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CASTILLO DELGADO ROBERTO Y P.EYES HERNA!lDEZ FRAN'CISCO. 

" EFECTO DE LA CENTRIFUGACION Y TIEMPO DE ALMACENAMIENTO SOBRE 

LA MOTI!..!DAD PROGRESr.iA Y LA M:ORF'OLOGL\ DE ESPEP ... "'t.l!l.TC•!!CIDES DE VE-

RRACO CONGELADOS EN DOS DILUENTES.º 

tos objetivos de este trabajo fueron: 1) deterr..inar el efec

to de la centrifugaci6n sobre las cualidades del es9ermatozoide 

descongelado de varraco. 2) comparar dos diluentes para determinar 

qué diluente puede preservar mejor las cualidades del espermato

zoide de verraco descongelado en diferentes ciernpos. 

Del semen de cada eyaculado se tomaron cuatro alícuotas, dos 

de 3 ml. para se= centrifugadas a 1000 rpm. durante 10 mint. que

dando 1 ml. aproxi=tada.~ente de paquete celular, por otro lado se 

tomaron dos al!cuotas de l ml. de semen. En ambos casos el semen 

fué diluido con los diluentes TFE compuesto a base de Tris, Fru

tuosa, Acido Cítrico, EDTA, Yema de Huevo v glicerol. y el BF3 

constituido por Tris, Fructuosa, Acido C!trico, Lactosa, Caserna 

y glicerol. A una temperatura entre 25-30 ºC. empleando un período 

de enfriamiento de 4 hr. para alcanzar una teperatura de 4 ºC. mo

mento en que se adicionó el glicerol. Posteriormente el semen se 

anvasd en forma de pastillas para su almacenamiento en n!trogeno 

líquido, posteriormente se descongelaron las muestras a la semana 

y al mes en la soluci6n descongelad.ora de BTS compuesta por Dex

trosa Anhidrida, Citrato de Sodio, Bicarbonato de Sodio, EDTA, 

Cloruro de potasio. A una temperatura de 40 ºC. 
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~l semen fué evaluado en todos los casos antes y después 

del proceso de congelación. Las cualidades esoermáticas de los 

t=es verracos utilizados se vie::-on igua·!.~cnte modificadas indi-· 

cando que no hubo efecto del macho en la congalaci6n del semen. 

En cuanto a motilidad progresiva y morfología espermática se 

puede asumir que: La congelaci6n no au...~enco las 3norrr.alidades pri

marias y secundarias de los esper.na~ozoidcs. El semen descongelado 

mostró un rango de ll.19-:!:.6.68" 22.27~12.95 de recuperación de 

la r:-.oti.lidad p::-ogresiva y un área de 24 .. 19:!..3.35 a 35.07.:t:.12.52 

de espermatozoides con acrosoma tipo ~AR. Sl diluente TFE se com

porto mejor que el diluente BFJ y el e!:ecto de cen~rifugaci6n se 

acentuO más en el diluente TFE ya que fu~ ~ositivo para la recu

peraci6n seminal al descongelado, el tiempo de almacenamiento afec

to conciderablemente las cualid.:ic!es del semen al descongelarlo al 

mes, el semen aqu! tratado reunió las características para ser 

aplicado en e~plotaciones de tipo comercial. 



I N T R o o u e e I o N 

La sobre población del país ha traído co~o consecuencia 

grandes problecas para la sociedad. De mayor iooortancia entre 

otros la alimentación de la poblaci6n (5). 
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De las fuentes de ali~cntaci6n las pr~tcí~as de origen ani

mal son las más importantes, por esto es impor~anta reali=ar nue

vas técnicas y m~todos que eleven en cantidad y calidad gen~t~ca 

a nuestros hatos para obtener animales con mayor rendimiento (5}. 

Por ser la poblaci6n porcina una i~portante fuente de carne 

para el abasto es necesario la aplicación de ?rogramas tales como 

alimentaci6n, medicina preventiva, reproductivos, gen~ticos y de 

comercialización lo que repercutir!a en el incremento de nuestra 

producción (5). 

Dentro de los programas reproductivos y genéticu la insemina

ci6n artificial con semen fresco de verraco ha permitído alcanzar 

a pasos agigantados una ganadería m~s productiva, por io tanto un 

gran ntlmero de porcicultores la han puesto en práctica com:> método 

de.reproducción con sementales qenética.mente superiores en cuanto 

a 1ndices de selección, lo que permitiría eliminar a corto plazo 

los cerdos tipo grasa e ir substituyéndolos por cerdos con menor 

conversión alimenticia de tipo carne en forma más extensa y econ6-

mica (13). 
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Otra altenativa ?ara mejor~~ la calidad genética de nuestros 

hatos porcinos es la inserninación.art!ficial con semen congelado 

de verraco. 

Desde que los investigadores lograron la congelaci6n de se~ 

men de toro desde hace m~s de tr9inta años. Se aplicaron técnicas 

similares para la cong~!3c16n de se~en de verraco las cuales pro

dujeron pérdida irreversible de la capacidad fertilizante de los 

espermatozoides (7). 

En la década pasada se desarrollaron un qran ntlmero de te6ni

cas (cuadro 1) para la preservaci6n del semen de verraco por me~ 

dio de la congelaci6n lo que ha permitido su utilizaci6n en forma

más extensa (14,lSJ. 

Dichds técnicas tuvieron como resultado numerosos reportes de 

logros en la preservaci6n de la motilidad y reportes de acc?table 

fertilidad, muchos =omponentes del proceso de congelación variaron 

ampliamente, sin embargo en todos los procedimientos se usaron ba

jas concentraciones de glicerol como agente crioprotector y el tiem 

po de equilibrio fué corto (7) . 

La m.'l.yor can.tidad de reportes se refieren al diluente conoci

do como Beltville BFS el cual ha sido arnplimente usado por ser el 

que mejor preserva la motilidad y capacidad fertilizante del es-
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permatozoide (2,7,14,15,27,2B,J3,J4,JS,37). 

Sin embargo se sabe que e1 es9er:natozoíde de· verraco es el 

que más daño sufre durante el proceso de congelación reflejado en 

la pérdida irreversible de la :r.otilidad. La suceotibilidad al cho

que fr!o se debe básica..~ente a que la me:nbrana plasmática del es

permatozoide de verraco es sumamente permeable al glicerol y ade

más porque posee un factor plasmático que impide que las lipopro

te!nas de la yema de huevo se fijen a la membrana y su efecto 

crioprotector, por tanto es incompleto (44). 
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O B J E T I V O S 

- DETERMINAR EL EFECTO DE LA CENTRIFUGACION SOBRE LAS CUALIDADES 

DEL ESPERMATOZOIDE DESCONGELADO DE VERRACO. 

- COMPARAR DOS DILUENTES PARA DETE:iU't:~lAR QUE DILUE:-JTE PUEDE PRESER

VAR MEJOR LAS CUALIDADES DEL ESPER.'IATOZOIDE DESCONGELADO DE VE

RRACO EN DIFERENTES TIEMPOS. 



?~V!SION LITERARIA 

RECOLECCION DEL SEMEN. 

Se han descrito tres diferentes métodos de recolucci6n del 

semen de verraco; 

vagina Artificial. 

-s-

Este método es el que ~ds se parece a las condiciones natu

rales, con él se pretende simular la temperatura, presi6n, lubr~

caci6n y posici6n de la vagina de la hembra con el objeto de ob

tener del macho los mejores resultados. Este método esta poco di

fundido para el verraco (4,lO). 

Mano Enguantada. 

:C.;; la t.~~u.ica. más ut:.ilizada, que consiste en sujetar el glande 

del pene con la mano enguantada a medida que sale del prepucio apli

ex>ndo una presi6n constante para estimular la eyaculaci6n la cual 

puede durar entre cinco y quince minutos. En forma natural el verra

co c:; .. .:icula cuando ~1 glande en fornta de espiral se encuentra atra

pado dentro del cervix del atero de la cerda el cual ejerse una -

presi6n constante (10). 

Electroeyaculaci6n. 

Para el uso de este método se requiere sedaci6n o an~stecia 

general, una sonda bipolar que se introduce dentro del recto~ la 



cual produce pulsaciones de bajo voltaje que estimula la mus

culatura del aparato genital provocando la ~yaculaci6n (4). 
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El eyaculado del verraco para su estudio se ha dividido en 

tres fracciones. 

Fracci6n preesperma~ica. 

Contiene fluidos seminales con alto con~e~i~o de bacterias 

y material gelatinoso que provie~e de la glánCul~s bulbouretrales 

o de cowper por lo cual debe C.esechoe:irse y ·~s de as9ecto el.aro (4). 

Fraccí6n espermdtica. 

Es liquida de color cremoso emitida en intervalos cortos du

rante la eyaculaci6n, conocida como fracci6n rica y fluctaa entre 

50-120 ml. (3,4,lO). 

Fracci6n postespermática. 

Contiene líquido de las gl:!..~C.u!.3.s •tesiculas se."ni:nales y· !':13-

terial 9elati:.1oso el cual se separa con un filtro de gasa que cubre 

el instrumento de recolección, Teniendo como función en forma natu

ral de sellar el cervix del ~tero de la cerda para evitar el reflu

jo de espermatozoides (3,4,10). 
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Frecue~cia de recolección. 

La pubertad del semental porcino, por término general se pre-

-senta cuando cuen~a con cinco o seis meses de edad. A medida que 

la edad del cerdo at:....~enca, ~e eleva el n~~aro total de esper:n~to

zoides en el eyaculado, a los seis y medio meses se a:canza el li

mite en la calída~ de los eyacul~dos d~ tal ~ancra que desde los 

ocho meses de ecia.d los verracos J6Venes ;Jueden ser r.rubaJudos una 

o dos veces po::- semar.a, aún sin sobrepasar el :ntixi.mo de seis eya

culaciones mensual¿s(10). 

Los verracos de rnáz de un a-~o de edad se pueden incluir en 

un ri~~ú normal ¿~ obtenci6n de semen. es decir de dos a t~es 

Al aumentar la frecuencia de obtención del semen, de un 

eyaculado cada dos se~anas a dos eyaculados por d!a disminuye.-

r-on los V('llor~s r~fer-entes r\ v0l<m1en, r:oncentraci6n t:otal !'Or ~ya

culado, incidencia de gota cicoplasm:Itica distal y formas anorma

les en la región de la cola Cll). 

Evaluaci6n del semen. 

El principal objetivo de los métodos rN ~ para medir el 

potencial de la capacidad fertilizante, es determinar cuantas 

cuales células sen funcional.mente competentes para llevar a cabo 

el proceso de fertilización (3). 
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Los criterios trlé1s com11n."nentc usad.os para la clasificaci6n del 

semen son: Concentración que en el verraco va de 200-J~O X io 6 es-

permatozoides por ml., :.totilidad ?rcgrcs.iva que va del 30-80'%. Nor-

malidaden espermáticas del 70-80~, el Vol~~en qu~ va 150-300 ml. 

(10). 

La evaluación de la :noti..lida.:i prog=-esi?a es uno de los crite-

ríos más usados para dete=.-.inar la =.:tliCad del se::i.en de verraco 

antes de ser sometido al proceso de cor.~elaci6r. y descongelaci6n 

(17,18,20). 

La evaluaci6n de la ~ot~lidad progresiva debe real~=arse 1n-

nieditamente después de colectado y d·~sconqelado el ser.ten, se colo-

............... 
'='- -- fl: li"J\ ~" t1f'.:l l.'lmi~ill.:i tibia (38 ºC) • 

lWpia y seca. Dicha pr--.:.cba '.3~ :•.!nd~::e:-: ~.:'!. ~:-: la determinaci6n sub-

jetiva de los espermatozoides que se raueven de un punto a ot~o del 

campo microscopico en linea ~ás o ~enos recta. La evaluación se rea-

liza con aumento de 40X y se expresa en :nal~i.plos de diez (4). 

!1orfolog!a del espermatozoide. 

Los defectos del espermatozoide se han dividida en das grupos: 

1) Anoi~alidades primarias.- que san aquellas que se desarrollan 

durante ia espermatog~nesis y son causadas por procesos patol~gicos 

en el epitelio germinal. 2) Las anormalidades secundarias.-son las 

desviaciones que provablemente se orJ..gina:~ desp 1..iés de que las célu-
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las espe>:1náticas abandonan el testículo (4,10,47). 

Es comdn encontrar eyaculados que contengan espermatozoides 

con alg11.~ defecto, de ah! que en el cerdo se considere que un eya

Ctllado es normal cuando tenga menos de: S~ de cab~zas deformes, 10~ 

de gotas citoplasmáticas proximales, 5% de anormalidades en el seg~ 

mento de la pieza intermendia y 5% de colas dobladas (ll). 

Integridad acrosomal. 

La porci6n final anterior del núcleo <lel espenu~tozoídc se cu

bre por el acrosoma, que es un saco membranoso delgado de doble ca

pa que se adosa fuertemente al nGcleo durante la espermiog~nesis. 

Esta estructura similar a un capuch6n contiene enzimas hidrolrticas 

tal~s ~~mo l~ acrosina~ híaluronidasa, y enzima penetradora de la 

corona que durante ~1 9roceso de fecundaci6n el esperma sufre la 

reacci6n acrosomal en la cual el contenido espermático es liberado 

por orificios creados por fusión de membranas plasmát~cas y acroso

males externas. Es por esto que la integridad del acrosoma es una 

buena medida de la capacidad fertilizante del espe:cmatozoide (4,10). 

Durante los años reciP.ntes el examen morfol6qi:o de los acro

somas es?ermáticos con un microscopio de c~nt~aste de fase ha sido 

un valioso criteri~ para la evaluaci6n de los espermatozoides (30, 

31, 33) 
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Larsson ~al. (20) solo toman en cuenta tres categarf.as: 

NA acrosomas no.rmales, son aquellos que tienen un borde apical 

bien delineado sin signos de hinchaz6n; DA acroscmas dañados, en 

este grupo se incluyen un ntlmero ~ariado de anocia1idades~ pero s~n 

pérd~da de la substancia acrosomal: SDA acrosomas severamente daña

dos, en estos el borde a~rosomal está desintegrado con aparente pér

dida de la substancia acrasomal. 

Pursel ~ ~· (30,Jll. Categarizan en cinca grupas la marfala

g!a del esp~nu~toz~ide de acuerdo a la integridad tlel acro~cma: 1) 

NAR si la capa acrosomal se adhiere suavemente a.1 ndclco y posee un 

borde apical lisa; 2) NAR' estos espermatozoides san iguales a las 

anteriores excepto por la adherencia de part~cula.s pequeñas a la 

~~ó acrog~=~~: 3) DAR ~q~nR espermatozo1des fueron ídentificados 

si el borde posterior Ce la cresta apical era más amp1io y tenia 

forma irregular; 4) MAR son espermatozoides que han perdida la cres

ta apica1, pero la capa anterior del acrosoma permanece estrechamen

te adherida a la cabeza del espermatozoide; 5) LAC son espermatozoi

des caracterizados por vesicu1aci6n del capuchón acrosomal anterior. 

Potter ~ ai. (27). solo concideran cuatro categor~as de daño 

acrosomal: Acrosomas norroales,acrosomas con ligero daño, acrosomas 

severamente dañados y p~rdida del acrnso~~ durante el proceso de 

enfriamiento y congelaci6n de los espermatozoides sufren la pérdida 
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de la motílidad, pero adeffiás existe p~rdida irreversible de la ac~ 

tividad metabólica, licuado de enzL~as y protef~as intracelulares. 

I:ncremento de la permeabilidad d~ la m.em!Jrar:a cc.l'..ll.??..:- a las tincio

nes y el acrosoma sufre p~=dida ~a=cada a desin~egraci6n que va 

la penetraci6n (30). 

Estudiando la ~otilidad a gran aumento vieron que los esper

matozoides clasificados como D~R y Mt-'R frecuentemente son m6viles 

pero, los LAC no lo son y los NAR se encuentran móviles o irun6viles 

(30). 

La motilidad y la morfología espermática guard~n una rela

ci.ón inst::pd.J:d.bla.; ~·:il=.~~ :=..!.. ~· (47). obtuvieron una buena recupe

ración de la motilidad, pero enc~ntraron que a medida que la moti

iidad era mejor el na.mero de céh.:las esperrn!ti.cas disminuía. 

OUr.::nte la glicerolizaci6n del semen que se va a congelar, se 

dan cambios bioqu~micos en el espermatozoide, estos consisten en 

una pérdida de enzimas del acrosoma (hialuronidasa, acrosina} y de 

la pieza intermedia (GOT) las cuales pueden ser medicas l44). 

La liberación de GOT dentro del medio extracelular es el me

jor indicador de daño celular. De ahi que se haya usado para estu

diar los efectos de diferences concentraciones de glicerol en las 
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técnicas de congelación de semen de verraco (1,14,15). 

Larsson y Einarsson (18). enconcraron que había relaci6n en

tre la fertilidad y la liberaci6n de aspartato a~inotranfcrasa. 

(ASAT) en al semen de verraco e indican :a oosibilidad de detectar 

a los verracos que producen semen de baja cong~l~b~lidarl por medio 

de esta prueba de laboratorio. 

Por otro lado Meare e Habbit (~3). Ce~uest=an que los altos 

niveles de enzimas liberadas, despu6s del descongelamiento, no son 

indicadores exactos de la capacidad fertilizante del semen de verra

CX> que ha sido congelado y descongelado. 

La retenci6n de la enzi~a acrosomal acrosina en forma de pro

acrosina ha sido u~ada para mPd1r P1 ~o~Pnri~l ñ~l PAnPrm~r07nirlP 

en la fertilizaci6n 1 pero resul~a poco atil ?Or SU complejidad (3). 

Composición de los diluentes usaaos para la congelación del semen 

de verraco. 

Desde el inicio de la inseminación artificial con semen diluido 

de verraco se han venido implementando una gran cantidad de diluen

tes o medios para congelar teniendo como objetivo: Proveer de nu~ 

trientes para el proceso metabólico dei esperma, protecci6n del cho

que fr!o neutralizar los efectos t6xicos de substancias producidas 

por el metab6lismo del espermatozoide, mantener una presión osmóti-
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ca y un balance mineral (46). 

En forma general los diluentes están compuestos por: al Azrt

cares, b) Prote!nas, e> Soluciones amortiguadoras y d) glicerol, 

adicionalmente ácidos o bases pueden ser inclu~dos para ajustar el 

pH. 

Debido quiza a la carencia de az~cares en el moco estral y a 

la poca cantidad de fructuosa en el plasma s~~inal y escasa reserva 

energética del espermato:oide (4). Los azucares vienen formando la 

mayor parte de los componentes del diluente (38). Los azrtcares más 

utilizadc.e son la arabinosa, manosa, glucosa, lactosa, suerosa, fruc

tuosa y rafinosa (41}. 

Las proteínas o lipoprote!nas protegen al espermatozoide du

rante la congelaci6n y son provistas generalmente por la yema de 

huevo, leche descremada y pausterizada a 90 ºC. para inactivar el 

factor t6xico la lactenína, también se puede adicionar la case!na 

al diluente en forma pura (4,26) 

El efecto protector de la yema de huevo se debe a que forti

fica las membranas de las células vivas por los l!pidos polares, 

este efecto protector se mantiene después de la total remoci6n de 

la yema de huevo del medio intercelular demostrándose que existen 

componentes antichoq~e los cuales podr!an usarse para dar prote

cción al semen (26). 
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La case!na o proteína lactea tiene el mismo papel que las 

prote!nas de la yema de huevo, la caseína se adhiere a la mambra

na espermática proporcionando estabilidad y fortaleza al choque 

fr!o (23). 

El papel de las soluciones amortiguadoras es mantener el pH 

del diluente y proporcionar un medio iso~óníco al esperma~ozoide 

(38). Las pricipales soluciones arnortuguadoras utilizadas en la 

conqelaci6n del semen de verraco son el hidroximetil-2- aminoetano 

sulf6nico (TES-N-TRIS), hidroximetil aminometano (TRIS), TESNaK y 

el Citrato de sodio. 

El qlicerol es importante en la congelaci6n de semen de ve

rraco pués mantiene la capacidad fertilizante del espermatozoide 

tiene como papel unirse al agua intra y extracelular disminuyendo 

el punto de conqelaci6n de las soluciones, deshidratando parcial

mente al esper.nato:oide, reduciendo aan mas la selectividad de la 

conqelaci6n del agua (4). 

Hood y Foley ~ ~- (~). concluyeron que el efecto criopro

tector del DMSO (sulfoxido de dimetilol y el glicerol son simila

res ya que la concentraci6n de los cationes sodio, potasio, mag

nesio y zinc variaron muy poco durante el proceso de congelaci6n 

al c:ait=iarar los dos tratamientos (8,36). 
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Wilmut ~al. (47). usando concentraciones de glicerol de 

2.5, 5.0 y 7.5% encontraron los mejores resultados con la concen

tración del 5% si el período de enfriamiento se extendía de una a 

dos horas. Sin embargo en la actualidad es comtin el uso del glice

rol en los medios para congelar semen de verraco en una concentra

ci6n del l al 2~. 

La introducción en el diluente de substancias que actden r.n 

la superficie celular, resulta en la dispersi6n de los conglomera~ 

dos de yema los cuales se forman inmediatamente después de la dilu

ci6n, este fenómeno aumenta el efecto estabilizador de la membrana 

por la l.ipoprote!na de la yema de huevo, aumentando el porcentaje 

de espermatozoides rn6viles y el porcentaje de espermatozoides con 

~l h"t"ciP acrof:>omal normal des?uás de la desconqelación. Una de es

tas substancias es la pasta orvus (OEP) la cual. mejora la fertili

dad (26,34). 

La susceptibilidad al choque frío disminuye notablemente al 

hacer díluciones no ~ayeres de 1:2 y m~ntener a1 semen ya diluido 

en un periodo de incubaci6n de ShL mrni.mo y~ que e1 espermatozoide 

de verraco adquiere dicha resistencia la cual es una propiedad in

herente 125,32). 



EnvasaQo del semen de verraco que va a ser congelado. 

Los espermatozoides de verraco que van a ser sometidos al 

proceso de congelaci6n se envasan en dos formas: 1) Pastillas 
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de 0.1 a 0 .. 25 ml .. ,. 2} En popo tes de pl.ástico que almacenan un vn} lo

men de 5 a 10 ml .. La forma más coman de er:.vasar es en forma de ?as

tillas las cuales se preparan ~ediante el ?ipeteo Ce gotas de semen 

di.luido en depresiones hemis::~ricas hcc:-. .=!s en i..;.:-. nloquc de hielo 

seco (24). Este método es el que ha garan~iz~do la ~CJOr sobrevi

vencia de espermatozoides con aceptable capacidad fertili~a~te y 

por ello es el más ampliamente usado ll,2,7,12,l4,15,l9,.21}. 

Métodos y medios para descongelar e.1. semen ce verraco que ha sido 

a:mgelado. 

Caen en dos categor!as: 

a) IJescongelamiento en un recipiente caliente sin la dilución si

multánea de los espermatozoides. 

b) Descongelamiento del semen en una solución caiiente, desconge

lando y diluyendo el semen simultáneamente. 

Este dltimo procedimiento parece ofrecer mayores ventajas 

debido a que la solución caliente cunre toda la superficie de las 

pastillas con la aceleraci6n del ri~~o de descongelaci6n y un incre

mento en la sobrevivencia de los espermatozoides (14,28,JS). 
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Se reportaron mejores resultados con el sístema de descon

gelaci6n en seco, a temperaturas que van áe SO a 60 ºC t7). 

Respecto a la tcmperatu=~ para descongelar la mayoría de los 

investigadores hdn e:ncunt.rado ~;;t..l.ruc;; :-:::.::;"..!lt:..:::.dcs d.escc-ngelando 3: 

50 ºC. (37¡. 

Cuando se usa el sistema de popotes para congelar el semen de 

verraco se usan dos procedínientos para descongelar: 

ai Descongelar colocando los popotc~ e~ ~P.a C3ja de poliuretano 

vacia durante tres ~inutos deJándolos a temperatura ambien~e (~,4ú). 

b) Descongelar los popotes en naño mar!a a 50 ªC. dur3nte 50 seg. 

(í' 21). 

Bn ambos métodos el semen se diluye después de1 descongela

miento. 

Bl uso de diluentes para descongelar el se~en de verraco se 

ha estudiado ampLiamente desde el uso del plasma seminal el cual 

di6 buenos resulcados \l,1,lb,17,lB). 

En varias investigaciones {16,t7,18,19) se compararon va~ias 

soluciones descongelantes; el plasma seminal completo, el plasma 

seminal sin proteínas, el medio OLPE (composición basada en aná-
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lisis i!sicos y oíoqu!micos del ?las~a seminal) y una solución 

qlucosada isot6nica. Los tres primeros ~edios prodUJeron resul

tados similares mientras que la soluci6n glucosada isot6nica 

produjo pobres resultados. 

Otros autores (23) han encontrado que algunas ?COte!nas b~

s~cas dei plasma seminal se enlazan con eL ep0t-:-:-:ato4oid~ durant~ 

.La eyaculaci6n y en el proceso de en::'.ria.:nier.t.c promueven que la 

membrana del espermatozoide se rompa, para proba::- 1-a importancia 

de este hecho Moorc y !!~bbi~ (2Jl quLLdron las ~l~nciulas vesrculas 

seminales a verracos usados en la LA y 103 sometieron a una prueba 

de fertilidad, los resultados mostraron s6lo una pequeña cti=ercn

cia a favor de los verracos sin ·..resicu las se~ina :es, la cual no 

fu~ significativa, lo que indica que la presencia o ausencia ae 

las glándu~as solo tienen un pequeño efecto sobre la habilidad fer

ti1izante de los espermatozoides de verraco congel~oos y desconge

lados en un medio adccuaco. 

'i'amoién se ha utilizado como soluci6n descongel.adora l.a leche 

descremada y pausterizada l.a cual ha dado resultados satisfactorios 

debido probablemente a substancias o proteínas naturales de la le

che que protegen al espermatozoide congelado durante la descongela

ci6n !7,19). 

En direrentes investigaciones se han utilizado corno medios des-
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conqelanees el mismo medio de congalaci6n exceptuando los crio

protectores como son la yema d.~ huevo ·1 el gl.i.ce=ol l.21,22,29,45). 

de B'l.'S proporciona mejores resultados tanto de motilidad coMn ne 

acrosomas normales, que cualquiera de las otras soluciones dcs

congeladoras antes estudiadas (35). Por esto es .!.a m..:i.s arnp..Lia.."TI.ente 

utilizada (2,7,14,15,28,34,35i. 



-22-

MATERIAL Y METODQ 

La presente investigaci6n se llev6 a cabo en la granja El 

Retoño ubicada en e.1. barrio de Santa Ma.=!a Caliacac,, Teoloyucan 

~stado de M~xico. Su localización geográfica es a los 19°4S' ae 

latitud norte a los 99ª11 1 de longitud oeste del Meridiano de 

Greenwhich, a una altura so~re el nivel del mar de 2285 m. y en 

el Labor~torio de Reproducción Animal de la Facultad de Estudios 

Superiores C~autitlán {6J. 

Para el propósito del. presente trabaJO se procesaron tr~.in

ta eyaculados utilizando unicamente la tracción rica en esperma

tozoides los cuales fueron nht··..:nidos por el método e.le la mano en

guantada de dos verrac~s Duroc y un Yorksnire. La recolección se 

hizo dos Vt:!C~b- t-JUi." .5~:..::o., obteni~!v:t0 nn eyaculaao por verraco. 

Inmediatamente después de la recolecci6n para su transporte 

e:L semen se colocó en una caja t.t'!rmica manteniendo una tem9eratu

ra entrt:!: 25-JO ºC. C'".'it.1..,.dO -el contacto con e.L agua,. luz y aire. 

Llevo un tiempo no mayor a diez minutos pa~a llegar al laboratorio. 

una vez que las muestras llegaron ~l laboratorio se colocaron 

en baño maria manteniendolas a una temperatura dentro del rango an

tes mencionaao mientra se hacía el estudio valorativo ael semen. 

La evaluaci6n del semen consistio en la determinación del p~, 



motilidad progresiva y morfología esperm~tica. 

La lectura del pP. se niz6 ccn el pntenci6metro con el pro

p6sit~ de ajustar el oH d~ los diluentes con el del semen. Pre

viamente a ia dilución. 
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La evaluaci6n de la motilidad progresiva de cada una de las 

muestras se bas6 en la obscrvaci6n de una goca de semen rresco sin 

diluir con objetivo de poco aumento (40Xl. Uebiendo colocar la ac

ta en una laminilla tio1a \38 "Cl, lim¡:>ia ~· seca. Solo se util.iza

ron las muestras que manifestaron una ~o~ilidad mayor al /0%. 

Realizadas las evaluaciones anteriores se proced!o a realizar 

para cada muestra de semen un frotis con la tinciOn ae eosina-nigro

s!~a ~er~ observar las anormalidades primarias, secundarias, gotas 

citoplasmáticas y el porcenteJe de acrosomas normales. 

Los diluent:.es que se utili:aron son: 1) 'l'FE compuesto por ·rris, 

Fructuosa, Acido Cítrico, EDTA, Yema de Huevo y glicerol. 2) BF3 

que contiene Tris, Acido C!trico, Fructuosa, Lactosa, case!na y g~i~ 

cerol. (anexo l.l. 

Cada uno de los diluentes se dividi6 en dos volúmenes ,iguales 

uno sin glicerol (diluente A) y otro con glicerol (diluente Bl. 

j 
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De un mismo eyaculado se tomaron dos al!cuotas de semen de 

3 ml. cada una y se centrifugaron a 1000 rpm. durante 10 minutos, 

el plasma seminal se retir6 por aspiración quedando aproximadamen

te l ml., de cada paquete celular los cuales fueron resuspcnaidos 

en am.bos diluentes. 

Por otra parte del mismo eyaculado se tomaron dos alícuotas 

de l ml. de semen sin centrifugar las cuales fueron diluidas una 

con el diluente TFE y 14 cera con el diluente BF3. 

En ambos casos las diluciones se hicieron a una temperatura 

entre 25-JOºC. en una proporción de l:l (v/v) con el diluente sin 

glicerol (diluente A). 

As! diluidas las muestras se colocaron en baño mar!a a la tem~ 

peratura de dilución con el fin de que el descenso de la tempera

tura fuera homogeneo y paulatino durante el período de enfriaI"i~~r.o 

que consist!o en bajar la temperatura del semen diluido hasta 4°C. 

El enrriamiento se llevo acabo en dos etapas: l) Se hiz6 des

cender la temperatura de 30 a lS•c. durante un período de dos horas 

esto se loqro colocando las aLícuotas en una caja de poliuretano 

con la cantidad suficiente de hielos para mantener una temperatura 

constante de lSºC. 2) ~sta etapa comprend!o el descenso de la tem

peratura de 15 a 4ºC. en un oer!odo de dos horas al colocar Las mues-



-2s-

tras en el refrLgerador. 

Una ve= que la5 =.ucs~=as ~.!r.?plie~on una hora de estar en el 

retriger.:idor a una. temperatura de 4 ºC .. , a cada una de las muestras 

se les a<licion6 G. 5 ~:... del. dilu.cnt:c B. J cu.ando se cumplieron dos 

horas se adicion6 de nuevo C.5 ml. del diluente 9. ue esta torrna 

se obtuvo una dill..4.ción .final. de 1:2 (v/v) por cada una de las alí

cuotas tratada~. 

Después del pe=iodo de adaptación se procedió a la congelaci6n 

de la sigu1ente manera: Se fab:r~caron de cada uno de los tratamien

t:os cuatro pastillas de u.l ml. sobre una placa de hielo seco alcan

zanao una temperatura de -79~c. ciurante diez minutos .. Inmediatamente 

después las pastillas se col.ocaron en gobc1ettes previamente iaenti

r1cados para ser almacenados en nrtrogeno líqu~do t-lYóM~). 

ue las 16 pastillas resultantes por muestra se descongel.aron 8 

a la ·semana y 8 ai mes. Dos pastillas de cada tratamiento se coloca

ron en un tubo ae ensaye que contenía O. 5 ml. de soluc1.6n di':sconge

ladora de dTS lanexo 2J a una cemperacura de 40°c. durante diez mi

nutos. ,al cwnplirse dicho p1azo se procea~o a la evaluación áe lamo

tilidad progresiva. 

Posteriormente se hicieron cuatro froti.s por muestra (uno por 

tratamientoJ con la cinciOn dO eosina-nigrosina para evaluar las 



anormalidades primarias, secundarias y e~ daño acroso;nal de los 

espermacazaiCcs dc~p~6s de se~ ccng~l~dos y descongelados. 

La e'ta.Lu~ci6n de l.:i. ::-"..Cr:'olcqia dei ac-::-osorna se llevó a cabo 

con un microscopio de cont=aste de =ase co~ aumer.~o de lOUOX con

tando l.Ou espermatozo.i.des de :::ad.a frotis. y d.e a c·.ierdo con el tipo 

de daño acrosooal !::ueran clasif!.caoos en cinco ca~cgo=i.as set;C.n las 

descrioe ?ursel et: al. (31J. l\ ;.~AR si la ca?a ncrosomal se adhie!'.'e 

suavemente al nO.cleo y posee un borde ani.cal liso; 2) NAR' estos 

esperr.i.ato:oides son iguaies a los an~eriores ~xcep~o por la adnercn

cia cie part!cul.as pequeñns en la capa a:::roscmal-; 3) DAR t..•stos e11po'.!"

matozoides fueron identificados como los que ~en!an el oorae poote

r.ior de la cresta apical rn~s ~plio y cen1an forma .i.rregular: 4)MAR 

son espermatozoídes que perdieron ~a cr~s~a apicct: ~¿rv L~ =~P~ ~~

tcrior ael acrosoma permanece cstrechamen~e adherida a la c~beza 

del espermatozoide: 51 LA.e estos espermatozoides caracterizados por 

vcsiculaci6n del capuchón acrosomal anterior. 

ANAL IS IS E::;TADI::;·¡·rco. 

Los valores correspondientes a motiiidad inicial, rnotiliaad 

del semen desccnqelacio y las diferentes categor!as de morfología 

espermática fueron transrormados al arcoseno y sometidos tam~ién al 

análisis de varianza para determinar si exist!an dite~encias o afec

tos entre las medidas debidas a los tratamientos. Se util.i.z6 también 

la pruaoa de rango multiple de Duncan (43). 
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De acueráo al s:iguiente m~dclo segtin (Steel y 'l'orrieJ (43). 

Yi.jklm'lt+cj+ uk +Tl +CDj~ + a·.::kl + CTj¡+ CD'.t."Jkl+ El.JkL""n .. 

OONDJ:;: 

~= 5on los valeres del 1-0simo t:.ierr:po de c::-nserva:.ci6n en el 

c.:i:::a. variablt:?. 

:--ted.:.a genc:::-al. 

Si= El ~fecto cel i-6simo sc~enta~. 

Dk= El efecto dci k-6s~rno ci!uenta. 

Tl= !:.l erecto del l-6simo '=.i.er:t90 ..:!e c:::i:1s~~vac!.Ón. 

Cüjk= Efecto de las ~nteraccioncs =~ntrit~~~do-diluente. 

rrrkl= Efecto de las interacciones di¡uen~~-~i~~~~. 

CTjl= Efecto de Las ~~teraccion~s centr~fugad~-tLer.po. 

COTJkl= Efecto Ce las interacciones centrifugación-diluente-tiempo. 

EijKlm:;;:; f..rror aleatorio para ca.da abservaci6n .. 



RE&.5JL'l'AOOS 

Ll erecto del verro:ico sobre las cualidac:?s d.e los espermat:.o

zoiá~s cie~cor.qcl3dos ~ué m!nimo ya que los valores correspondientes 

no most:.raron cife=en~i~~ ~l."~ificativas (P ú.051 como se puede ob

servar en e 1 C'..la.dr-o 2 .. 

~l cuadr~ 4 se ~efiere a los ~alares cor=espond~~~tes al aná

lisis óe vari.;J.n::a de J..a mo~i.i.idad progr<S?siva en donde ;,e ob!'erv~ 

que el tiempo Ce congelación ('1·}, los ciluer.-::!S cmpleaaos \t)), i.a 

cent:-ifugaci.6:: ;e;~, y las intc..:r'1.cr.1..ones: ..:.. 1 tl.t .. u~.po diluen":.e lTxD), 

2) tiempo cen~ri:ugac~on 1·cxCJ, 31 diLuente contri~ugacion lDXC) ,y 

4) -=.ie.r:tp0 cil.ue;ite cent!."i="..!cación ~"l'x:DxCl; tuvl.1..?ron un erecto di.

recto scbr'= l.l ::'loc.ili.dac en todo~ :l..us. ::.::~'".:::.::-.::.~:-:.'":.~5 y.:ii C!ue los valo-

res mostr~ron ai::'"'3?:'CD-Cl.3.S si.gnl.f.:..cat:i.vas =.e ~?.c..0.051. En el cuadro 

J se aescriC~n :...:>s efectos ar.t:es rnencionadcs; en donde el s.~::".en fres

co rué meJor i' di?:e!."'cn-:.e que el semer. dBsccngelaao (P.C::..0.05). Tu.ro-

bién se o!::serva qut: ~J. J.i.!.:...;en:.c '!"PE ~dilu~nce- lJ :Eué mejor que el 

diluent:e tiF3 ldi:..ue!"'.":.e :.) al rr.ostrar ·..ina dif~.renci11 siqni.=::.~ativ.:i de 

(P <O.OS). El ciil·..1.ent:.e TFE centrifugado fué mejor que el no centri

fugado al most:.ra:: una di::erencia sign.i.ficati·.;a e~ sus valores d.e 

{P.e:. O. us) 'l u.n :;o!:\portamiento igual al de seor.ge lar los a la semana y 

al. :nes. =:.:1 d..:..luer.t0 SFj sin centrifugar y descongelado al m1:.~s tué 

el peor y most~c ·~na ~ctilidad mínima y di:erencia sign1f~ca~1va en 

sus valores ae 1p.::::. 0.05) al. comparar.lo con el d~l.uente BFJ cent:rifu

gado. La mociiidad progresiva se vio influida por el. eiempo ae con-
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ge1ac16n que fué menor al mes y signi%1cativa !e..:: O.OS) solo en 

el diluente BFJ. 

En el cuadro 5 se pueden observar 1os datos correspondientes 

al an~l~sis de varLanz~ para la recupcraci6n de la motiliaad pro

gresiva donde se muescran los efectos de la centrifugacL6n (C), eL 

tipo de di.luente e~p1eaao (U), as! como las interacciones: l) tiem

po di.luente (Txu}, tiempo ccntrifuqaci6n (•.txC), 3} diluente cen-cri

fuqac..i.6n (DxC), que f1..12ron ¿etcrmi.nantes ;>ara dicha variable al ob

ser..rarse dife:encias signi.::icativas entre sus valores de {P LO.OS). 

En el cuadro ·3 se ~uestra que el semen sin centrifugar resistio me

nos la descongelación al ~es, ~1 compararlo con eL semen ccntritu-

diluen'Ce TF.t=.. al 

obscrva~sc una di:.:~r<:!nci~ sígn1!'icat1va de (P4',0.05). t:l diluente 

TF~ fué mejor y difcre~te que el diluent~ BFJ al descongelarlos en 

.Los dos ciempo.s {semana y mes) . 

La congelac~6r. no aumento las anormalidades primarias y secun

darias de los espermatozoides ya que no se ooservd alguna di±erencia 

significativa entre sus valores corno se muestra en los cuadros 3 y 6. 

El cuadro 7 se reriere al análisis de varianza para los valores 

correspondientes a ia categor!a ÑAR de la clasificaci6n del daño 

acrosomal. El cual muestra que no hubo influencia de algún raccor so

bre el semen congelado ya que no se observó alguna diferencia signi-
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ficativa entre los ".ralo res. Sin embargo se observ6 una diferencia -

significativa de (p¿,,,,o.05) en el fac-:.or t.rat.:lr.lie:itos, :nostrando 

as1 (en el cuadro 3) que el semen fresco .Eué r.:~jcr qu.::o el semen 

descongelado al mostrar una diferencia significar:i.v.J. de (P L...O. 05). 

El cuadro 8 se refiere al análisis de varianz3 de la catego -

r!a DAR de la clasific~ci6n para daño acrosow.al. Donde se puede ob-

servar la influencia de los factores ~ienpo (~), diluente {D), cen-

trifugación (C}, y las interaciones: ~iempo diluen~c (TxO}, tiempo-

ccnt=ifu;~ci6n (TxCl, al notarse las ::iiferenci.as .:;ignific.:itivas en-

tre los valores correspondientes de {PL.0.05i y {!'~0.IJl). De tal 

forma como se muestra en ~l cuadro 3 ~t semen fresco fué mejor que-

el descongelado por ser diferentes (P¿__Q.05). Se puede observar 

también que el diluente BF3 mostr6 tendencia a ser ~ejor que el di-

luente TFE excepto para el tratamiento diluent:e 'l't-·t: Ct:!nt..i.:i.fugad.:. iº-

descongelado al mes que fué el peor y diferente lP.C:..0.05), que la -

mayoría de los tratamientos del diluente BF3. 

El cuadro 9 se refiere al análisis de varianza de los Yalores 

correspondientes a la categoría MAR de la clasificaci6n para daño -

acrosomal. Donde se puede observar la influencia de los factores o-

efectos del tiempo de congelación (T), tipo de diluente usado (O),

la centrifugación (Cl, y las interacciones: 1) tierr.po diluente 

(TxD) , 2) tiempo centrifugaci6n CTxC) , diluente centrifugaci6n 

(OxC) .. Ya que muestran diferencias significati .. ;as en los valores de 
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(P~0.001) y (P l.0.05). En el cuadro 3 se muestra qUe el semen fre~ 

co fuG mejor y difcrcnt<> (P L. O. 05) que el semen descongelado. El 

t~empo de congelaci6n afect6 m~s al diluonte BF3 al ser diferente 

con ol ¿i.luente TIT. (P LO. 05}. A la vez los espermatozoides centri

fugados y descongelados al mes fueron peor y diferentes (P;:_0.05) 

que los centrifugados y descongelados a l.a semana en ambos tra.ta 

m~entos y 1os que mostra~on mayor dife=encia fueron los tratados 

con el diluer.te BF3 centrifugado y descongelado al mes y el BF3 no

centrifugado y descongelado al mes. 

El cuadro 10 se refiere al análisis de varianza de la catego

rta Ll\C de la clasificaci6n para daño acrosomal. Donde se puede ob

servar que no existen diferencias significativas entre ~os valores

de los tratamientos. Poniendo en claro as.r {-::n el ::'!:.'!dr~ :l) que la-

eongelaci6n no awnent6 el nCmero de espermatozoides tipo LAC. 

Las categor~as en que se clasificaron las distintas formas 

del acrosoma se redujeran de 5 d 4 elimin.:i..~do l~ clase NAR' (esper

matozoides con acrosoma normal conteniendo granulados) debido a que 

el porcentaje de espermatozoides con esta caracter~stica fue muy r~ 

duc~do en todos los casos, por lo que los esp~rtnatozoides de esta -

categoría se s~~aron a los espernatozoides cpn acrosoma normal (NAR) 

p~ra su evaluact~n estadística. 

Las observaciones de este trabajo en este aspecto est~ de 

acuerdo con otros autores que evaluando s~~en desconqelado solo ca-
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man en cuenta las cuatro cateqórl'.as eli.minando l.a cateqorl'.a NAR' 

(Jl.,33} -
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1-:FEC'l'O !Jl-:L MACllO SOUl<E LhS CA!<AL"l'El<lS'l'lCAS 1:SPEHMA'l'lCAS EN SEMEN !JE vE:1urnco DESCONGELADO 

DESPUES DE Al./>lACl:NARSE ltAST.Z\ UN MES EN DOS DILUENTES CON Y SIN CENTRIFL!CACION. 

MO'l'lLl DAD l<ECIJPEHACl ON 
MACHO PROGRESIVA DE M01' I LI DAD ANORMJ,L! DADES NAR OAH MAR LAC 

--··------------------------~-

JO.BU 4 4. J IJ 23 1.50 
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NAR~ BORO!> API<!AT. NORMAL. MAR= RORO!-~ APICAL AUSENTE. 

DAR= BORDE APICAL DAl'lAlJO. LAC= UORDE APICAL LIBRE o SUEL'l'O. 

LAS DIFERENCIAS DE LOS VALORES NO FUERON SIGNIFICA'rIVAS ( P • .( 0.05) 

1 
w 
w 
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CU>-DRu 4 

ANALJ:SIS DE VAR>.AN:&A PARA 1..A MUTii..IDAD PROGRESIVA 

IJE St:;MEN FIIBSCO Y Dt:SCONGl::LAUO DI:: VEKnACO. 

GRAOOS DE 
FUDITES DE VARLACION LIBl::RTAD. 

-T.R.11.ThMIEllTOS • 8 

KAC!IOS- 2 

'l'IEJ'U>O_ DE ~Gl::LA<.:ION _(T) 2 

D!LUENTE (D) 1 

<.:EN'i'RH'UGACION (\.:) 

T X D 

T_ X U X C 

El<ROk-

- NS=(P./'O.ú5) 

l 

2 

2 

1 

25!'1 

CUADRAl)OS 
MEDIOS. 

726:2.03 

28. 57 

2024.26 

1307.26 

1611.5is 

232is.53 

504. 0_9 

304.2"i 

29.70 

PROBAtsILJ:DAU..:.. 

0.005 

NS 

0.005 

0.005 

-0.005 

0.005 

0.005 

0.005 

0.005 

1 
w 

"' 1 
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l\Nl\l.151>; DE VAHll\N¿A PAIU\ LA H1;cuP1·:1ll\CIUN [ll-. 1.1\ MOTlLlUl\D PRO
GRl-.SI VA El< SEMEN lJE VF.llRHL'O uESl'IJEb or: t.A CUNGt:;l,J\CION CON o 
SIN CEN'l'RJFUGACIUN EN oo::. DI I.UEN'l'1':b. 

Gi<J\DUS O.: 
FlJEN1'ES úE V/\Rll\CiúN I.fBEt<'l'AlJ. 

-.1'RA'l'AM1 EN"l·os 

Ml\CllO:> 

'l'J.EMPO Uk: C..'Ullúl>LACJON íT) 

DJ:LUEl'fTE iD) 

CEN'f'Rit'UGAClüN (C) 

'l' )( o 

T ,¡ C 

O X C 

'1' X D X C 

ER11UR 

NS= (P.> 0,05). 

2 

l 

1 

1 

1 

233 

CUAOIU\lJUS 
M•:orus. 

896. 11 

2).93 

46S. H 

2247.01 

3537.70 

2269.93 

3560.62 

488.06 

22.93 

45.99 

P ROtH\D 1 LI uAD.:. 

0.01 

NS 

o. 01 

o.ooi 

0.001 

o ._001 

0.001 

NS 

1 
w 

"' 1 



CUADHO 6 

/\NAJ..IS.íS oi,. VARIANZA PARA LAS ANURMALIIJAD>;S ESPERMA'l'ICAS 

oi::r, SEMEN DE VERl<.ACú 1-'RhSCú 'f DESCONGELAOO. 

GRADOS m: 
FUENTES DE VAR1AC10N LTUER'J·AD. 

-'l'RATAMI EN'l'OS 8 

MACHOS 2 

EJtROK 251 

NS; Cl'.7 0.05). 

CUAURALJOS 
MEIJIO». 

3/.53 

l. So 

37.60 

P HOBABILIDAD..:. 

NS 

NS 

1 
w -· 1 
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/\N/\LlSIS uE VAl<li\NZh Plli<A !.A tlOkMl\LilJAD EN ~:L UQ!illE APICAL D•~ 

LOS ESPEl<MATUZO• lJE'> !JE vERHACO EN »i.:Hl-:N Fi<ESLO Y UESCONGELA;JO. 

FUENT~S D~ VllttIAclON 

-TRA'l'AMI Etl'l'OS 

MACHOS 

'rIEMPO DE CONGELACION ('1') 

Ul LUEN'rE ( D) 

CEN'l'RIF'UGACION (C) 

'!' X O 

-T X C 

O X C 

·rxoxc 

ERttOR 

NS= (P.7 0 •. 05). 

Gl<llDOS DE 
r,IUEIUllD. 

8 

2 

2 

l 

2 

2 

1 

2 

224 

CUl\U RAIJOS 
MEUIOS. PROBABILIDAD_,_ 

4369.20 ú.OU5 

1.08 NS 

677.13 NS 

25.40 NS 

71. ~3 NS 

231.89 NS 

185."36 NS 

130.20 NS 

159.96 NS 

478.18 

1 ..... 
O) 

1 



CLIADHO 8 

ANALIS!S D~ VARIANZA PARA EL DARO EN EL BORDB l\P!CAL DE LOS 

BSPBRMATOZOIUES UE V-!::RRACO bN SEMEN FRESCO Y DESCúNGELAUO 

FUEN'l'ES. UE VARIACION 

-TAA'l'AMIEN'1'0S 

MACHOS 

T.LEMPO Dt: CONGfü,ACION (T) 

DILUEN'l'E (D) 

CENTRlFUUAC10N (C) 

T X L) 

T X D 

T X ü XC 

l::RRuR· 

-NS= (P.7 0.05). 

GRADOS DE 
LlBERTAD. 

8 

2 

l. 

l 

l 

2 

2 

l 

2 

228 

CUADRADOti 
MeDiúS. i?ROBAIHLIUAD.!. 

870.57 0.01 

127.ü6 o.os 

48.0B NS 

38ü.4ó O.ül 

209.02 o.os 

161.93 0.05 

3sj·.37 ü. 01· 

·20·. 9.9 NS 

1.02 Nti 

5!L63c 

1 
w 

"' 1 



CUADRO 9 

ANALISIS DE VARIAflZA PARA LA AUSENCIA Dl:!L BuRDl:!.AP~CAL DE LOS 

l::SPl::RMA'l'OZOIIJES UE VJ:;RRACO EN St:MEN PRl:!SCU Y Dl:!SCuNGELADO, 

-FUENTE$ ,DE VARIACION 

MACHOS 

TIEMPO Dt:: CONGEtJ\CION \'l') 

DlLUl::NTE; (O) 

i:EN'l'Ril-"UGACICJN ( i,;) 

T X D XC 

ERROk 

ÑS= (P.)> 0.05) 

CMDOti DE 
LIBERTAD. 

8 

2 

l 

l 

2 

~ 

l 

l 

22ll 

l:U.l'.!J Rl\DOS 
~IEUIOS. 

861.~l 

821. 75 

832.9'J 

232.06 

72. ó7 

3Q4,6Ó 

46:! ._9~ 

1-U6.4 ~9i :. 

231-.93 

59.49 

PROBABILIDAD..!.. 

o. 001 

0.001 

O. l.J01 

o.os 

o. us 

u.out_ 

NS 

1. 
"'' 1 
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ANALISIS UE VARIANZA Pl\KJ\ Lh VESICULACION DEL BORDE APICAL 

DE L(JS ESPEl<MA10ZúIDES DE VERRACO EN SEMEN ~REl>CU Y DESCONGELADO. 

GRADOS DE CUADIU\DUS 
FUENTES DE VARlACION LIBERTAD. MEDlOS. P ROBl\BILl DAD..:._ 

'.l'Rl\'.l'AM!ENTOS 7 31. 41 - NS-· 

MACHOS 2 415. 62 NS 

TIEMPO üE OJNGELA(.!ION (T) l 22.66 NS 

DlLUENTE (Di 1 52.53 NS 

CENTIUFUGACION (C) 1 7.93 NS 

T X D l 144.71 NS 

'.l' X e l 189.31 NS 

D X e 1 159.44 NS 

T X D X C 1 136.78 NS 
1 

EltROlt 222 4970.80 ... ,_. 
NI>= (P • .,. O.OS). 1 



DISCUSION -42-

Se ha probado que existen verracos que tienen la caracte

rística de eyacular semen de alta congelabilidad (14, 16, 42i. 

Por ser un g~~po pequeño en la presente investigación ninguno 

de !os verracos utilizados mostr6 ser superior. 

La motilidad progresiva del semen que se utilizó fué del-

70-80% la cual coincide con la mayoría de los autores. 

La recuperación ae la motilidad progresiva para los trat~ 

mientes del semen con el diluente TFB (diluente 1) centritug~ 

do y sin centrifugar descongelados a la s~~ana y al mes fué -

aceptable con rango de lL.19 6.68 a 22.27 12.95 coincidiendo

con Max-Ñell y Salamon (21) quienes utilizaron el mismo tipo -

da di.lut:-nl:.t:. En cuanto a .Los tratamientos del semen con el di 

luente BF3 (diluente 2) centrifugado y sin centrifugar deseo~ 

gelado a la semana y al mes la recuperación de la motilidad -

progresiva que mostraron fué de 4.72 q.65 a 12.47 6.43 rango

poco acepta.ole, sin embargo, coincide con los valores report~ 

dos por Pursel y Johnson (7,29i utilizando el mismo medio de

congelaci6n y como solución descongeladora utilizaron el mis

mo medio de congelación exceptuando los crioprotectores. 

Potter y Dunn (27) publican el 15% empleando el diluente BFS. 

Mientras que Ovando y tarcisio (25) obtuvieron el 29% con ese 

mismo diluente. En otra investigación era.oc y ~inarsson re 

portan el 30% con el diluente ·!'ES-glucosa. l'aquignon citado 

por Graham encuentra 2;·~ que también se acerca a nuestros re-
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sultados pero no indica la metodología utilizada. Sin embargo, 

gran cantidad de reportes demuestran que se puede lograr arri

ba del 40% de recuperaci6n de la motilidad (7,14,lS,~7,33,36,-

42,45> utilizando la mayoría ae las veces el diluente BFS. 

Por otro lado se consideró que la recuperaci6n de la moti

lidad progresiva del semen descongelado se vi6 afectada por el 

traslado del semen áesae la granja hasta el laboratorio. 

Los espermatozoides tipo NAR áisminuyen notablemente cuan

do se someten al proceso de congelación. Sin embargo, diferen

tes investigaciones (7,14,15,27,36,42,45,28) reportan como me

jor rango obtenido, de 44 a 80% utilizando el diluente BF5. Al 

comparar los valores obtenidos en este estudio se observó que

los espermatozoides así categorizados se reaujeron sensibleme~ 

te pero coinciden con los obtenidos por Boenke, Crabo, Romeny

citados por Graham (7J y Potter (27) quienes utilizaron dife 

rentes técnicas y métodos de congelación. 

Los espermatozoides clasificados como DAR aumentaron con

siderablemente en todos los tratamientos del semen descongela

do al compararlos con los valores obtenidos por Pursel (34i, -

Johnson (14), Aalbers (lS) quienes reportan el 21,15,18 % res

pectivamente utilizando el diluente BFS. Los valores obtenidos 

en este estudio caen dentro del rango 41.15 9.48 a 49.73 9.92-

coincidiendo unicamente con Potter (27) al utilizar la metodo

logía de Betsville 5 para la congelación. 
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Los espermatozoides caracterizados como LAC disminuyeron 

conciderablemente en comparación con otros experimentos (~3,34), 

coincidiendo unicamente con Johnson y Aalbers {14,15) quienes 

utiLizaron diic=entes medios de preservaci6n a los utilizados en 

este trabajo. 

Keportes concretos sobre los valores obtenidos en este es -

tudio son escasos. La mayoría de los trabajos que logran mejores 

resultados requieren para la preparación de los diluentes sus 

tancias que no pueden ser adquiridas en el país como son la pas

ta orvus y el boifer TES (hidroxi-metil-amino-sulfonico) . 

Aunque Salamon (1973¡ menciona que la centrifugación fué ó~ 

trimetal. par·a la cal.idad del semen de verraco. En este trabajo 

el semen se vi6 favorecido probablemente a! reducir el pH del 

medio evi~anóo reacciones químicas entre eL p1asma seminal y el

diluente. Sin embargo, Pursel y J·ohnson (3.2) reportan que la cen 

trifugaci6n del semen reduce el etecto adverso del choque frío -

sobre las no.ona1ídades acrosomales y la recuperación de la moti

lidad progresiva. 
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e o N e L u s I o N E s y R E e o M E N o A e I o N E s 

Ba]O las condiciones de este experimento se puede concluir 

que: 

El diluente TFE (diluente l) se comportó me)or que el diluen

te B~'3 (diluem:e 2). 

El centrifugado del semen para retirar el plasma seminal tavo 

reci6 la respuesta seminal al descongelado. 

Bl almacenaje áurante un mes tué ditercntc ~l de una semana -

observandose menor recuperación de la motilidad y más anorma

lidades tipo MAR. 

El semen preparado en los tratamientos con el diluente TFE 

centrifugado y no centritugado descongelados al mes y a la 

semana as! como el tratamiento con el diluente tiF3 centrifu -

gado y descongelado a la semana reunieron las caracter!sticas 

para ser aplicado en explotaciones de tipo comercial. 

La cantidad de espermatozoides con acrosoma normal fu~ acept~ 

ble como par~ estimar cierta fertilidad. 

Resultaron significativas todas las interacciones simples. 

R E e o M E N D A e I o N E s 

Se recomienda probar los tratamientos del semen que fueron

aceptables concra otros diluentes y con aiferentes soluciones 

descongeladoras. 

- Probar nuevos tratamientos para evitar al rnaximo el daño acre-
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somal. 

·rrabajar con m.!!.s verracos en díferentes ambíentes. 

Probar la tertiiidad de hembras inseminadas con semen que -

na sido congelado por díferentes métodos y técnicas. 

·tratar di:;! contar con un laboratorio en la m.isma granja. 
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ANEXO "1" 

COMPOSICION DE LOS DILU~NTES QUE SE UTILIZARON EN EL PRESENTE 

TRABAJO. 

DILUENTE 

'l'RIS 

Fructuosa 

Acído C!trícc 

EDTA (sal dis.6dica) 

Yema de huevo 

Lactosa 

caseína 

Glícerol 

Penicílina (4000,000. UI) 

Estreptom.icína (lg.) 

'l'FE 

250 mM. 

lll mM. 

75 mM. 

15 ml't. 

15 mM. 

------

2 ml. 

1000 UI/ml. 

l mg./ml. 
loo mi. 

ANEXO "2" 

BF3 

165 mM. 

27 mM. 

47 mM. 

111 mM. 

2 g. 

5 m1. 

1000 0.1/ml. 

1 mo¡./ml. 
Iuo m.L. 

COl1POSICION uE LA SOLUCION DESCONGELADORA DE BTS. 

RBACTIVOS 

Dextrosa Anhídrída 

Cítrato de sodio 

Bicarbonato de Sodio 

ED'l'A (Sal disodica) 

Cloruro de Potasio 

mM. 

187 

20 

14 

3 

10 

100 ml.. 



LI~ERATURA CITAUA 

i. Crabo, B and Einarsson, s.: Fertility of D¿ep Frozen boar 

espermatozoa. Acta Vet. Scand. 12: 125-127 (1~7li. 

2. Crabo li.C., Palvelko, M.K., Lodhi, L.A. and Lose~~ K.J.:

Evaluation of frc=en boa.::- semen by surgical inserr.ir.atJ.on, 

sperm motility and sephadex fiit~acio~. ~ lüt~. Cenar. 

~ ~· ~· ~· Insem. Vrgana-Churr.paJ..n~-i Il1.inois. 

2: 52-54 (198 4). 

3. ouane, L. Garner.: In Vitre method for estimating tertill.

zing capaci~y a= spcrm cells. ~· lut::. Congrcs. ~· 

~~· Reprod. ~· ~- Urbana-Char.>painqn Illinois. 4: 

XY-15 {lY84). 

4. Fuquay J. and Bearden H.: Reproducción Animal Aplicada, Ed. 

El manual moderno. Cap. 15-16. (1962). 

S. Garouno Z.R.: Congelación de semen porcino. Tesi~ Licencia

~~ Med. Vet. ~· Universidad Nacional Aut6noma de

M~xico. Méx. D.F. (1978). 

6. ~arc!a, E.: Moditicaciones del Sistema de Clasificación 

Climática de Kopen, UNAM México D.F. (1980i. 

7. Graham E.F., Crabo and Pace: current status oi semen prese~ 

vacion in ~he raro, boar, and stallion. ~ ~· Sci. Su: 9~

l.l2 (.l980). 



-49-

8. Graham E.F. and Dukelow R.: Frezing of procine semen. -

J. ~· Sci. 21:102(1 (1975¡. 

9. Kood R.u., ~oley C.W. and Martin: Effects of cold shock, 

dilution1 glLcerol and ¿~rn~til sulfc~ide o~ cat!cn ccncc~ 

trations in porcine sper.natozoa. Austr. J. Biol. Sci. 

20: 91-94 (1976). 

10. tlafez. E.S.E.: Reprociucci6n e inseminación Artificial en 

Animales cie granja. cd. lntcrw~éricana. Cap. 2ú (1984¡. 

11. Hurtgen R., Larssen ano B. crabo.: Factors atfecting se

men quality in tne boar. Proc. 9th. Int. Congr. Anim. 

~- Artif. ~· Madr1s-~pa1n. J: 271-l74 (1980). 

12. Ibraim, and Kovacs L. Etfects of deep !re=ing on baar 

sperm. Acta Vet. Academ. Sci. hung. 3ú: (q): 243-245 

(1980). 

13. Johnson L.A., Aalbers J.G., Willens C.M.T. and J.M. Rade 

maker: Fecundity of boar spermatozoa stored in Beltsvill 

liquid and kiev extenóers for three days at 18° c. Proc. 

bth. Int. Congr. ~- vet. ~- Copenagan. 33 (1980). 

14. Johnson L.A., Aalbers J.G., Willens C.M.T. and J.M. Sy 

besma: Use of boar spermatozoa ior artificial insemina 

tion .. l Fertilizing capaci"Cy o:t fresh and irozen sperma

tozoa in zowns on 36 farm. J. Anim. Sci. 52: (5): 1130 -

1136 (1981). 

15. Johnson L.A.: Fertility of ooar semen trozan at diffe 



-so-

ring sperm consen~racions. ~· ~· ~· Congr. ~- Re -

prod. ~- ~· Urbana-ChampaLI1gn. illinois 2:199-2Ul 

(1984). 

16. Larsson K .. : Fertility of deep frozen boar spermatozoa at va 

rius incervals becwe~n insemination and induced ovulation# 

influents of boars and thawinq diluents. ~ ~· ~- l7: 

63-73 (1975). 

1.7. i..arsson K. and E.inarsson 5 .. : r·ercility of deep frozen oaar 

spermatozoa. Influenca oi th~wing dilucn~~ ~nd of ooa~s. ~ 

Vet. Scand. i7: 42-ó2 (1976). 

18. Lar3son K. and ~inarsson: Influcnce of ooars on the relation

ship between rertility and posthawing sporm quality af deep -

frozen boar sperma~ozoa .. ~~t~ ~· ~· ~7: 7~-02 {l~76J. 

l:;. Larssan and Einarssan: On the fertili ty and !'urvival ar deep

frozen boar spermatozoa thawed in skim milk, ~ ~- ~-

13: 44ó-449 (1972). 

20. i..arsson and Einarsson: Influence oi thawing diluents on vita

lity, acrosorne morroloqy, ultraestruc~ure and enzimes release 

of deep rrosen oaar espermatozoa. ~ ~· ~· 17: 83-lOti 

c1:;1G1. 

2.1.. Maxwell W.M.C. Saloman and S.: Fertility of trozen 'l"hawed boar 

semen.~·~-~· Sci. 32: 242-249 (1979í. 



-51-

22. MaX"'w'ell W .. M.C. Salar.ion and S.: Ferti.lity of baar semen arter -

long'term frozen storage. Tf:eriogenolog~{ 9: (4J: 2U6 (1977). 

23. Moore H.D.M. and Habbit. and K.G.: Fertility of boar spermato-

zoa after freezing in the absence of seminal vesicular protei

ns. ¿. Reproci. 1:-'ert:. Su: 3,'li.9-J52 \l~:11/1 

24. Nagase T., Niwa, te. and Iritani /\. : ueep frt:!0zing oull s.ernen

in concentrated pellets from. Proc. 5~h. int. ~· Anim. 

Reprod. Artif. Lnscm. 'J.'rento 3: 4i.O (1964) 

25. Obando tl. and Tarcisio T.: Eva.lustion ot sorr.c factors affecting 

swine sp~rmatozoa during frcezing. ?roe. lOth. Congr. Anim. 

Reproa. Artit. Insem. 2: 197 (1984) 

26. Ostashko F.I. Pcvl&ncko M.P. and Pavlencko L.N.: Antishock eife~ 

ts of yolK anci. Ít:.i compont!nC.!i i.u coli.ng Uu.il, .L:cUn, anJ. boar 

sperma"C.ozoa. Proc. Int .. iOth. Congr. ~ ~ .. Artif. Insem.. 

urbana Champaingn Il.1.inois 2:2U9-2ll (19d4). 

27. Pot:.ter W.L., llpton P .. C. and uunn B.L .. : :-tortological changes as 

ocserveá by light microscopy of the acrosome boar spermatozoa

sujecte cooaeep freezing. Austr. J. ~iol. Sci. 32: 575-579 

(1979i. 

28. Pursel V.G., Rexroad e.E. dnd Wali R.: Relationship competiti

ve fertility to quality of boar semen. Proc. lOth. Int. Congr. 

~ Reprod. Artif. Insem. 1: 78 (l98q). 



-52-

29. Pursel V.G. Johnson L.A., Fertility with fresen boar sperma

tozoa. J. ttnL-n. Sci. JJ,.!65 (19&4). 

30. Pursel V.G., Johnson L.A. and Rampacek G.B.: Acrosome mor -

pholoqy of boar spermatozoa incubated befare coold shock. 

~ Anim. Sci. 34: (2): 278-283 (1~72). 

31. Pursel V.G., Jonnson L.h. and Schulman L.L.: Acros-ome mor -

foloqy of boar sper:natazoa tluring IN VI'l'RO againg. J. Anim. 

~ 34: (1)' 113-116 (1974). 

32. Pursel V.G., Johnson and Schulman L.: Effect of dilution, -

seminal plasma, and inc~bation period on cold shock sucep -

tibility of boar spermatozoa. J. Anim. Sci. 37: 528-531 

(.l'!-73}. 

3~. Pursel V.G. and Johnson L.A.: Glutaraldehyde fiKation of 

boar spermatozoa far acrosom evaluation. Theriogenologv 1:

(.2): 63-68 (1974). 

34. Pursel V.G., Elliott D.O.: Syncronization of estrus in girls 

with alliltrembolone; Fecundity after natural service and -

insemination with frozen semen. J. Anim. Sci. 52: lJ0-133 -

\1981). 

35. Pursel V.G. and Johnsr.n L.A.: Freezing of boar spe.rmatozoa

Fertilizing capacicy with concencrated semen and new thawinq 

procedure. :!· ~- Sci. 40: lll: 65-67 \1975). 



-53-

36. Pursel V.G., Johnson I.,.A. and Gerrits R .. J.: Effect:. of cold -

shock and freezing on cation of boar spermatozoa. J. ~- -

Sci. 29: 196 (1969). 

37. Pursel V.G., Ellite and ne"'1!lall C.W.: Meting by vasectomiced

boar falled to inprove fcrtiiity in girlts inseminat:.ed witn

frozen semen. Tncriogeno.iogy. 18: (1): 61-64 (J.982}. 

38. Salamon S.: Deep treezing of boar zcmen IIL: Effccts of cen

trifugatíon, d:l.luent, and dilution ratc, pel.let volume and -

method of thawing en survival of spermatozoa. ~- J. ~

~- 26: 239-247 (1973). 

3~.- Salamon S. and Pearse G.N.: Fert.ility of boar semen Fresen -

stored for 2.5 years. i!_:. Reprod. Fert. 46: 538 (1976) 

40. 8alamon S. and Visser U.: Fertility test of frozen boar spe~ 

matozoa. ~- ~- Biol. Sci. 26: 291-293 (1973). 

41. Salamon S., Wilmut I. and Pulge C. Deep freezing of boar se

men I: Effects of diluencs composit:íon, protective agents and 

method of thawing on survival of sperm.atozoa .. Autr .. J. Biol~ 

Sci. 26: 217-220 (i973). 

42. Schilling E., Vengust M. and Smidt o.: Prediction of the qual~ 

cy oi boar spermatozoa afcer treezing and 1ong storage .. ~.

l.Otn. Int. Ccngr. ~· Reprod. Artif. ~ .. Urbana-Champaingn .. 

Illinois. 2: 64 (1984). 



-54-

43. Steel .t<.G.D. and 'l'orrie J.M.: Principies and procedure of -

statistic.s a biorn~tri.ca.i approach .. 2nci Ed. !-te .. Graw Hil.l 

inc. USA. \1980). 

44 .. - Strzczek J., Glowanki, J. :-1agiessaka E:., Luberda, Z .. and 

Joblona.wes::.a. .. : Sorne aspccts of cr-.:·oCiochcmistry of be.ar se

men. ~ lOt~. Co~gr. Ani~. ~- Artif .. Inse~. Urbana

Champaingn. :lli:1ois 3:244-245 (1984). 

45.. Tor::::jcr::. 1\ .. .::.ne. St.:?.t.:...-:.c S.E.: Expc=ic~cc wi-=!: dccp-f.:-c=cn 

boar semen. ?roe. lUth. Congr .. Anim. ~ .. Ar~if .. Insem.

Urbana-cha.-npaingn. Illinois. 1: 191 (1984). 

46. Tr!.llanes A.M. y Ve.Lasco M.: La insenunaci6n arti:ticia.l en-

c~rda.!:5. ApwTC.t:: s dt: la m.él t~r ia a~ ¿ou t.t:cni d. Por el.na, r a.l.:U l L::iJ. 

~ estudios Suoeríores ~uautitlán. Cuautitl&n Izcalli Méx.

(1979). 

47.- Wilmut I., Salamon and Pulge.: Deep freezing of boar semen. 

lI E~fects of method of dilution, glycerol consentration 

and time of semen glycerol contac in survival of spermatozoa .. 

Austr. _ Bi-:>l. :;ci. 26: (1): 23l-23i (1973¡. 


	Portada
	Índice
	Resumen
	Introducción
	Objetivos
	Revisión Literaria
	Material y Método
	Resultados
	Discusión
	Conclusiones y Recomendaciones
	Anexos
	Literatura Citada



