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.- RESUMEN.

Se evaluaran los efeocton gue provooca el
congelamiento sobre la movilidad progresiva y la
morfologia acrosomal del espermetozoide de morue-

00.

Para esto se estudiaron 28 eyaculados -
obtenidos de 4 moruecos de la cruza de Tabasco x
Dorset (Tarset), loes que se oongelaron utilizan
do oomo diluente: Tris ~ Yema de huevo glicero-

lado al 5%,

Los resultadoe obtenidoe indiocan que el
oongelamiento del semen provooa una disminucidén ~
altamente significativa (P<0,01) en la movilidad
progresive y en el porocentanje de espermatozoides

oon acrosomA normal,

El método de oongelamiento desarrollado
en este trabajo presenta en el semen desoongela--

dor X 54,411 (D,E.16,27) de movilidamd progresi-




-va; X 66,304 (D.E,$8,37) de recupsracién de mo
vilidad y X 60.42% (D.E.17.,14) de espermatozmoi-

des oon acrosomsa normal,

Lo anterior indica que esta téonioa ade
mds de proporcionar muy buena movilidad al descon
gelado, confiere una aceptable proteccién acro-~

somal,




II.- INTRODUCCION,

La capacidad del semen para sobrevivir -
al congelamiento ha contribuido ampliamente a di--
fundir 1a prdotioca de la Inseminacién Artifioial -

en los oinco oontinentes.

La Inseminacidn Artificiel con semen con
gelado en los ovinos se praotioa con resultados -~
prometedores, vpero su difusién se ha visto res- -
trinpgida por una serie de limitantee que la inves-

tipacién sepuramente superard a corto plazo.

El semen de ovino presenta una aceptable
pupervivencia espermética al descongelado (8), pe
ro la inseminacidn artifiocial con este tipo de se-
men no ha dado tan buenos resultedos como en 6l bo
vino debido & que los Indioes de fertilidad aloan-
zados han sido relativamente bajos (26). Guetaff
son (8) eefiala que el fndice de concepcidn con ae-
men desoongelado es por lo menos 20% inferior al -

logrado oon semen fresco. En cembio, Oolss -




- obtuvo fndices de oonoepoidn similares utilizan

do memen fresco y descongelado (3),

Entre las ceusas que afectan la fertili-
dad del semen descongelado, se encuentra el si--
tio de oolocaoidn del semen al inseminar. Dife
rentes autores (1,7,8,16,17,19,22) seflalan que -~
cuando se deposita en cervix el fndice de concep--
cidn es bajo (12 a 48%), en oambio cuando ae de-
posita en ytero, 1la fertilidad llepa B ser simi-
lar a aquella lorrada con semen fresco (88 a 95%),

Pero el depésito intrauterino es técnicamente
diffoil, ya que solo puede lograrse en un 50% de

las ovejes por personal especializmdo (8),

El bajo Indice de concepcidn obtenido -~
cuando se deposita el msemen descongelado en el ceyr
vix, es oAausado por un transporte espermdtico de
fioiente debido a trastornos en 1ln motividad ci- -
liar del cervix (8,34,35), ya que cuando se dilu
ye el semen, tambidn me diluye la cantidad total
de prostaglandinas seminales, que ademds son las

encnrgadas de facilitar el paso de los sapermato--




-zoides & travéds del moco cervical (8). La adi
cién al semen diluido con prostaglandinas Eq» K,

y F,alfa antes del congelamiento, aumenta en 15% -
gl to*al de espermatozoides que llegan al oviduoto

e inorementa la fertilidad en mds del 15% (4),

Otra causa que afeots la fertilidad, -~
es el dafio que sufre el espermatozoide durante los
procesos de dilucién y congelamiento del semen (11,

32).

El objetivo del presente trabajo consis-
te en congelar semen de morueco y evaluar las alte
raciones causadas al espermatozoide en cuanto a mg

vilidad progresiva y morfologia acrosomal,




III,- MATERIAL Y METODOS.

Se estudiaron 28 eyaculados obtenidos -~
por medio de vagina artificial de 4 morueooe de la
cruza de Tabasco x Dorset (Tarset), en el Centro
Nacional para la Ensefianza, Investigaoidén y Exten-
Bién de 1a Zootecnia, Tepoteotldn, Estado de Mé
xioo & 19944 Norte, 99044' Osste y 2450 m.8.n,
-m.} oon un clima tipo O(wo)(w)b(i') segin la

olasificacién de Kdppen modificada para México (6).

A cada eyaculado en fresco se le deter--
miné:s  Volumen, pH, Novilidad en masa, MNovili-
dad progresiva y Morfologfa acrosomal, Log ~ ~
tres primeros pardmetros se evaluaron con el fin ~
de conocer si el semen reunia lag condiciones de -

calided y oantidad necesariss para realizar un --

buen congelamiento,

Cada uno de los eyaoculados se sometid sl

sisuiente tratamiento:

l,~ Dilucién en proporcidn 119 con el Adiluyente -




de Tris preparado de acuerdo & la férmula descrita
por Simmet (28), adicionado con 204 de yema de -

huevo y 57 de glicerol.

2.~ Centrifuracién a 300 gravedades durante 15 mi

nutos,

3.~ Resuspensién del paquete de espermatozoides -
centrifugados, previa eliminacién del sobrenadan
te; en proporeidén 1:5 con el mismo diluente uti-

lizado en el paso 1,

4.~ Envasado del semen diluido en minipopotes ti-

ro continental de 0.25 ml.

5,~ TFquilibramiento: los minipopotes se colocan
pumergidos dentro de un recipiente de poliuretano

con apua a 22° y se introducen al congelador(0°C)
durante 120 minutos, tiempo en el que el semen ~

alcanga una temperatura de 5°C.

6.~ Congelamiento de los minipopotes por exposi--
cidn a vapores de nitrdpeno durante 10 minutos a ~

una distancin de 4.5 om sobre el nivel del N2 1{~~




-quido {eprexizsdamente ~BO°C). Ya congelados,
8e introducen directamente al nitrégeno liquido ~--

(-196°C) y se almaocenan,

Nota: Los pasos 2, 3 y 4 se realizaron a tempe

ratura ambiente,

Los minipopotes se descongselaron en sgua
a 40°C durante 40 segundos y se les repitié la de~
terminacién de la movilidad progresiva y de la mor

folopfa mcrosomal,

La morfologfa acrosomal se determiné me-
diante 1a tdonica desorita por Hancoock (10), di-
ferenciando los acrosomes normnles de los anormf--
les de aouerdo a la olapifiocnoién oitada por Vg~

quez (31) ’

Los resultados fueron evaluidos por me--
dio de andlipis de varianza y prueba de Wilcoxon -
vara deteotar i exiaten diferencias entre el ne~-
men fresoo y el desoongelado en ouanto & movilidad

progresiva y al porgentaje de espermatozoides con




agrosoma normal.

Ademds para detectar si existen diferen-
cias entre morueoos, se corrié la prueba de and-
lisis de varienze en cada uno de los siguientes pa
rdmetros: Movilidad progresiva del semen fres-
co; Movilidad progresiva del semen descongelado;
Recupéracidn de movilidad del semen post-tratamien
tos Porcentaje de sorosomas normales en el semen
fresco y Porocentaje de aorosomas normales en el

semen descongelado,




IV.. RESULTADOS .,

4.1.- Semen Fresco.

De las muestras de semen coleotadas se -

obtuvieron los siguientes resultados promedio en -

fresco:

- Voldmens 1,08 (D.E.t 0.33) ml.
- pH: 7.07 (D.E.t 0,178).

~ Movimento en masa: 4,84 (D.E.t 0.334).

Movilidad progresiva: 82,32 (D.E.1 5,13) 4.

Acrosomas normales: 99,96 (D.E.t 0.189) 4,

Tanto en la movilidad progresiva oomo en
el porcentaje de espermatozoides con acrosoma nor-
. mal no se encontraron diferencias significativas ~

entre moruecos (P) 0,0%),

4,2,~ Bemen descongelado.

-Kovilidad: Debido al tratamiento se notd una

disminucién en la movilidad progresiva del semen -




descongelado con respecto al semen fresco que fué

altamente significativa (P <0,01). La movili--
dad progresiva del semen descongelado promedid --
54.41% (D.E.16,27), encontrdndose diferencias -~

significativas entre los 4 moruecos (P< 0,05).

La recuperacién de movilidad post-trata-
miento promedié 66,.30% (D.E.18.37) ¥ no se enoon
traron diferenoias significativas entre moruecos -

(P> 0.05),

-Dafio Acrosomals Después del tratamiento se ng

té una disminucidn en el porcentaje de espermato--
zoides con acrosoms normal del semen descongelado

con respeoto al semen fresco que fué altamente sig
nificativa (P<0,01), El poroentaje de esperma
tozoides normales en el aemen descongelado prome--
aié 60.,42% (D.¥.17.146) y tampooco se encontraron
diferencias significativas entre los 4 moruecos -~

(P> 0.0%),




CUADRO # 1

PROMEDIOS, DESVIACIONES ESTANDAR Y COEFICIENTES DE

VARIACION DE 10S RESULTADOS OBTENIDOS DE LOS EYACULADOS
ESTUDIADOS,

A

PROMEDIO DESVIACION COLFICIENTE

TOTAL ESTANDAR DE VARIACION
VOLUMEN (ml) 1,08 ¥ 0.330 30.55
pH 7.07 ¥ 0.187 2,51
MOVIMIENTO +
EN \'ABA. 4.84 -t 00334 6.90
MOVILIDAD PROGRE
SIVA EN EL SEMEN 82.32 ¥ 5,134 6,23
FRESCO (%),
ACROSOMAS NORMA~
I¥S FN EL SEMEN 99,96 ¥ 0,189 0.18
800 (%),
MOVILIDAD PROGRE
SIVA EN FL SEMEN 54,41 ¥ 6,27 11.53
ESCONGELADO
ACROSOMAS NORMA-
LES EN BL SEMEN 60,42 I 1.146 11,82
ESCONGELADO (%
RECUPERACTON DE +
MOVILIDAD (%). 66,30 r 8,370 12,62
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—— m e

¥CYILIDAD (%),

w ‘.——
MORUECO No. 1 2 % 4
VOLUMEN (ml) 1.27 1.14 1.10 0.82
pH 7 7 7.14 7.14
MOVIMIENTO
EN MASA. 4,78 4,85 4,78 4,92
MOVILIDAD PROGRE
S1VA EN EL SIMEN 82.14 81,42 84,28 81.42
FRESCO  (%).
ACROSOMAS NORMA-
LES EN EL SEMEN 100 100 99,8% 100
FRESCO (%),
MOVILIDAD PROGRE
SIYA BN EL SEMEN 51.09 51.31 59,71 55, 54
DESCONGELADO (%)
ACROSOMAS NOTMA-
LES EN EL BEMEN 59,28 50, 8! 60, 1Y 61.71
DESCONGELADO (%)
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YUESTRA No. 1 2 3 6 vl
VOLUMEN (ml) 0.9 1,2 1.5 1.5 1.2
pH ? Vi ? ? ?
MOVINIENTO
EN MASA. A b5 > > 5
MOVILIDAD PROGRES]
VA EN EL SEMEN 80.0 80.0 80,0 90,0 85.0
PRESCO (%)
ACROSOMAS NORMA_
ILES EN EL SEMEN 100 100 100 100 100
PRESCO (%).
MOVILIDAD PROGRE
SIVA EN EL BEMER 40 47 53,3 47,9 52,82
DESCORGELADO (%)
ACROSOMAS NORMA-
LES EN EL SEMEN 49 59 55 67 65
DESCONGELADO (%)
RECUPERACION DE 50 58.7 66. 67 52,97 | 60210

MOVILIDAD (%),
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MUESTRA No, 1 2 3 4 5 6 7
VOLUMEN (ml) 1.2 1.0 2.0 1.0 0.8 0.8 1,2
pH ? 7 7 ? 7 ? ?
(] XY
vovx:igﬁ?o EN 4 ; 5 5 5 5 5
MOVILIDAD PROGRE
81VA EN EI SEMEN 75.0 B0.0 75,0 85,0 85.0 85.0 85,0
FRESCO (%),
ACROBONAS NORMA-
LES EN EL SEMEN 100 100 100 100 100 100 100
FRESCO (%),
MOVILIDAD PROGRE
SIVA EN EL SEMEN 4% 53,2 56 44,06 50 54,7 56,25
DESCONGELADO (%)
ACROSOMAS NORMA-
LES EN E1 SEMEN 53 4 53 70 s 62 o2
DESCONGELADG (%)
RECUPERACICN DE 60 66.5 | 7,00 | or.en | sene | ou.is | 06,17

POVILIDAD (%).
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MOVILIDAD (%).

BUESTRA No. 1 2 2 4 5 6 7
VOLUMEN (m1) 1.5 1.2 1.2 1.0 1.2 0.8 0.8
pH 7 ? 7.5 7.5 Vi 7 7
e 5 5 | 45 | & 5 5 5
MOVILIDAD PROGRE
SIVA BN EL SEMEN | 90.0 | 90.0 | 80.0 | 75.0 | 85.0 | s0.0 { 90.0
| FRESCO (%),
ACROSOMAS NORNA-
LES EN EL SEMEN a9 100 100 100 100 100 100
FRESCO (%),
MOVILIDAD PROGRE
SIVA EN EL SEMEN | 70.9 | s9.2 1 v9.7 | 61.8 | co88 | 55 52,95
DESCONGELADO (%)
ACROSOMAS NORMA-
LES EN EL BEMEN 0 53 5 4 09 62 67
DESCORGELADO (%)
RECUPERACION DE ZRLE FUVE BR R R BN IR N LN EEX T

“ON OOHNHON

is xod SODTWe3Q0 SOPBIINESI

~opmTNd

§ # 08avad



VUSSTRA  No. 1 2 3 4 5 6 n
VOLUKEN (ml) 0.8 1.3 0.4 0.8 0,9 0.8 0.8
pH ? 7.5 7.5 Vi 7 Vi 7
MOVIMIENT
R ADe ws | oo 5 5 ; 5 5
MOVILIDAD PROGRE
BIVA EN EL SEMEN 75.0 | 75.0 £0.0 90,0 8%.0 77.5 87,5
PRESCO  (%).
ACROSOMAS NORM A~
LES EN EL SFMEN 100 100 100 100 100 100 100
PRESCO (%)
MOVILIDAD FPROGRE
S1VA EN EL SEMEN | 60.7 50.1 57.85 | “7.6 4 96,17 ) w14
DESCONGELADO (%)
ACROSOMASS NORMA-
LES EN EL SEMEN Y% 59 64 60 Lb 07 01
DESCCNGELADO (%)
RECUPERAGION D £0.9% 1 6.8 72, %1 ol wh, 7 SRRV BN B

NOVILIDAD (%),
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VO-DISCUSION.

Las oaraoteristioas del semen eastudiado
en fresco conouwverdan con las publicadas por Hafez
(9), que sefinla las siguientes constantes yera
semen de moruecos Voldmen, 0.8 ~ 1.2 ml; --
H, 5.9 - 7.3; Movilidad progresiva, 60 -~ 80%

y Acrosomas normales, 80 - 95%.,

Como promedio de la movilidad progresi-
va en semen fremsco se obtuvo 62,324 (D,E.}5.13),
mismo que debido al tratamiento bajé a 54.71%
(D.E.X6.27) en el semen descongelado. En lo -
que se refiere al promedio de espermatozoides oon
acrosomé normal en semen fresoo se obtuvo 99,96%
(D.E.}0,189) y tambien mostré un descenso poste—-
rior al tratamiento, eiendo éste pardmetro de -
60.42% (D.E,*7,146) en el semen desconrelado,

En ambos pardmetros 1a disminucidén fué altemente

sipnificativa (?<0,01).
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La movilidad progresiva al desoongelado
obtenida en el premente trabajo supera a 188 pu-—-
bliocadas por diferentes autores (2,3,12,29,30), -
que reportan movilidades al descongelado que va--
rfan de 30 a 45%, La reouperacién de movili--
dad en el semen descongelado promedid 66.30% -~
(D.E.*8.37), porcentaje que refleja fielmente -
el n¥meroc de células vivas que recobren su movili

dad después del tratamiento.

En cuanto al poroentaje de espermatozoi
des con aorosomé normal al desoongelado, el re-
pultado obtenido coincide con los reportados por;
Tasperon et al, 1977; Buatamante, 1980; ¥y su-

pera & los reportados por otros autores (12,32).

Los menoionados desoensos post-trata- -
miento en 1la movilidad progresiva y en el total de
células con acromsome normal, pe deben a cembios
fieicos y quimicos provoocados en la célula duran-
te los procesos de diluoidn, lavado, congelamien-

to y deacongelamiento,




- 20 =

La diluoién y el lavado ocasionan las -
siguientes alteraoiones en el espermatozoide;
Hinchamiento y degeneracién del complejo lipopro-
teioco, oxidaoidn de grupos sulfhidrilos intrace
lulares, disminucién en el ocontenido de coenzi-
mas vitales, inoremento en la permeabilided es-
permdtica y pérdida de proteinas intracelulares -
(21). Mientras que el congelamiento y deascon-
gelamiento provocan las siguientes: Remocidn y
alteracién de componentes celulares, trastornos
en el intercambio idnico (21); pdrdida de inte-
gridad de lag membranas celulares, inaotivacién
de engimms acrosomeles (15,25,33); pérdida de -
fosfolfpidos (13,14,20); oristalipmoién (5,23,
27)y ocambios en el pH del medio extracelular,
deshidratecidn, ooncentracién de solutos, eleg
trolitos y de sustancias o geses téxicos en el in

terior de la oélula (18,24),
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- 2] -

ViI.- CONCLUSIONRNRES.,

El oongelamiento posee una maroada acoidén de--
presora de la movilidad progresiva, y aumen-
ta signifiocativamente el poroentaje de espermg
tozoides con alteraciones acrosomales en el se

men descongelado,

El método de oongelamiento utilizado en el pre
sente eatudio, ofrece una rescuperacién de mp
vilidad guperior a las reportadas y confiere -

una buena protecoidén al morosoma.

Tanto éen el semen fresoo oomo en el demcongela
do, no pe encontraron diferencias signifioca-
tivas entre moruecos en los pardmetros estudie
dos, oon excepoidén del de 18 movilided pro—-
gresiva al descongelado, diferencias para -
las cusles no se encontrdé explicacidn, por -
lo que serfa conveniente realizar investigacig

nes al reaspecto.
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