o autor (1976 _a) reportó un s~tisfac-­

torio recobre de la motilidad, al descongelar semen ovino di-­

luido en Citrato de Sodio+ Glucosa, y congelarlo en ámpulas,­

pajillas y pastillas. Janes Martin 0965) citados por Lapwood 

y Martín (1972), reportaron resultados poco satisfactorios, -­

cuando utilizaron Citrato de Sodio para congelar semen ovino. 
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.. 

CUADRO 2 

Media (X) y desviaci6n estandar (G'-) de la motilidad espermática al desconge­
lado, obse~~ada en cada diluetite. 

D i 1 u e n t e Observaciones % --
X r 

TRIS . 
\ . 

120 19.4 4.9ª + 
¡'\ -.· ' : 

TEST ·· 108 21. 4 + 6.4ª -
Cl.TRJ\TO DE Na 106 16. 5 + 6. 4 b -/. 

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

. •,: 

... .. 
" .,. 

" '::1i'; 
. : . '. ~. 

··,1 

"' · ',r, 
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En este experimento, el Citrato de Sodio resultó ser el diluen 
te menos adecuado para congelar semen de borrego Pelibuey - -­
(P<.OS), de entre los tres diluentes evaluados. 

Salamon y Visser (1972), evaluaron al Tris con dife­
rentes azacares comunmente usados en la preparación de diluen-­
te~ para congelar semen; Glucosa con 33.3\ y Fructuosa con --
29 .1 .fueron resp~ctivamente, los aztlcares en que mejor .!ecupera 
ci6n de la motilidad se obtuvo. En el prese11te experime.nto, se 
utiliz6 Tris + Fructuosa, consiguiéndose motilidades al descon­
gel~~o de . 19~4\. · 

·' ... 

·~· 
·.· 

i 
'·. , 

·.·.: 

. :., .··~ 

~ ,,-'~2~ 
, .:·:.r.·Y 

... . ~- :~x~~t 
Hubo ·.difer~ncias · (P<.OS) por. parte de los borregos -. ~ >~--~~{~i 

2 y s, en ·relaci6n a los demás animales (cuadro ·3)·. · Cabe sefia- · · ·.: .;.·~1:;~:~ 
' . • ' : 1 • ' ' • • • • . . . , ....... ~.;\°';;~,~~ 

lar que .en la raza Pelibuey, se º"serv6 "resistencia a . la con:-r- · .:.:··:H<;¡1\ 
ge'iaci6n1.' 1/ en los . eyaculados de algunos animales . (borregos: ?. ·; .':~\;'.!i~ 

. ' .. . ' . . . . . ·. .:.. . . . .. : ·_ . ·.;·~1·:~ttf 

y 5), en .forma similar a .la presentada · en las raz·as. ovinas eu":·:-: < >.;;\/J 
. . ' ' . . .... ·.. .. /.•::·~!:-~ 

ropeas, estudiadas por otros autores (Entwistle y Martin, 1972). .J':_;)¡ 
: ".:·o..•! 

. ·'.:~:= 
Los porcentajes de moti 1 idad ~l desco11ge lado más al t- \ ;,,;:;:. 

::: 'n:u:::: ~:::a:~o:::t ~a:r~:,:t~~::\l:: ~: !:!!ii~::p:~t~::::::. ¿[~ 
gelado por parte del Test, corno en ~l Tris · y 'el ·citrato de · So~-
dio, en los cuale~ ~e vi6 m~s severamente dafiada la motilidad -
al descongela4o, en los borregos 2 y 5 . La interacci6n borre­
go x diluente fue significativa (P(.05); la pobre recuperación 
al descongelado que tuvieron los eyaculados de los borregos 2 y 

5, podría explicar esta significancia (Gráfica 1). 

1/La resistencia a la congelación, 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. 
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~ .·'..;: ·e~~~"~· ----::~----------. .... --------C U A D R O 3 

Media (X) y desviaci6n estandar (~) de la motilidad espermática al descongela­
do que presentó cada borrego. 

BORREGO OBSERVACIONES ----------- i 
X 

1 •' 29 20.79 + o.01hc -
2 28 11 . 4 2 + 0.01ª · -
3 r ~ 29 22.18 + o.01h - ~.01h 4 ' 28 ' 21 . 43 + -
5 ·2a· 18.06 + O.Ole -

O.Olb 6 27 21.90 + -

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

••f 

· ... , .. :.! 
''1 .',, 

., \ .. ~··: 
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Efe¿to del diluente sobre los eyaculados descongelados de cada borrego 
1 nteracc i6n Diluente X Borrego significa ti va (P <.. 05) 
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No se observaron diferencias significativas (P>.OS) 
ni entre lectores ni entre fechas de lectura, por lo que es-­
tos factores no se consideraron como fuente de variaci6n en -
el presente trabajo. 

., 
,""!; 

,,·, , .. 
~ .. :, . 

' .. 
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CONCLUSIONES 

1 .-) El semen del borrego Pelibu7y es susce~tible a congelación 
y descongelación rápida. 

2.-) En base a la recuperación de la motilidad al descongelado, 
Test y Tris son los diluentes más adecuados para congelar 
semen de borrego Pelibuey. Citrato de Sodio resultó el -
diluente menos adecuado. 

3.-) Se aplicó una metodología específica, logrando 
ci6n 1 descongelación satisfactoria del semen a 
laboratorio, y ofrece posibilidades para lograr 
efectiva. 
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y = 624.8401X - 199.5241 
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Densidad Optica 

Gráfica para determinar la concentración espermática através de las 
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