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RESUMEN

Un total de cincuenta y nueve muestras de semen de carnero se evalua-
ron y fraccionaron en tres partes iéuales, cada fraccién se diluyé en
tres Qiferentes medios; preparados a base de leche, tris, lactosa al-
11%, respectivamenté. Luego se congelaron en forma de pastillas, que-
durante quince dfas se almacenaron en nitrégeno lfquido. Con objeto -
de establecer las correlaciones entre la motilidad progresiva y la -
morfologfa del acrosoma de los espermatoioides, comparando ademds los
tipos y cantidad de alteraciones del acrosoma en semen fresco no di—-
luido y en el semen congelédo en tres diferentes diluentes. Determi~-
nando asf, la infiuencia de] diluente sobre anofmalidades del écrosg-

ma.y la motilidad progresiva del semen descongelado.

fos resultados obtenidos mostraron que la motilidad pfogresiva fué —-

significativamente superior en el diluente a base de lactosa.

Las correlaciones entre las anormalidades del acrosoma y 1a motilidad
progresiva de los espermatozoides, son inexistentes para el diluente-
a base de tris, pero los diluentes a base de lTeche y:iactosa s las =

presentaron.

Observéndose ademss que la alteracién més frecuente es el hinchamien-

to del acrosoma en los espermatozoides.
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INTRODUCCTION

Si se tiene en cuenta la situacién de la ovinocultura en México, con
su poblacién ovina estancada desde hace varios aflos, 1a mala calidad
genética de la misma, los rebafios pequefios, la dificultad de conse-~
guir machos de buena calidad, agregado al encarecimiento de los se-;
mentales de importacién se tiene un panorama en el que el uso de la-
inseminacién artificial, es una alternativa a considerér para mejo--—
rar el nivel genético del febaﬁo nacional y con ello mejorar la pro-
duccién de carne y lana. Ademds se puede incrementar-notableﬁente el
aproveéhaniento dé un semental y por ende aumentar la distribucién -
de genes deseables en una poblacién, Esto conduce a un mayor y més -
répfdo avance Qenético que en los sistemas en que se emblea Ié ménta
.natural. Un carhero utilizado én monta natural.a campo puede cubrir-~
entre veinticinco a cincuenta’ovejas‘pbr empadre, esta cifra se dQ--
plica bajb condicioﬁes de monta controlada. Mientras que utilizéndo~
inseminéciéﬁ artificial con semen fresco o congelado se pueden inse-
minar mis de cinco mil ovejas con un mismo‘;emental; La inseminacién
artificial con semen congeladd tiene ventajés adicionales tales co~-
mo; el productor podrfa beneficiarse con el .uso de carneros de exce-
lente calidad genétfca sin.que ello significara la compra, el cuida~
Jo, Iavalimentaciéﬁ ybel riesgo de mantenerlo en.el estable;imiento..
Por ello también facflita los programas de;cruzamiento“(Lépez.y Pé—-
rez, 1984.). Sin embargo,los resgltados obte6idos hasta ahora son in
feriores a los obtenidos con semen frgsco; Ello se debe fundaménial-
"mente- al. dafio acrosémico queisufre el espermatozoide de cafnero du—-

1rante el procéso dé congelacidnAy descongelacién (Lépez y‘Péfei, ———

1984.). . :
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No obstante, se han encontrado ocasionalmente resultados satisfacto—-
rios de tr;bajos 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 congelacién de semen ovino, no ha pasado aln —-—
del nivel experimental, por lo tanto no se ha desarrollado en forma -

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

En el presente trabajo se tomzron en consideracién’algunas caracter{s
ticﬁs del semen relacioﬁédas con la evaluacién y proceso de congela—-
‘cién, tales como; motilidad progresiva, morfologfa acrosdémica, tipo -
de diluente y se establecieron fas correlaciones”eki#tentes entre —_—

ellas.

La motilidad progresiva de los espermatozoides proporciona un medio -
'simple para evaluar el estado fisiolégico de una‘muestra de semen, ~~
por si misma, ella no es uﬁa forma'éiacta de predecir la capacidéa pg'
tencial de fecundacién de la cé€lula espermstica. sin embargo, la moti
'liﬂad éspermética sigué‘siendo'una herramienta 4til. para eVa]uar la ~

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

Otro elemento Util para.evaluar la viabiiidad espermitica, es la de—
terminacién del estado morfoldgmco del acrosoma (Krause, 1970. ). El

acrosoma es un saco membranoso delgado de doble capa que se adosa ~—m
fuertemente al nucleo durante la espermtogénests, cubre Ta porc16n fi
nal anterior al. ndcleo del espermatozorde, es una estructura similar-

~a un capuchén que contiene enzimas proteolftlcas (Mc. Rorie y V’*f~f‘



11iams, 1974; Morton, 1976; citados por Garner y Hafez, 1980.). Aun-~
que el dafio acrosomal, no se considgra como el unico factor que infly
ye en la fertilidad después de la inseminacién artificial (Mattner --
Entwistie y Martin, 1969; Ligfoot y Salamon, 1970; gitados por Tasse~
ron et. al. 1977.). Es importante sefialar que el dafio acrosomal es --
m&s severo en el semen de carnero en cdmparaéidn a otras especies des
pués de la congelacién profunda (Colas, 1980.).
Péra,observar los cambios acrosomales‘satisfactoriamente,'se ehpled -
;Ia técnica de coloracién Wells-Awa, que permite la evaluac16n de rutl
na en el microscopio compuesto, sin necesidad de} m:croscopio de con-

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

‘El1 semen de éarnero es muy dificil de coﬁgelar,_por'lo que se ﬁén de~
sarrollado gran cantidédrdg diluentes (Larsson,1978; citado por Foote
1980.), ya que:estos ejercen’ un influjb significativo-sobre el porcen
taje_de.sﬁermatozoides’m6viles, (Roy Choundhury y Bhémﬁhani,'l977.).:

’Las‘formuiaciones més Eomunmente-recomendadas para dilﬁentes, son a -
base de yema de huevo, amortiguadores cpﬁ citrato,o-preparados con e
che calentada (Salisbury y Cols.,1978; citado por Foote, 1980.), se -
utiliza un carbohidrato simple como fuente de energfa que adem§s tie;
ne un efecto deshidratahte._La yema de huévo o‘lechevprotegen 3 1és>-

fcélqlas cuando se enfrian de gemperaéU(a corporalba'Spc, ademds pré--"

‘porcionan otros nutrientes, se adicionin también amortiguadores, que=’
mnntenghn el pH éercano ala neutralidnd'y una pfesi&n osmética equf-.
vnlente ala del semen, ademds se agregan antibi6tvcos que inhiben --'

.el crecumiento bacteriano y gltcerol que ev1ta la cristalizacx6n ----;

(Foote, 1980 ).



0BJETIVOS

Establecer las posibles correlaciones entre la morfologfa acro- -

" 'sémica y la motilidad progresiva de‘espermatozoides‘pr@:edentes 5

"de dos razas ovinas, congelados en pastillas en tres diferentes ~

~diluentes. ‘

Comparaf y determinar los tipos de alteraciones acrbidmicas de- .-
los espermatozoides de carnero, en el semen fresco y en el semm
ménfcongelado en pastillas, almacenado durante quince dfas en -

nitrégeno !fquido.

Determinar la posiblé influencia del diluente sobre la motili==

"djd»progresiva y anormalidades acrosémicas de 10s espermatozoi-

:des de carnero,duran;e el proceso de éongelaciGn'y de#éoﬁgéla;-

cién.




MATERIAL Y METODOS

El presente trabajo se realizé en las instalaciones de la Facultad de
Estudios Superiores Cuautitlén, ubicada en Cuautitlén Izcalli Estado-
de México y que se localiza geogr&ficamente a 2,450 metros sobre el -
nivel del mar y a 19° 43' latitud Norte y 99° 14¢ de longitud Ponien-
" te (Garcfa, 1973.).

_ Durante los meses de abril, mayo y junio de 1984,se obtuvieron cin---
cuenta y nueve muestras de semen procedentes de dos éarneros Suffolk- .
y‘dos de raza Rambouillet, todos entrenados.para trabajar con vagina-

artificial. | | -

Las vaginas utilizadas consistfan de un tubo rfgido de material plés-

- tico, una funda de.polietileno y un cono del misﬁo Matérial, el tubo-

;olectdr (tub; graduado de centrffuga), con su protector correspon-——-—
diente. -

La temperatura y la presién jntérior de la vagina se logré llenéndola

con agua caliente a 50°c.

Obtenidos los eyaculados, se medfa el volumen del semen, el cual se =~
conservé a una temperatura de 37°Q en un bafio marfa. o

Para évaluar lavmotilidad progresiva y la‘morfologfa acrosémica de — ,
los espérmatozoidés en semen fresco, se hacfa una dilucién 1:100 —
(v/v) lbgr&ndoﬁe ésto al depositarbo.i ml. de semen en un tubo de en-
| saye, que previamentg toht;;f;‘§.9 ml,‘de una solucién de citrato.de-
sodio al 2.9%_y con la;femperaturavadécuadg pfoporcibnada péf el bafio

marfa. -



‘La motilidad progresiva se determiné en un microscopio compuesto con
el objetivo seco débil (10x)¥ zon el que se observé una gota de se--
men fresco diluido sobre un portaobjetos. EI campo fué observade por
tres éersonas, por lo que se determiné el porcentaje promedio del'qg
mero de espermatozoides en movimiento., E] microscopio estaba equipa-

do con una platina caliente mantenida a una temperatura de 35-40°C.

Para determinar alteraciones acrosémicas en el semeﬁ fresco se prepa
ré un frotis a partir de la mezcla de una gota de colorante segin la
técnfca Wells-Awa, y una gota de‘semen diluido, tbdo el material y ~
‘ reactivos a la temperatura de 35—4000 para evitar alteraciongs esper

méticas éausadas por cambios térmicos.

El brocedimiento siguiente era dividir el semen en tres poréicnes -
iguales para agregar en cada alfcuota un di luente diferente, previa-
mehte preparado. | ‘
E! primer diluente fué€ preparado con leche descremada calentada a ~-
' _95°C durante diez minutbs, para inactivar la lacténina, que es una -~
susténciavespermiotdxica presenfe én la leche (Vinha y Cdubrbugﬁ,‘—-b
1972; Foote, 1980; Lépez y Pérez, 1984.).

€] segundo diluente fué€ a base de lactosa al 11% (Roy Choudhury y -
‘Bhambhani, 1977.). ‘
El tercer diluente preparado a basé del amortiguador orgénico dénomi
" nado Tris (Hidroximetil-am{noméfano), con el cual han trabajado vi;-
rios inves;igidores,obténiendo buenoé resultados‘(Salamon y stser,-
1972; Abdelﬁankeam, 1978; Fukui, 1979; Acufia y Valencfa; 1982).,

' La‘proporcidn‘fina!;semen;diluente fué de_l:B’(V/V); (Anexo i).i
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El perf§do de adaptacién se realizé utilizando vasos de poliestireno
donde eran colocadas las alfcuotas en tubos de ensaye, sumergidos en
agua caliente del bafio marfa e inmediatamente metidos al refrigera~--—
dor con una temperatura aproximada de 5%, Al completarse ]as dos ho
ras del perfodo de adaptacién se procedié a congelar el semen. Utilj
z8ndose para ésto un bloque de biéxfao de carbono sélido, al que se-
hicieron orificios a manera de moldes que darfan la forma de pasti~--
11as.

Las pastilléé de semen congelado, fueron depositadas,eh envasés adap
tados ﬁe los.utilizados para pajillas de semen bovino y‘almacéhadas-

en nitrégeno 1fquido durante gquince dfas.

Al término del perfodo de almacenamiento se descongeld‘gl semen en -
una solucfdn’de citrato de sodio al 2;9% con una temperétdra de 37°%
,durante.cincﬁrminutos {Trejo, 1983). Ai cabo de ésto se evaluaba 15;
1 motilidad progresiva y se elaboraban laminillas con ‘la técnica ya --
" descrita, para cuantificar las alteraciones acrosémicas de los tres-
diferentéﬁ_dfluénteé} |

Se observarop cuatro laminillas pér cada muestra colectada, una de -
ellas correspondié al semen fresco‘y las tres restantes a cada uno -
de los diluentes despéés de la congelacién. Esto se reélizG obéervqg
do al microscopio cmnpﬁeéfo con el objefivq de inmersicn (100x)% sg-
:evaluaron‘éien espermatéiﬁfdeé pof cad; laminilla tomando en cﬁhsiqg
racidn la clasificacién de Watson y Martin: ‘ ’

Normai, Hinchado, Roto y Ausgnté, ref{riéﬁ&ose estis caracterfsticas

al estado del acrosoma espermstico (Fig. No. 1.).



FIGURA NO.!

ESPERMATOZOIDES CON DIFERENTES GRADOS DE ALTERACION DEL ACROSOMA.

.9
i

- Espermatozoide con acrosoma normal.

-
!

‘Espermatozoide con acrosoma abombado‘g hinchédo.

N
]

ESpermatozoide"con acrosoma roto y separado parcial--

mente.

w .
) .

Espérmatozoide que ha perdido totalmente el acrosoma’ .

| (Ausente),
Clasificacién segﬁn,watsop'f;Martin,(1972);_
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Los resultados fueron procesados por el Centro de Estadfstica y Célcu
lo, del Colegio de Postgraduados de la Universidad Autdénoma de Chapin

go.
El andlisis de varianza en arreglo totalmente azarizado en cincuenta~

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

.§1hultip‘iQUESé Péf (10x) dei'oéular;' S
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RESULTADOS Y DISCUSION

Dentro de las caracteristicas generales del semen se observé que el
volumen y la concentracidn fueron mayores para la raza Rambouillet,
sin embargo estas diferencias no fueron estadisticamente 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 mostré una motilidad progresiva mayor en el -
diluente a base de lactosa,ésta diferencia fué estadfsticamente sig
vniffcativ; (Pfo.Oi); Esto coincide .con lo reportado por Aamdal y --

 Anderson.(l968),para el Qso'de la lactosa, peré es muy bajobcgmpaqg

A'do.con los resultados reportados por Fqkui‘(l979), usando diluente-

a base de Tris.

Las anormalidades del acfosoma‘no mostraron diferencias significati

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

En cuanto. a las corrélaciéné§ entre anormalidades acrosémicas y la-
motflfdad progresiva de los espermafozoides; se observéd QUe tanté-—
en el semen fresco como en el congelado en Tris, no existieron es--
tas correlac?ohes, aunque estas si se presentaron en los: diluentes-
a base de iéche y lactosa. o

Lo due indica un efecto del di luente sobre la preséntacfén del dafio
* acrosomal . Estas correlacioné; se presentaron con signo negativo -
para el tiﬁo dé_anormalidéd'més abundante quglfué la hin;ﬁaédn del-

acrosoma y ésto sé»reflej6 en - el total de anormalidades del ca~-

-1 -



puchén cefilico, ésta es acorde con los 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 con
gelacién y descongelacidn fué el hinchamiento. $i bien el dafio acro-
somal es causante Qe infertilidad, mucho mis importante es la motili
dad progresiva dé‘los espermatozoides (Tasseron, Amir y Schindler, -

lé77).(cuadro No. 3).

Un efecto de la raza se manifesté sobre la cantidad de acrosomas hin
chados, observandose mayor cantidad de &stos en el semen de carnero-

Rambouillet. .

-)z-



CUADRO NO .1

 CARACTERISTICAS GENERALES DEL SEMEN DE CARNERO, RECIEN COLECTA=
DO Y DESPUES DE LA CONGELACION EN PASTILLAS USANDO TRES DILUEN~
TES DIFERENTES. '

RAZA  VOLUMEN CONCENT.  MPF.  MPM.  MPL.  HPT
SUFFOLK .65 1187 78.8 b5 1.8 3M4 .
RAMBOUILLET .74 5490 79.3 3.6 - 8.0  3:lb

HFF. Mot i lidad proéresiva del semen fresco.

HP&. Métflidad progresivé del semen descongelado, diluido-a bae
se de leche. . . '

' HPL. Hotilfdgd érogresiva del semen descbngelado, diluido a ba-

" se de lactosa. ' k | |

A_ MPT. Motfl{idad progresivatdej,semen descongelado{ diluido a bg»;

: se,dé Tris.
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CUADRO NO. 2

MOTILIDAD PROGRESIVA Y PORCENTAJE DE ANORMALIDADES DEL ACROSOMA

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

LECHE © LACTOSA ' TRIS

~ MOTILIDAD a e | .
PROGRES IVA k.o 9.6 . 3.44

L R R R N N N N N N N N N R NN NN RN NN RN R R NN

ACROSOMAS - | a ' a ‘ a
ACROSOMAS a0 a s
'ROTOS ALY 5T R IL

LR N N N R N N N R N N N N N R RN

ACROSOMAS

L a a ‘ a
AUSENTES 1.1 S 2.3 1.2
TOTAL DE v ‘ :
ACROSOMAS 31.0 ® 28.0 2 30.0 @
ANORMALES : A .

*,

Anglisis de varianza, letras diferentes indican diferenﬁfas sig’

nificativas (P <0.01)..




CUADRO HO, 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

P OB E NI PLEIPAET PRS00 RNRPIIOCOIITINBSIINIVDNOEECEIOTTITS

DILUENTE RAZA HINCHADOS ROTOS AUSENTES TOTAL

s NS NS NS NS

S 0N 00 e s as PP Eeceetncesseitascnssasssencsscsecse

R~ . NS - - NS NS NS

oMMy N

CTOTAL - NS NS’ NS NS

s NS - NS NS NS
.........:6:5;\......“..‘f..‘..-"".....:6:55....
R 0,03 33 M5 NS glou 33

0P 80 80080000000 P eIt IISIRLIsLGICIIOBRAIRRRIOFERRRIGIRES

, S -0.32 .
TOTAL  T037 s NS NS NS

mxxomr

S NS NS NS NS
.....‘...:6:;;.....'-.'....‘....'.....‘.-:6.:55....
R 0.002 33 NS NS 0.01 33

00 CPEII PO PENIINOIOITPEEINIRGOOISLIERTINPDPIPOEIROGESIOOSIGOIDNOETDL

Z0.35 Z0.29
TOTAL - “olooy 58 - S NS 0.02. 58

>Puo=-OO>r

B R 1 NS NS . . NS
"R : NS NS - ‘NS NS

TOTAL . NS NS NS NS

MOTILIDAD PROGRESIVA

e~

NS - No significativo. ~§ - Suffoik. R - Rambouillet,

- 15 -
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACTIONES

En base a los resultados obtenidos, se observé que los diluentes a -
béée d¢>]eche y lactosa presentaron una correlacién negativa entre ~
anormalidades del acrosoma y la motilidad progresiva de los esperma-
tozoides; mientras que en el diluente a base de Tris no hay esta co-
rrélacién. Lo anterior indica un efecto del diluente sobre la presen

tacién del dafio acrosomal.

.!a mot1ltdad progresiva fué mayor en el diluente a base de lactosa -

lo cubl es estadfsticamente significativo (P<0.01),

- En relacién a las anormalidades del acrosoma de los espérmatdioides,
concluimos que la més frecuente en los tres diluentes fué el hincha~

miento del acrosoma esperméitico.

‘De las dos razas muestreadas, la Rambou1]let presenté mayor volumen,
concentracrén y acrosomas hlnchados.

Sin enbargo, debldo‘a] niimero reducido de anima]es empleado, los re~
'su}tados no son significativos.Por lo tanto fécomendamos_que se tra~
baje coﬁ_un nimero mayor de animales. Ademss QQe se tomen en. cuenta

factores dé gran importancia al congelaf semen avjno, tales como:
Epoca del afio, edad de los semen;alés, fertiTidad de los mismos,téc—
6fcé de recblecbidn de semen; tipo de diluente; el periodo de adép--v
'tacidn, método de congelacién, tiempo de almacenamlento, solucién -
desconge!ante, temperatura usada al descongelar y algo de importan--
cia relevante que deberé cons1derarse que es la pureza qufmica de -

los_componentes del diluente.




Las técnicas de congelacién de semen ovino, no son nada satisfacto——-
rias adn, es por ésto que la inseminacién artificial en ésta especie-
no se practica en forma comercial. De esto se desprende la urgente ne
cesidad de mejorar dichas técnicas y as{ poder aprovechar los benefi-
cios que reporta el uso de la inseminacién artificial como en otras -~
especies. .

Finasimente, como ha mencionado Cano (1981) recomendamos; que todo po-
sible aumento de la eficiencia de las técnicas de congelacién de se—-
men de carnerc, debers fundamentarse en un aumento de la proteccién -
conferida a2 las membranas esperméticas, pbr la adicién de éustanéias—

capaces de constituir protectores sobre las mismas.
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ANEXoQ "o

CONTENIDO DE LOS DILUENTES EMPLEADOS EN ESTE TRABAJO,

~ Leche dgscremada‘calentgda .
“durante 10 minutos a 92°C. . ' 46,3 mi.

" Lactosa al 1% o e o : _ _36.3 ml.
Tris TR e s,

‘Yema de huevo TS ygem 10,0 ml.

_Acido cftric;. S _'::‘ »_‘  _;,  : F'.‘1.4,"~vk. RER gf' ":9,915 g;
Frﬁcfuqsa. . ' _:i::fnl,'=  }1(2>'_;‘1'~vj‘ o x”"jlz,,, o J'°ﬂ675 g.
Glicerol }ji ﬁj _‘f.}e g§ﬁLf»f' } v%55V‘ C s an.
'“‘Penicqlfna'eoo;obd Ul/2ml, eyl e e S0 ml.
-jEstreptomicfné 1 g./Z_mlé;~ " _ “’ 'O;i'ﬁl..“ | N . 0.1 mls - . 0.1 ml;

Agua destilada - = R f;'x' N - “  T A é.b.p 50.6 ml.

Total .. so0m. o 50.0ml. . 50,0 ml.
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