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RESUMEN 

Un total de cincuenta y nueve muestras de semen de carnero se evalua­

ron y fraccionaron en tres partes iguales, cada fracción se diluy6 en 

tres diferentes medios; preparados a base de leche, tris, lactosa al-

11%, respectivamente, Luego se congelaron en forma de pastillas, que­

durante quince días se almacenaron en nitrógeno líquido. Con objeto -

de establecer las correlaciones entre la motilidad progresiv~ y la -­

morfología del acrosoma de los espermatozoides, comparando además los 

tipos y cantidad. de alteraciones del acrosoma en semen fresco no di-­

luido y en el semen congelado en tres diferentes diluentes. Determi-­

nando asf, la influencia del diluente sobre anormalidades del acroso­

ma y la motilidad progresiva del semen descongelado. 

Los resultados obtenidos mostraron que la motilidad progresiva fué -­

significativamente superior en el diluente a base de lactosa, 

las correlaciones entre las anormalidades del acrosoma y la motilidad 

progresiva de los espermatozoides, son inexistentes para el diluente­

ª base de tris, pero los diluentes a base de leche y .lactosa sí las -

presentaron. 

Observándose además que la alteraci6n más frecuente es el hinchamien­

to del acrosoma. en los espermatozoides. 
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I N T R o o u e e 1 o N 

Si se tiene en cuenta la situación de la ovinocultura en México, con 

su población ovina estancada desde hace varios años, la mala calidad 

genética de la misma, los rebaños pequeños, la dificultad de conse-­

guir machos de buena calidad, agregado al encarecimiento de los se-­

mentales de importación se tiene un panorama en el que el uso de la­

inseminación artificial, es una alternativa a considerar para mejo-­

rar el nivel genético del rebaño nacional y con ello mejorar la pro­

ducción de carne y lana. Además se puede incrementar notablemente el 

aprovechamiento de un semental y por ende aumentar la distribución -

de genes deseables en una población, Esto conduce a un mayor y más -

ráp,i do avance genético que en 1 os sistemas en que se emplea 1 a monta 

natura 1. Un carnero utilizado en monta natura 1 .a campo puede cubrir­

ent re veinticinco a cincuenta ovejas por empadre, esta cifra se du-­

plica bajo condiciones de monta controlada. Mientras que utilizando­

inseminación artificial con semen fresco o congelado se pueden inse­

minar más de cinco mil ovejas con un mismo semental• La inseminación 

artificial con semen congelado tiene ventajas adicionales tales co-­

mo; el productor podrfa beneficiarse con el uso de carneros de exce­

lente calidad genética sin que ello significara la compra, el cuida­

do, la alimentación y el riesgo de mantenerlo en el establecimiento •. 

Por el lo también faci Jita los programas de cruzamient'O- (L6pe:z y Pé-­

rez, 1984.). Sin embargo, los resultados obtenidos hasta ahora son i,!2 

feriares a los obtenidos con semen fresco, Ello se debe fundamental­

mente al daño acros6mico que sufre el espermatozoide de carnero du-­

rante el proceso de congelación y descongelación (López y Pérez, ---

1984. ). 
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No obstante, se han encontrado ocasionalmente resultados satisfacto-- · 

rios de trabajos con semen congelado de carnero en estaciones experi­

mentales. Aunque generalmente se ha observado, una seria pérdida en -

el poder fertilizante de los espermatozoides al congelado (Salamon, -

1967.). Por lo que la congelación de semen ovino, no ha pasado aún -­

del nivel experimental, por lo tanto no se ha desarrollado en forma -

comerchl (Iritani, 1980; citado por Cano, 1981.). 

En el presente trabajo se tomaron en consideración algunas caracter(.~ 

ticas del semen relacionadas con la evaluación y proceso de congela-­

·cidn, ta.les como; motilidad progresiva, morfología acrosdmica, tipo -

de diluente y se establecieron las correlaciones existentes ertre --­

el las. 

La motilidad progresiva de los espermatozoides proporciona un medio -

simple para evaluar el estado fisiológico de una muestra de semen, 

por si misma, ella no es una forma·exacta de predecir la capacidad p~ 

tencial de fecundacidn de la célula espermática. Sin embargo, la moti 

lidad espermática sigue siendo una herramienta útil para evaluar Ja -

viabilidad del espermatozoide (Garner y Hafez, 1980.). 

Otro elemento útil para evaluar la viabilidad espermática, es la de-­

terminación. del estado morfológico del acrosoma (Krause, 1970.). El -

acrosoma es un saco membranoso delgado de doble capa que se adosa --­

fuertemente al núcleo durante la espermiogénesis, cubre_ la porción fi 

nal anterior al mkleo del espermatozoide, es una ·estructura similar­

ª un capuchón que contiene enzimas proteolf'ticas (Me. Roric y \oli•--"'.""" 
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lliams, 1974; Morton, 1976; citados por Garner y Hafez, 1980.). Aun-­

que el daño acrosomal, no se considera como el u~ico factor que infl~ 

ye en la fertilidad después de la inseminacicSn artificial (Mattner -­

Entwistle y Martin, 1969; Ligfoot y Salamon, 1970; citados por Tasse­

ron et. al. 1977.). Es importante señalar que el daño acrosomal es -­

más severo en el semen de carnero en comparaci6n a otras especies de~ 

pués de la congelaci6n profunda (Colas, 1980.). 

Para observar los cambios acrosomales satisfactoriamente, se emple6 -

··Ja técnica de coloraci6n Wells-Awa, que permite la evalu,acicSn de rut_i 

na en.el microscopio compuesto, sin necesidad del microscopio de con­

. traste de fases (Wells y Awa, 1970.). 

El semen de carnero es muy dificil de congelar, por lo que se han de­

sarrollado gran cantidad de diluentes (Larsson, 1978; citado por Foote 

1980.), ya que estos ejercen un influjo significativo sobre el porce.!! 

taje de spermatozoides m6viles, (Roy Choundhury y Bhambhani, 1977.). 

Las formulaciones mb comunmente·recomendadas para diluentes, son a -

base de yema de huevo, amortiguadores con citrato o preparados con 1~ 

che calentada (Salisbury y Cols., 1978; citado por Foote, 1980.), se -

utiliza un carbohidrato simple como fuente de energfa que además tie­

ne· un efecto deshidratante. La yema de huevo o leche protegen a las -

. células cuando se enfrfan de temperatur,a corporal a sºc, además pro-­

porcionan otros nutrientes, se adicionan también amortiguadores, que~ 

mantengan el pH cercano a la neutra1i.dad y una presicSn osnicStica equi­

valente a la del semen, además se agregan antfbfdticos que inhiben -­

el crecimiento bacteriano y gl.icerol que evita Ja.'cristalizaci6n 

(Foote, 1980.). 
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O B J E T I V O S 

Establecer las posibles correlaciones entre Ja morfología acro­

s6mica y Ja motilidad progresiva de espermatozoides 'pro.cedentes 

de dos razas ovinas, congelados en pastillas en tres diferentes 

diluentes. 

Comparar y determfner Jos tipos de alteraciones acros6micas de;.. 

los espermatozoides de carnero," en el semen fresco y en el se­

men congelado en pastillas, almacenado durante quince dfas en -

nitrdgeno Jfquido. 

Determinar la posible influencia del diluente sobre Ja motili-­

dad progresiva y anormalidades acros6micas de Jos espermatozoi• 

des de carnero,durante el proceso de congelacidn y descongela-­

ci6n. 

'1 
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H A T E R I A L Y H E T O O O S 

El presente trabajo se realizd en las instalaciones de la Facultad de 

Estudios Superiores Cuautitlán, ubicada en Cuautitlán Izcalli Estado­

de México y que se localiza geográficamente a 2,450 metros sobre el -

nivel del mar y a 19º 43' latitud Norte y 99º 14 1 de longitud Ponien­

te (Garda, 1973. ). 

Durante los meses de abril, mayo y junio de 1984,se obtuvieron cin---

cuenta y nueve muestras de semen procedentes de dos carneros Suffolk­

y dos de raza Rambouillet, todos entrenados para trabajar con vagina-

artificial. 

Las vaginas utilizadas consfstfan de un tubo rígido de material plás-

tico, una funda de polietileno y un cono del mismo material, el tubo­

colector (tubo graduado de centrffuga), con su protector correspon~ 

diente. 

La temperatura y la presido interior de la vagina se logr6 llenándola 
. o 

con agua caliente a 50 c. 

Obtenidos los eyaculados, se medfa el volumen del semen, el cual se -

conservd a una temperatura de 37ºc en un baño marfa. 

Para evaluar la moti 1 idad progresiva y la morfologfa acrosdmica de -

los espermatozoides en semen fresco, se hacfa una dilucido 1:100 --­

(V/V) logrlndose ~sto al depositar 0.1 mi. de semen en un tubo de en­

saye, que previamente contenfa 9.9 ml. de una soluci6n de cifraio.de-

sodio al 2.9% y con Ja tem~eratura adecuada proporcionada por el bafto 

marfa. 
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La motilidad progresiva se determin6 en un microscopio compuesto con 

el objetivo seco débil (IOx)i =on el que se observ6 una gota de se-­

men fresco diluido sobre un portaobjetos. El campo fué observado por 

tres personas, por lo que se determin6 el porcentaje promedio del n2 

mero de espermatozoides en movimiento. El microscopio estaba equipa­

do con una platina caliente mantenida a una temperatura de 3S-4o0c. 

Para determinar alteraciones acros6micas en el semen fresco se prep~ 

r6 un frotis a partir de la mezcla de una gota de colorante segón la 

técnica Wells-Awa, y una gota de semen diluido, todo el material y -

reactivos a la temperatura de 3S-4o0 c para evitar alteraciones esper 

mlticas causadas por cambios.térmicos. 

E 1 procedimiento siguiente era di vi di r el semen en tres porciones -­

iguales para agr~gar en cada alfcuota un diluente diferente, previa­

mente preparado. 

El primer diluente fué preparado con leche déscremada calentada a -~ 

9Sºc durante diez minutos, para inactivar la Jactenina, que es una -

sustancia espermiot6xica presente en la leche (Vinha y Coubrough, --

1972; Foote, 1980; L6pez y Pérez, 1984.). 

E 1 segundo di 1 uente futf ai base de 1 actosa a 1 11% ( Roy Choudhury y 

Bhambhani, 1977.). 

El tercer diluente preparado a base del amortiguador orgánTccfaeiiom.! 

nado Trfs (Hidroximetf1-aminometano), con e1 cual han trabajado va-­

rios investigadores obteniendo buenos resultados (SaJamon y Visser,-

1972; Abde1hankeam, 1978; Fukui, 1979; Acufla y Valench, 1982). 

La proporcfdn fina 1 semen-diluente fué de 1: 3 (V/V). (Anexo n. 
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El perfodo de adaptaci6n se realiz6 utilizando vasos de poliestireno 

donde eran colocadas las alfcuotas en tubos de ensaye, sumergidos en 

agua caliente del baño marra e inmediatamente metidos al refrigera-­

dor con una temperatura aproximada de 5ºc. Al completarse las dos ho 

ras del perfodo de adaptación se procedió a congelar el semen. Utili 

zlndose para ésto un bloque de bi6xido de carbono sólido, al que se­

hicieron orificios a manera de moldes que darfan la forma de pasti--

11 as. 

Las pastillas de semen congelado, fueron depositadas en envases ada,e 

tados de los utilizados para pajillas de semen bovino y almacenadas­

en nitr6geno Jfquido durante quince dfas. 

AJ término del perfodo de almacenamiento se descongel6 el semen en -

una solucidn de citrato de sodio al 2.9% con una temperatura de 37ºc 

durante cinco minutos (Trejo, 1983). AJ cabo de ésto se evaluaba la­

motilidad progresiva y se elaboraban. laminillas con Ja técnica ya -­

descrita, para cuantificar las alteraciones acros6micas de' Jos tres­

diferent~s diluentes. 

Se observaron cuatro laminillas por cada muestra colectada, una de -

ellas correspondi6 al semen fresco y las tres restantes a cada uno -

de Jos diluentes después de la congelaci6n. Esto se realizd observan 

do al microscopio compuesto con el objetivo de inmersión (IOOx}t se­

evaluaron cien espermatozofdes por cada laminilla tomando en consid~ 

racidn la cla5ificaci6n de Watson y Hartin: 

Normal, Hinchado, Roto y Aus~nte, refiriéndose estas caracterfsticas 

al estado del acrosoma esperm.Stico (Fig. No. J.). 
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F I G U R A N O • 1 

ESPERMATOZOIDES CON DIFERENTES GRADOS DE ALTERACION DEL ACROSOHA. 

o 2 3 

O - Espermatozoide con acrosoma normal. 

1 - Espermatozoide con acrosoma abombado e hinchado. 

· 2 - Espennatozoi de con acrosoma roto y separado parcia 1-­

mente. 

3 - Espermatozoide que ha perdido tota !mente e 1 acrosoma 

(Ausente). 

Clasific•ci6n segiJn Watson y Martin,(1972). 
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Los resultados fueron procesados por el Centro de Estadística y Cálc~ 

lo, del Colegio de Postgraduados de la Universidad Aut6noma de Chapi~ 

go. 

El análisis de varianza en arreglo totalmente azarizado en cincuenta­

y nueve bloques y tres tratamientos (Steel y Torrie, 1980.). 

*'~ultipliques~ pór (lOX) del ocular. 
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R E S U L T A D O S Y D I S C U S I O N 

Dentro de las características generales del semen se observó que el 

voluTien y la concentración fueron mayores para la raza Rambouillet, 

sin embargo estas diferencias no fueron estadísticamente significa­

tivas. 

Asimismo la motilidad progresiva de los espermatozoides fué muy su­

perior en el semen fresco con respecto al congelado (cuadro no. 1). 

El semen descongelado mostró una motilidad progresiva mayor en el -

diluente a base de lactosa,ésta difer~ncia fué estadfsticamente siJ 

nificativa (P<o.01 ). Esto coincide .con Jo reportado por Aamdal y -­

Anderson (1968),para el uso de la lactosa, pero es muy bajo compar~ 

do con Jos re~ultados reportados por Fukui (1979), usando diluente­

ª base de Tris. 

las anormalidades del acrosoma no mostraron diferencias significat,i 

.vas entre los diluentes (cuadro no. 2). 

En cuanto. a las correlaciones entre anormalidades acros6micas y la­

mot i 1 i dad progresiva de los espermatozoides, se observó que tanto-­

en el semen fresco como en el congelado en Tris, no existieron es-­

tas correlac~ones, aunque estas sí se presentaron en Jos diluentes­

ª base de ieche y lactosa. 

lo que indica un efecto del diluente sobre la presentación del daílo 

acrosomal • Estas correlaciones se presentaron con signo negativo -

para el tipo de anormalidad más abundante que fué la hinchazón del­

acroscima y ésto se reflej6 en-· .el total de anormalidades del ca--
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puchdn cefálico, ésto es acorde con Jos resultados obtenidos por Ta­

sseron et. al. (1977), también Watson y Martin (1972), reportan que-

el principal deterioro acrosomal del semen durante el proceso de co~ 

gelaci6n y descongelaci6n fué el hinchamiento. Si bien el daño acro­

somal es causante ~e infertilidad, mucho más importante es la 11K>till 

dad progresiva de los espermatozoides (Tasseron, Amir y Schindler, -

1977).(cuadro No. 3). 

Un efecto de la raza se manifest6 sobre la cantidad de acrosomas hi.!!, 

chados, observandose mayor cantidad de éstos en el semen de carnero-

Ramboui 1 let. 
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CUADRO N0.1 

CARACTERISTICAS GENERALES DEL SEHEN DE CARNERO, RECIEN COLECTA­

DO Y DESPUES DE LA CONGELACION EN PASTILLAS USANDO TRES DILUEN­

TES DIFERENTES. 

RAZA VOLUMEN CONCENT. HPF. HPH. HPL. HPT 
•••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 8 •• 

SUFFOLK .65 4187 

5490 RAHBOUILLET .74 

HPF. Motilidad progresiva del 

HPH. Hotf1idad progresiva del 

se de leche. 

HPL. Hotilfd~d progresiva del 

se de lactosa. 

HPT. Hotf lfdad progresiva del 

se de Trf s. 

78.8 

79.3 

4.5 

3.6 

semen fresco. 

semen descongelado, 

11 .. 8 

e.o 

diluido 

3.44 .. 

3•44 

a ba .. 

semen descongelado, diluido aba-

semen descongelado, dflufdo aba ... 
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C U A O R O N O • 2 

MOTILIDAD PROGRESIVA Y PORCENTAJE DE ANORMALIDADES DEL ACROSOHA 

EN EL SEMEN DE CARNERO (EVALUACION HECHA AL DESCONGELADO). 

MOTILIDAD 
PROGRESIVA 

LECHE 

4.0 ª 

LACTOSA TRIS 

9.6 b 3.44 ª 
.................................... \) ......................... . 
ACROSOMAS · 
HINCHADOS 25.7 ª 20.2 ª 23.5 a 

.......••..•.•........... ~ .•......•.. · ............•.............• 
ACROSOHAS 
ROTOS 4.7 ª · 5.4 ª 5.6 a 

•••••••••••••••••••••••.•••• c. ••••••••••••••••••••••••••••••••••• 

ACROSOHAS 
AUSENTES 1.1 ª 2.3 ª 1. 2 a 

............................................................... 
TOTAL DE 
ACROSOMAS 
ANORMALES 

31.0 ª 28.0 ª 30.0 a 

Análisis de varianza, letras diferentes indi~an diferencias sii 

nfficativas (P <o.ot ). 

- 14 -



C U A D R O N O • 3 

CORRELACIONES ENTRE LA MOTILIDAD PROGRESIVA Y LAS ANORMALIDADES 

ACROSOMICAS DEL SEMEN DE CARNERO, RECIEN COLECTADO (FRESCO) y 

CONGELADO EN PASTILLAS CON TRES DIFERENTES DILUENTES. 

ANORMALIDADES ACROSOMICAS ............................................ 
DILUENTE RAZA HINCHADOS ROTOS AUSENTES TOTAL 

---------------------------------------------------------------F 
R 
E 
s 
e 
o 

s NS NS NS NS 

R NS. NS NS NS 
••• 8 •••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 

TOTAL NS NS NS NS 

> --------------------------------------------------------~ .... 
CI) 

LtJ 

a:: 
c.:J 

o 
o: 
a.. 

o 
et 
Cl 

... 
l­

o 
:a: 

L 
E 
e 
H 
E 

s NS NS NS .................................................. 
R -0.37 

0.03 33 NS NS -0.34 
0.04 33 .................................................. 

TOTAL -0.32 
0.01 58 NS NS NS 

L------·------------------------~-------------------~---
A 
e 
T 
o 
s 
A 

s NS NS NS NS .................................................. 
R -0.51 NS NS -0.43 

0.002 33 0.01 33 .................................................. 
TOTAL -0.35 NS NS -0.29 

0.007 5~ 0.02 58 

---------------------------------------------------------
T 
R 
I 
s 

s NS NS NS .: ... NS 
••.•..•..... ~ ..... ~ •.•.•..•..• ~ ...•..........•...•.. 

R NS NS NS NS 

·············•···························•·•••··•·· 
TOTAL NS NS NS NS 

-----------------·-----~-----------------.--------------

NS - No significativo. . S - Suffolk. R - Rambouillet. 
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

En base a los resultados obtenidos, se observó que los diluentes a -

base de leche y lactosa presentaron una correlación negativa entre -

anormalidades del acrosoma y la motilidad progresiva de los esperma­

tozoides; mientras que en el diluente a base de Tris no hay estaco­

rrelación. Lo anterior indica un efecto del diluente sobre la prese.!! 

taci6n del daño acrosomal. 

l.a motilidad progresiva fué mayor en el diluente a base de lactosa -

lo cuál es estadfsticamente significativo (P<0,01). 

En relación a las anormalidades del acrosoma de los espermatozoides, 

concluimos que la más frecuente en los tres diluentes fué el hincha­

miento del acrosoma espermático. 

De las dos razas muestreadas, Ja Rambouillet presentó mayor volumen, 

concentración y acrosomas hinchados. 

Sin embargo, debido al número reducido de animales empleado, Jos re­

sultados no son significativos.Por Jo tanto recomendamos que se tra­

baje con un número mayor de animales. Además que se tomen en. cuenta 

factores de gran importancia al congelar semen ovino, tales como: 

Epoca del año, edad de los sementales, fertit"idad de los misinos,téc­

nica de recolección de semen, tipo de diluente, el periodo de adap-­

tación, método de congelación, tiempo de almacenamiento, solución -­

descongelante, temperatura usada al descongelar y algo de importan-­

cfa relevante que deberá considerarse que es la pureza qufmica de -­

los .componentes del diluente. 
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Las técnicas de congelación de semen ovino, no son nada satisfacto--­

rias aún, es por ésto que la inseminación artificial en ésta especie­

no se practica en forma comercial. De esto se desprende la urgente n,!; 

cesidad de mejorar dichas técnicas y asf poder aprovechar los benefi­

cios que reporta el uso de la inseminación artificial como en otras -

especies. 

Finalmente, como ha mencionado Cano (1981) recomendamos; que todo po­

sible aumento de la eficiencia de las técnicas de congelación de se-­

men de carnero, deberá fundamentarse en un aumento de la protección -

conferida a Tas membranas espermáticas, por Ja adición de sustancias­

capaces de constituir protectores sobre las mismas. 
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N 
N 

1 

A N E X O 11 1 11 

CONTENIDO DE LOS DILUENTES EMPLEADOS EN ESTE TRABAJO. 

Leche descremada calentgda 
durante 10 minutos a 92 c. 

Lactosa al 11% 

Tris 

'.Yema de huevo 

' Acido cftdco 

Fructuosa 

Glicerol 

Penicilina 800,000 U.I/2 mi. 

Estreptomicina 1 g./2 ml. 

Agua destilada 

T o t a 1 

2 

46. 3 m J. 

36.3 mi. 

!O.O mi 

3.sin1. 3.5 mi. 

o. 1 mi,.· 0.1 mi. 

0.1 mi. 0.1 ml• 

50.0 mi. so.o mi; 

3 

1.63 g. 

10.0 ml, 

0.915 9• 

o.675 g. 

3.5 ml. 

0.1 mi. 

o. 1 mi. 

c.b.p 50,0 mi .• 

so.o mi. 
======================================================= 
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