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I.- RESUMEN. 

Se evaluaron loe efectos que provoca el 

oongelamiento sobre la movilidad progresiva y la 

morfología aorosomal del espermatozoide de morue-

00. 

Para esto se estudiaron 28 eyaculados - 

obtenidos de 4 moruecos de la cruza de Tabasco x 

Dorset (Tarset), 	los que se congelaron utilizan 

do como diluente: Tris - Yema de huevo glioero-

lado al 551. 

Los resultados obtenidos indican que el 

congelamiento del semen provoca una disminución -

altamente significativa (P< 0,01) en la movilidad 

progresiva y en el porcentaje de espermatozoides 

con acrosoma normal. 

El método de congelamiento desarrollado 

en ente trabajo presenta en el semen descongela-- 

(101 	1 54•4111  (113.4.6•27) de movilidad progresi- 



-va; 	í 66.30% (D.E.±8.37) de reouperación de mo 

vilidad y x 60.42% (D.E.±7.14) de espermatozoi-

des oon aorosoma normal. 

Lo anterior indica que esta técnica ade 

mds de proporcionar muy buena movilidad al desoon 

pelado, confiere una aceptable protección acro-

somal. 



II.- INTRODUCCION. 

La capacidad del semen para sobrevivir - 

al congelamiento ha contribuido ampliamente a di--

fundir la práctica de la Inseminación Artificial - 

en los cinco continentes. 

La Inseminación Artifioial con semen con 

gelado en los ovinos se practica con resultados 

prometedores, pero su difusión se ha visto res-

tringida por una serie de limitantes que la inves-

tigación seguramente superará a oorto plazo. 

El semen de ovino presenta una aceptable 

supervivencia espermática al descongelado (8), Pe 

ro la inseminación artificial con este tipo de se-

man no ha dado tan buenos resultados como en el bo 

vino debido a que los indioes de fertilidad alcan-

zados han sido relativamente bajos (26). Gustan 

son (8) [Miela que el índice de oonoepoidn con se- 

men descongelado es por lo menos 2011 inferior al. - 

logrado con semen fresco, En cambio, Colas 



- obtuvo índices de concepción similares utilizan 

do semen fresco y descongelado (3). 

Entre las causas que afectan la fertili- 

dad del semen descongelado, 	se encuentra el si-- 

tio de colocación del semen al inseminar. 	Dife 

rentes autores (1,7,8,16,17,19,22) señalan que 1•••••1111 

manda se deposita en cervix el índice de concep— 

ción es bajo (12 a 4890, 	en cambio cuando se de- 

posita en altero, 	la fertilidad llega a ser simi- 

lar a aquella lograda con semen fresco (88 a 95%). 

Pero el depósito intrauterino es técnicamente 

difícil, 	ya que solo puede lograres en un 50% de 

las ovejas por personal espeoializado (8). 

El bajo índice de concepción obtenido 1.11111•11,  

cuando se deposita el semen descongelado en el cer 

vix, 	es causado por un transporte eapermático de 

ficiente debido a trastornos en la actividad ci-  @VI 

liar del oervix (8,34,35), ya que cuando se dilu 

ye el semen, 	también se diluye la cantidad total 

de prostag1andlnas seminales, que ademda son las 

encargadas de facilitar el paso de los espermato— 



-zoides a través del moco cervical (8). 	La adi 

ción al semen diluido con prostaglandinas E1,  E
2 

y F2alfa antes del congelamiento, aumenta en 15% - 

e/ to.L.,1 de espermatozoides que llegan al oviducto 

e incrementa la fertilidad en mde del 15(Y1 (4). 

Otra causa que afecta la fertilidad, 	••• 

es el dafto que sufre el espermatozoide durante los 

procesos de dilución y congelamiento del semen (11, 

32). 

El objetivo del presente trabajo consis-

te en congelar semen de morueco y evaluar las alta 

raciones oausadas al espermatozoide en cuanto a mo 

vilidad progresiva y morfología aorosomal. 



III.- MATERIAL Y METODOS. 

Se estudiaron 28 eyaculados obtenidos ••• 

por medio de vagina artificial de 4 moruecos de la 

cruza de Tabanco x Dorset (Tarset), 	en el Centro 

Nacional para la Enseflanza, Investigación y Exten-

sión de la Zootecnia, Tepotzotldn, Estado de M 

ideo a 19°44' Norte, 99°44' Oeste y 2450 m.s.n. 

-m.; 	con un clima tipo 0(wo)(w)b(1.9 según la 

clasificación de KBppen modificada para México (6). 

A cada eyaculado en fresco se le deter-- 

minó: 	Voldmen, pH, Movilidad en masa, Movili- 

dad progresiva y Morfología aoronomal, 
	

Loa 

tres primeros pardmetros se evaluaron con el fin - 

de conocer si el semen reunía las condiciones de - 

calidad y cantidad necesarias para realizar un --

buen congelamiento, 

Cada uno de los eyaculados se sometió al 

siguiente tratamiento: 

1.- Dilución en proporción 1:9 con el diluyente - 



de Tris preparado de acuerdo a la fórmula descrita 

por Simmet (28), 	adicionado con 20°A de yema de - 

huevo y 5°A de glicerol. 

2.- Oentrifugaci6n a 300 gravedades durante 15 mi 

nutos. 

3.- Resuspensión del paquete de espermatozoides - 

centrifugados, 	previa eliminación del sobrenadan 

te; 	en proporción 1:5 con el mismo diluente uti- 

lizado en el paso #1. 

4.- Envasado del semen diluido en minipopotes ti-

po continental de 0.25 ml. 

5.- Equilibramiento: 	loe minipopotes se colocan 

sumergidos dentro de un recipiente de poliuretano 

con agua a 2200 y se introducen al congelndor(0°0) 

durante 120 minutos, 	tiempo en el que el semen - 

alcanza una temperatura de 500. 

6.- Congelamiento de los minipopoten por exposi—

ción a vapores de nitrógeno durante 10 minutos a - 

una distancia de 4.5 em sobre el nivel del N2  11-- 



-quid() (zprcwim::Idamente -80°C). 	Ya congelados, 

se introducen directamente al nitrógeno líquido — 

(-19600) y se almacenan. 

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

ratura ambiente. 

Los minipopotee se desoonpelaron en agua 

a 4000 durante 40 segundos y se les repitió la de-

terminación de la movilidad progresiva y de la mor 

folopfa aorosomal. 

La morfología aorosomal se determinó me- 

diante la tdonica descrita por Hancook (lo), 	di- 

fervnoiando los aorosoman normales de loe enorme--

leo de acuerdo a la olasifionoión citada por Vdz--

quez (31),  

Los resultados fueron evaluados por me--

dio de análisis de varianza y prueba de Wilooxon - 

para detectar 01 existen diferencias entre el se—

men fresco y el desoongelado en cuanto a movilidad 

Propreslya y al porcentaje de espermatozoide* con 



aoroeoma normal. 

Además para detectar el existen diferen- 

cias entre moruecos, 	se corrió la prueba de aná- 

lisis de varianza en cada uno de los siguientes pa 

rámetros: 	Movilidad progresiva del semen fres- 

co; 	Movilidad progresiva del semen desoongelado; 

Recuperación de movilidad del semen post-tratamien 

to; 	Porcentaje de aorosomas normales en el semen 

fresoo y Poroentaje de aorosomas normales en el 

semen descongelado. 



-lo- 

IV.- RESULTADOS. 

4.1.- Semen Fresco. 

De las muestras de semen colectadas se - 

obtuvieron loe siguientes resultados promedio en - 

fresco: 

Voldmen: 1.08 (D.E.± 0.33) ml. 

pR: 7.07 (D.E.± 0.178). 

Movimento en masa: 4.84 (D.E.I 0.334). 

- Movilidad progresiva: 82.32 (1).E.I 	5.13) %. 

Acrosomas normales: 99.96 (D.E.t 0.189) %. 

Tanto en la movilidad progresiva oomo en 

el porcentaje de espermatozoides con aorosoma nor-

mal no se encontraron diferencias significativas - 

entre moruecos (P> 0.05). 

4.2.- 	Semen deeconeeladO. 

Debido al tratamiento se notÓ una 

disminuoilSo en la movilidad progresiva del eemen 



descongelado con respecto al semen fresco que fué 

altamente significativa (P <0.01). 	La movili--

dad progresiva del semen descongelado promedió 

54.41% (D.E.i6.27), 	enoontrándoee diferencias 

significativas entre los 4 moruecos (P<0.05)• 

La recuperación de movilidad post-trata-

mientó promedió 66.30% (D.E.±8.37) y no se encon 

traron diferencias significativas entre moruecos - 

(P> 0.05). 

-Dalo Acrosomal: 	Después del tratamiento se no 

tó una diominuoidn en el porcentaje de espermato—

zoides con acrosoma normal del semen descongelado 

con respecto al semen fresco que fué altamente sia 

nifioativa (P‹ 0401). 	El porcentaje de esperma 

tozoides normales en el semen descongelado prome—

dió 60.42% (D,)47.146) y tampoco se encontraron 

diferencias significativas entre Ion 4 moruecos --

(p) 0,05). 
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CUADRO # 1 

PROMEDIOS, DESVIACIONES ESTANDAR Y COEFICIENTES DE 

VARIACION DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS DE LOS EYACULADOS 

ESTUDIADOS, 

PROMEDIO 
TOTAL 

DESVIACION 
ESTANDAR 

COEFICIENTE 
DE VARIACION 

VOLUMEN (21) 
, 4 

1.08 4- - 0.330 30.55 

PR 7.07 4.  - 0.187 2.51 

MOENVI 
MASA,
MIENTO 

4.84 
4. ... 	0.334 6.90 

MOVILIDAD PROGRE 
SIVA EN EL SEMEW 
FRESCO 	NI,  

02.32 .4. .- 5.134 6,23 

ACROSOMAS NORMA-
LES EN EL SEMEN 
FRESCO 	(.10. 99.96 ± 0.189 0.18 

MOVILIDAD PROGRE 
SIVA EN EL SEMEN 
DESCONGELADO (09. 

54.41 ± 6.277 11.53 

AOROSOMAS NORMA-
LES EN EL SEMEN 
pESCONOELADO (()  

60,42 1  7.146 

.....~10 

11,02 

RECUPERACION DE 
MOVILIDAD 	(‹). 

66.30 t 8.370 12.62 
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V.- DISCUS ION. 

Las oaracterísticao del semen estudiado 

en fresco oonouerdan con las publicadas por Hafez 

(9), 	que senala las siguientes oonetantog para 

semen de morueco: 	Volumen, 	0.8 - 1.2 ml; -- 

pH, 5.9 - 7.3; 	Movilidad progresiva, 60 - 80% 

y Aorosomas normales, 80 - 95%. 

Como promedio de la movilidad progresi-

va en semen fresco se obtuvo 82.32% (D.E.t5.13), 

mismo que debido al tratamiento bajó a 54.71% 

(D.E.t6.27) en el semen descongelado. 	En lo - 

que se refiere al, promedio de eapezmatozoides con 

aorosoma normal en semen fresco se obtuvo 99.96% 

(D.E. 4.0.189) y tambien mostró un descenso poste-- 

rior al tratamiento, 	siendo dote parámetro de - 

60.42% (D.E.+7.146) en el semen desoongelado. 

En ambos pardmetros la disminución fué altamente 

significativa (P(0.01). 
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La movilidad progresiva al descongelado 

obtenida en el presente trabajo supera a las pu—

blicadas por diferentes autores (2,3,12,29,30), - 

que reportan movilidades al descongelado que va-- 

rían de 30 a 4596. 	La reouperaoién de movili- 

dad en el semen desoongelado promedié 66.30% -- 

(D.E.t8.37), 	porcentaje que refleja fielmente - 

el número de células vivas que recobran su movili 

dad después del tratamiento. 

En cuanto al porcentaje de espermatozoi 

des con acrosoma normal al descongelado, el re-

sultado obtenido coincide con loe reportados por: 

Tasseron et al, 19771 Bustamante, 1980; 	y su- 

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

Los mencionados descensos post-trata-

miento en la movilidad progresiva y en el total de 

células con aorosoma normal, 	se deben a cambios 

físicos y químicos provocados en la célula duran-

te los procesos de diluoión, lavado, congelamien-

to y desoongOlamiento. 
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La diluoi6n y el lavado ocasionan las - 

siguientes alteraciones en el espermatozoide: 

Hinchamiento y degeneración del complejo lipopro- 

teioo, 	oxidación de grupos sulfhidrilos intraoe 

lulares, disminución en el contenido de ooenzi-

mas vitales, incremento en la permeabilidad es-

permdtioa y pérdida de proteínas intraoelulares - 

(21). 	Mientras que el oongelamiento y desoon- 

gelamiento provocan las siguientes: 	Remoción y 

alteraoi6n de componentes celulares, 	trastornos 

en el intercambio iónioo (21); 	pérdida de inte- 

gridad de las membranas celulares, inaotivaoión 

de enzimas aorosomales (15,25,33); 	pérdida de - 

fosfolipidos (13,14,20); 	oristalizaoión (5,23, 

27); 	cambios en el pR del medio extraoelular, 

Q:9E:hidratación, 	concentración de solutos, 0102 

troliton y de sustancias o gases tóxicos en el in 

terior de la oélula (18,24). 



VI.- 00NOLUSIONES. 

1. El congelamiento posee una marcada acción de--

presora de la movilidad progresiva, y aumen-

ta aignifioativamente el porcentaje de esperma 

tozoidee con alteraciones acrosomales en el se 

mén descongelado. 

2. El método de congelamiento utilizado en el pre 

vente estudio, 	ofrece una recuperación de mo 

vilidad superior a las reportadas y confiere - 

una buena protección al aorosoma. 

3. Tanto en el semen fresco como en el desoongela 

do, no es encontraron diferencias significa- 

tivas entre morueoos en loe parámetros estudia 

doe, oon exoepoión del de la movilidad pro— 

gresiva al descongelado, 	diferenoias pera - 

loe (malee no se encontró explioaoidn, 	por - 

lo que fiaría conveniente realizar inveetigacio 

nes a]. respecto.  
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