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RESUMEN 

BUSTAMANTE CURIEL, GERARDO, Acci6n del Sulf6xido de D! 

metilo y Glicerol como Agentes Crioprotectores del A-­

crosoma del Espermatozoide de Carnero durante la Cong! 

laci6n. (Bajo la direcci6n de Javier Valencia MAndez). 

Se evalu6 la capacidad del Sulf6xido de dime­

tilo (DMSO) y Glicerol para proteger al espermatozoide 

de carnero durante la congelaci6n. 

Se conge16 semen de cuatro carneros utilizan­

do diluyente yema de huevo-tris. El semen fu~ sometido 

a cuatro tratamientos experimentales. Estos grupos fu!· 

ron: I Testigo (sin crioprotector), II con DMSO (6%),­

III con Glicerol (5%) y IV con Glicerol-DMSO (7.0 y --

1.s % respectivamente). La evaluaci6n de los tratamie~ 

tos se hizo midiendo los siguientes par4metros: Movil! 

dad progresiva y Espermatozoides con acrosoma normal.­

Estos par!metros se midieron en el semen fresco, dilu­

ldo y enfriado y en semen descongelado. 

Se encontr6 que el diluyente yema de huevo-­

tris es suficiente para proteger la integridad acroso­

mal mas no la movilidad esperm!tica durante la congel! 

ci6n. El glicerol result6 ser el mejor crioprotector -

siguiendole la combinaci6n de Glicero-DMSO y por Glti­

mo el DMSO solo. 



Se encontr6 una alta correlaci6n entre la mo 

vilidad esperm&tica del semen fresco y el ntlmero de es 

permatozoides con acrosoma normal cuando se congel6 el 

semen con el diluyente yema de huevo-tris y glicerol. 



I INTRODUCCION 

México es un pats con vastas zonas propias p~ 

ra la explotaci6n del ovino. Sin embargo, la poblaci6n­

ovina nacional ha sufrido en los últimos años una dismi 

nuci6n del 1.1% anual (25). Esta situaci6n y el creci-­

miento demográfico de México del 3.5% anual (38), hace­

necesaria la importaci6n de carne y lana, con salida de 

divisas que provocan un desequilibrio en la balanza co­

mercial. 

Por lo mencionado anteriormente, se hace in-­

dispensable el mejoramiento de los sistemas de explota­

ci6n as! como la calidad genética de esta especie (35). 

La Inseminaci6n Artificial (I.A.) con semen fresco y -­

posteriormente con semen congelado ha logrado el mejor~ 

miento genético de varias especies, particularmente de­

los bovinos. 

La I.A. con semen congelado en los ovinos no­

ha dado resultados tan satisfactorios como en el caso -

del bovino, ya que los indices de fertilidad alcanzados 

hasta la fecha han sido relativamente bajos (29). 

Con la utilizaci6n de semen congelado para la 

I.A. de los ovinos, el mejoramiento genético de esta es 

pecie se ver!a acelerado, y el gasto serta inferior al­

necesario en la actualidad para la adquisici6n de semen-

1 
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tales de gran valor genético, además facilitar!a el desa 

rrollo de programas gubernamentales tendientes a benefi­

ciar esta especie, principalmente en las regiones tropi­

cales a las que se les est4 dando un gran impulso. 

Entre las posibles causas de los pobres resul­

tados obtenidos con semen congelado, se señala el daño -

acrosomal por diluci6n y congelaci6n del semen (11,37) 2 

casionado por falta de protecci6n de los diluyentes ord! 

narios a la célula esperm4tica (34). Para evitar estos -

daños, se han utilizado diferentes crioprotectores, las­

que adicionados al diluyente impiden que el espermatozo! 

de se· vea afectado por el congelamiento. Entre estoq co~ 

puestos se encuentra el sulf6xido de dimetilo (DMSO), el 

glicerol, propilenglicol, polivinil pirrolidona (PVP), -

hidroxietil almid6n (HES), siendo los dos primeros los -

mas comunmente utilizados en la conservaci6n de esperma­

tozoides a temperaturas subcero. 

El prop6sito de este trabajo fué el de evaluar 

el Sulf6xido de dimetilo y el Glicerol como agentes cri2 

protectores del acrosoma del espermatozoide del carnero­

aal como su efecto sobre la recuperaci6n espermAtica al­

deacongelado. Esto, como una contribuci6n en la bdsqueda 

de una técnica que mejore los resultados de la I.A. en -

el ovino y que mediante su aplicaci6n pr4ctica, ayude a­

acelerar el mejoramiento genético de esta especie. 



II REVISION DE LITERATURA 

2 .1- Diluyentes: 

En la I.A se han utilizado diversos ti--

pos de diluyentes, con el prop6sito de aumentar el volu­

men del eyaculado para un mejor aprovechamiento del mis-

mo, asi como el de proveer al espermatozoide de un medio 

•,que llene sus requerimientos fi.siol6gicos y le permita -

sobrevivir y conservar su capacidad fecundadora. Los di­

luyentes m4s comunmente utilizados son: la gelatina, ye­

ma de huevo, leche, frutas y vegetales (20). 

Los diluyentes empleados para la congela­

ci6n de semen de carnero han sido a base de yema de hue­

vo y leche (homogeneizada o descremada) obteniendose re­

sultados similares en cuanto a recuperaci6n de movilidad 

y fertilidad, por lo que es posible emplearlos indietin-

tamente (2,8). La leche para su uso como diluyente debe­

r4 calentarse a 85-lOOºC durante 10 minutos para elimi-­

nar macromol6culas t6xicas para el espermatozoide (10,12, 

33). 

* El diluyente INRA glicerclado al 4\ ha -

* . INRI\: Patente nhro 73-45351, A.N.V.A.R., A. 13, rue Madeleine Mi 
cheliS, 92200 Nevilly-sur-5e1ne, France: patente pendiente. -

3 
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probado ser el mejor para congelar semen de carnero has­

ta el momento actual, ya que Colas (4) despu6s de almace 

nar semen a -196ºC por un periodo de dos meses e insemi­

nar ovejas con estro sincronizado, obtuvo igual !ndice -

de concepci6n al obtenido por inseminaci6n con semen --­

fresco. 

2.2- Daños por Congelaci6n: 

Los espermatozoides al ser congelados PU! 

den sufrir la p6rdida de la integridad de.las membranas­

celulares e inactivaci6n hasta un 20% de enzimas acroso­

males (15,28,39) y p6rdida de fosfol!pidos (13,14,19). -

Estos daños se deben a que durante la congelaci6n hay sa 

lida de agua intracelular hacia el medio que suspende a­

las cflulas para la formaci6n de hielo. Esto trae como -

consecuencia deshidrataci6n y la consiguiente concentra­

ci6n gradual de solutos, electrolitos y de substancias o 

gases t6xicos en el interior de la c6lula y cambios en -

el pH del medio extracelular (18,23). 

Existe considerable evidencia de que el -

daño celular durante la congelaci6n y descongelado se d! 

be a la cantidad de hielo formado intracelularmente (7,-

22,31). Diferentes m6todos de congelaci6n de c6lulas in-
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volu'cran la utilizaci6n de técnicas diseñadas para evi-­

tar o minimizar la congelaci6n intracelular. Durante el­

proceso de enfriamiento lento en donde el hielo está res 

tringido al medio extracelular, el agua es removida osm~ 

ticamente y se impide la congelaci6n intracelular. Sin -

embargo, las células pueden ser dañadas por un ambiente­

de solutos concentrados durante el enfriamiento (22), -­

por lo que es necesario enfriar lo suficientemente lento 

para evitar la congelaci6n intracelular y lo suficiente­

mente rápido para minimizar el daño debido a los cambios 

del medio extracelular (18). 

2.3- Crioprotectores: 

Muchas células tienen alta recuperaci6n -

solo si un crioprotector está presente en el medio que -

la suspende durante el enfriamiento. iffitos compuestos se 

han clasificado en a) Penetrantes como el Glicerol y el­

DMSO (26,27,30,33) y b) No penetrantes como el PVP y HES 

(18,24). La protecci6n de estos compuestos se basa en la 

restricci6n de la congelaci6n intracelular y minimiza--­

ci6n del daño celular debido a los solutos concentrados­

en el medio durante el enfriamiento. Esto se debe a la -

acci6n coligativa de los compuestos, tanto penetrantes -
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como no penetrantes, reduciendo la cantidad de agua in-­

tracelular. Esto se lleva a cabo en forma diferente por­

estos compuestos. Los agentes penetrantes crean el am--­

biente adecuado para la reducci6n del contenido de agua­

de la c6lula a temperaturas suficientemente bajas para -

reducir el efecto nocivo de los solutos concentrados en­

la c6lula. Los agentes no penetrantes retiran agua de la 

c6lula por cambios osm6ticos durante la fase inicial de­

congelaci6n a temperaturas entre -10 y -20ºC (18). 

2.4- Recuperaci6n de Movilidad: 

Se ha obsrevado en el toro que una alta -

movilidad es m!s importante que la alta densidad esperm! 

tica para la concepci6n cuando no hay daño acrosomal (17) 

En c6lulas con daño acrosomal no necesariamente se en--­

cuentra afectada la movilidad, pero si su fertilidad (11) 

Se ha encontrado que el 68% del daño acros6mico est! dis 

tributdo al azar entre la poblaci6n de c6lulas m6viles e 

inm6viles (11). Debido a esto, la evaluaci6n de movili-­

dad, no da una imagen confiable de la fertilidad del se­

men1 sin embargo, esta prueba ha sido empleada comunmen­

te para evaluar los resultados de la congelaci6n de se-­

men. (6,12,33,34). 
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La recuperación de movilidad al desconge­

lado utilizando como crioprotectores el sulfóxido de di-

metilo (DMSO) y el glicerol se presenta en el Cuadro 1.-

Se puede observar que Colas (4) al congelar semen de ca~ 

nero obtuvo una recuperación de movilidad similar a la -

obtenida por otros autores (12,33,34). Mediante el empl! 

o de DMSO como crioprotector, Snedeker y Gaunya (33) ob­

tuvieron movilidad mAs baja que la lograda con glicerol, 

pero la combinación glicerol-DMSO dió un resultado sati! 

factorio. Jones (12) por otro lado obtuvo solo un 4.3% -

de recuperación de movilidad con DMSO solo, pero al adi-
. . 

cionar este compuesto al diluyente glicerolado obtuvo --

45% de recuperación celular que representa un incremento 

·de 7.5% de la obtenida con glicerol solo. Los trabajos -

citados (12,33) concuerdan en que el DMSO es mAs tóxico­

qué el glicerol solo para el espermatozoide. Tambi6n in­

dican que la recuperación de la movilidad no solo depen­

de del crioprotector utilizado sino tambi6n de su caneen 

tración. 

2.5- Daño Celular: 

Se han realizado diferentes trabajos para 

determinar el daño celular (Cuadro 2). Tasseron et al.--
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(34) investigaron el daño acrosomal ocasionado por el -­

proceso de congelaci6n. Mediante el empleo de microsco-­

pio electr6nico se determin6 mayor cantidad de daño celu 

lar que el observado por microscop!a de luz, ya que pu-­

dieron detectar con mayor precisi6n pequeños hinchamien­

tos del acrosoma. 

Jones (12) al congelar semen de carnero,­

encontr6 que el daño celular en espermatozoides congela­

dos con glicerol, fu~ menor (P(O.OS)·que el producido -­

con DMSO, pero no fu~ diferente (P>0.05) al encontrado -

cuando se emplé6 la combinaci6n de estos compuestosi de­

esto se deduce que el DMSO solo confiere cierta protec-­

ci6n a la c~lula durante la congelaci6n, aunque en menor 

grado que el glicerol. Este autor determin6 el daño cel~ 

lar mediante la tinci6n rojo congo-nigrosina, ya que la­

membrana del espermatozoide dañado permite la entrada -­

del colorante. 

Watson y Martín (37) observaron que el a­

crosoma del espermatozoide de carnero es más susceptible· 

al daño por congelaci6n que el de bovino durante este 

proceso. Es necesario señalar que este autor encontr6 me 

nos espermatozoides normales que los observados por o--­

tros investigadores (12,34) posiblemente debido a alguna 

falla en el m~todo de congelaci6n. 
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2.6- Indice de Concepción: 

Esta es la prueba más precisa para deter­

minar la capacidad fecundante del semen. Sin embargo, su 

evaluaci6n requiere tiempo para hacer el diagn6stico de­

geataci6n y observar los resultados. 

Este mAtodo ha sido empleado por varios -

autores para evaluar los resultados de la congelaci6n. -

SegQn Salamon y Visser (29) la I.A. no ha dado resulta--

dos tan satisfactorios como en los bovinos, ya que los -
1 

indices de fertilidad alcanzados con semen congelado han 

sido muy bajos, por lo que esta tAcnica es impr!ctica en 

explotaciones comerciales. En trabajos mas recientes 

(Cuadro 3), Colas (4) obtuvo indices de concepci6n simi-

lares al utilizar semen fresco y congelado con glicerol¡ 

sin embargo Tasseron et al. (34) como resultado colate-­

ral de su trabajo, obtuvieron un indice de concepci6n -­

mucho 'mas bajo, atribuyendo sus pobres resultados alba-· 

jo nGmero de espermatozoides utilizados para la I.A. 

(80Xl06 espermatozoides m6viles) y el lugar de su aplic! 

ci6n, mas que a la tAcnica empleada para congelar. 



CUADRO Nºl 

Recuperaci6n de movilidad espermatica de semen ovino al descongelado, utilizando como 

crioprotectores el glicerol y DMSO. 

AUTOR 

!Colas (4) 

Snedeker y 
Gaunya (33) 

Tasseron ~ al.(34) 

Jones (12) 

~o 

1975 

1970 

1977 

1965 

_DILUYENTE USADO 

Yema de huevo lacto 
sa 

INRA 

Leche homogeneizada 

Rafinosa-citrato de 
sodio-yema de huevo 

Leche descremada 

CRIOPROTECTOR . MOVILIDAD 
(%) 

Glicerol (4%) 33.9 

Glicerol (4%) 37.0 

Glicerol (7.5%) 36.0 

DMSO (6%) 24.0 

Glicerol (2.5%) 34.0 
+ DMSO (4%) 

Glicerol (5%) 30.0 

Glicerol (5%) 37.5 

DMSO (6') 4.3 

Glicerol (7%) 45.0 
+ DMSO (1.55) 

1 
.... 
o 



CUADRONº2 

Espermatozoides normales en semen ovino congelado utilizando Glicerol y DMSO como 
crioprotectores. 

AUroR 

~etal. 
(34) --

~ (12) 

~tson y Martin 
(37) 

ESPEJ:IE 

ovina 

ovina 

ovina 

bovina 

A= élJaerVac:í&i par -miexóscq>fa ae-Iuz 

DIUJYENre USArO 

Rafinosa-citrato de so­
dio-yana de huevo 

Ú!dle descranada-f~ 
sa 

Fructosa, glucosa, NaCl, 
Natiro4 , KCl, NaHf'04 -

yere de huevo. 
Fructosa, glucosa, NaCl, 

~~·~.Nallf'04 -

(1) semen--fresco 

CRICPIVIH:l\JR 

Glioerol (5%) 

a) Glicerol (5%) 
b) mEO (6%) 
c) Glicerol (7%)+ 

CJolS() (l. 5%) 

Glicerol (7.5%) 

Glicerol (7.5%) 

B= Cllservaci6n por microscopia electr6nica 
a vs b (l'C0.01) ¡ a vs e N.S. 

(2) 5allen dilulOO y enfriack> 
(3) Sanen descongelack> 

ESPEltP.'IOZOIDES 
WlM\IES (%} • 

(1) 92.0 A 
(2) 66.4 A 
(3) 60.2 A 
(1) 85.3 B 
(2) 59.5 B 
(3) 31.9 B 

49.0 
32.8 
38.8 

11.3 

28.7 

1 
...... 
...... 



CUADRO Nºl 

Indices de concepci6n logrados con semen ovino congelado con diferentes diluyentes y 
Glicerol. 

Alnat 

Colas (4) 

Tasseron et al. 
(34) --

AOO 

1975 

1977 

(1) Insaninaci6n vaginal 

DIUMl'll'E llSAOO 

INRA 

leche descrEllliida 

Yena de hUE!llO-lacto 
sa. 

Rafioosa-citrato de 
sodio-yana de huevo 

CRICl!IOlu:tU< OOSIS 
I.A. -

Glicerol (4%) 180x106 

ml5vileco 

•fresco• 1a0x106 

néviles 

Glicerol (4%) 180xl06 

n6viles 

Glicerol (5%) 240xl06 

totales 
(1) 

a::taPCIOO 
(%) 

68.3 

71.3 

42.2 

20.6 

¡... 

"' 



III MATERIAL Y METODOS 

3.1- Localizaci6n del Experimento: 

El trabajo fu6 realizado en el Centro Na­

cional para la Enseñanza, Investigaci6n y Extensi6n de -

la Zootecnia (Rancho 4 Milpas) de la Facultad de Medici­

na Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional Au 

t6noma de M6xico, localizado en el Municipio de Tepotzo­

tlln, Estado de M6xico a 19º 44' de latitud Norte y 99° 

44' de longitud· Oeste; su altitud es de 2310 mts. sobre­

el nivel del mar. El clima de esta regi6n, segan KOppen, 

modificado para M6xico (5) corresponde al grupo templado 

hGmedo, con una temperatura en el mes mls fr!o que var!a 

de 3 a lBºC y en el mes·mls caliente de 6.5 a 22°C; y al 

subgrupo de climas templados con lluvias en el verano. 

3.2- Semen: 

Se utiliz6 el semen de tres carneros cru­

za de Tabasco X Dorset (Tarset) y de un carnero Tabasco. 

El semen fu6 colectado por el m6todo de -

vagina artificial, siendo esta similar a la utilizada en 

13 
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bovinos pero con diferentes dimensiones (20 cms. de lar­

go por 5.5 cms. de diámetro). La temperatura de la vagi­

na al momento de efectuar la colección del semen fuA de-

42-450C. Inmediatamente despuAs de la colección se deteE 

minó el volumen, pH, concentración y la movilidad en ma­

sa e individual del eyaculado. 

El volumen se cuantificó en el mismo tubo 

graduado que se utilizó para la colección del semen; la­

concentración esperm&tica f uA determinada mediante el u­

so de una c&mara de Spencer haciendo la dilución 1:200;­

la movilidad en masa fuA determinada por observación mi­

croscópica de una gota de semen colocada en un portaobj! 

tos a una temperatura de 40°C, calificandose de acuerdo­

ª la escala propuesta por Kendrick (16). 

Grado O Movimiento nulo, 

Grado I 

Grado II 

Grado III 

Grado IV 

Movimiento estacionario o rotatorio -

dAbil (10-30% de cAlulas móviles) 

Movimiento oscilatorio o rotatorio 

sin olai ni remolinos (30-50% de cAlu 

las móviles). 

Movimiento progresivo r&pido pocas o­

las y remolinos (50-80% de cAlulas mó 

viles), 

Movimiento progresivo r&pido con for­

mación rlpida de olas (80-90% de cAlu 



Grado V 

15 

las m6viles). 

Movimiento sumamente vigoroso y olas­

extremadamente rápidas (90-100% de c6 

lulas). 

La movilidad progresiva se determin6 per­

la observaci6n microsc6pica de una pequeña gota de semen 

colocada entre porta y cubreobjetcs a una temperatura de 

40°C, calif.icandose en una escala porcentual; solamente­

se utiliz6 semen con movilidad en masa igual o mayor de­

IV. 

El pH fu~ medido mediante el empleo de P! 

pel indicador. 

Para determinar el 'daño acrosomal se si-­

gui6 la t6cnica descrita por Hancock (9), se tom6 una 

muestra de semen (0.01 ml) que se diluy6 en 3.0 ml de 

.. soluci6n de Hancock; una pequeña gota de esta soluci6n -

se coloc6 entre porta· y cubreobjeto, observándose 100 -­

c6lulas en microscopio de contraste de fase con el obje­

tivo de inmersi6n (lOOX). Se diferenciaron los espermato­

zoides con margen apical acrosomal normal de aquellos -­

que presentaron alguna alteraci6n en el acrosoma, de a-­

cuerdo con lo descrito por Vazquez (36). 
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3.3- Tratamientos: 

Cada una de las muestras fuA sometida a -

cada uno de los siguientes tratamientos para su congela­

ción. 

I Diluyente yema de huevo-tris. 

II Diluyente yema de huevo-tris + 6% de DMSO. 

III Diluyente yema de huevo-tris + 5% de Glicerol. 

IV Diluyente yema de huevo-tris + 1.5% de DMSO y 
7.0\ de Glicerol. 

La concentración de crioprotectores util! 

zada en cada tratamiento se determinó con base en los me 

jores resultados obtenidos en investigaciones de diver-­

sos autores (12,34). 

Con el propósito de minimizar el efecto de 

carnero, se utilizó el siguiente diseño para asignar las 

muestras de semen de cada carnero a los diferentes trata 

mientes. 

Tratamiento 

I 

II 

III 

IV 

1 

2 

3 

4 

2 

3 

4 

1 

3 

4 

1 

2 

4 

1 

2 

3 



17 

Se complet6 un total de cuatro repeticio­

nes por animal dentro de cada uno de los tratamientos. 

3.4- Diluci6n y Congelación: 

El diluyente consistió en una soluci6n de 

tris, fructosa, acido c1trico y yema de huevo: de acuer­

do a la fórmula descrita por Simmet (32). 

Soluci6n Madre 

Tris (hidroximetil) amino metano 

Acido c1trico 

Fructosa 

Agua bidestilada 

36.05 gr. 

20.24 gr. 

14.88 gr. 

Ad. 1000 ml 

Con base en esta soluci6n madre se prepa­

raron las fracciones A y B del diluyente, en las siguie~ 

tes proporciones. 

Diluyente A 

Soluci6n madre 

Agua bidestilada 

Yema de huevo 

67.2 vol. 

12.8 vol. 

20.0 vol. 



Diluyente B 

Soluci6n madre 

Crioprotector 

Yema de huevo 

18 

67.2 vol. 

Segan concentraci6n deseada 

20.0 vol. 

Osmolaridad final: 320 miliosmoles y pH 6.75 

La diluci6n y congelaci6n de las muestras 

se realiz6 de acuerdo a la tAcnica descrita por Colas --

(4) que consiste en lo siguiente: en base a la determin! 

ci6n del nOmero de espermatozoides presentes en el eyac~ 

lado se calcul6 el diluyente necesario para lograr una -

concentraci6n final de 1x109 espermatozoides/rol, del to­

tal de diluyente necesario, 50% correspond1a al diluyen­

te A y el restante al diluyente B. 

Como primer paso se mezcl6 el diluyente A 

con el semen a una temperatura de 28°C y se efri6 a 4°C­

en un lapso de 2 hrs., posteriormente se agreg6 la cant! 

dad calculada del diluyente B (4°C) en dos partes, con -

una diferencia de 20 minutos entre una y otra. Despu6s -

de 150 minutos de la adici6n de la segunda fracci6n de -

diluyente B, se empac6 en pajillas tipo continental (3)­

de 0.25 ml y se coloc6 en vapor de nitr6geno a una temp! 

ratura de -75ºC durante un periodo de 8 minutos, poste-­

riormente se sumergi6 en.el N-llquido. 
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3.5- Descongelado: 

El descongelado de las pajillas se reali­

z6 sumergi6ndolas en agua caliente a 40°C durante 40 mi­

nutos. 

3.6- Evaluaci6n de Tratamientos: 

Para evaluar los tratamientos se utiliza­

ron los siguientes par!metros: a) movilidad progresiva -

b) daño acrosomal. Ambas caracter!sticas se determinaron 

en el semen fresco (antes de la diluci6n), en el semen -

diluldo y enfriado (previo a la congelaci6n) y en el se­

men descongelado. 

3.7- An!lisis Estad!stico: 

El an!lisis estadlstico se realiz6 utili• 

zando el programa estadlstico "SAS 76.S" (1) de acuerdo­

al siguiente modelo matem!tico: 

YLjltl•)t+ e,+ E¡+ T11+ e X T,1r+ e X E,j +E X Tjli + 

C X T X E iJ• + ¿tjil 



en donde: 

C¡ 

C X T X E¡jk 
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Movilidad, espermatozoides normales. 

Media poblacional. 

Efecto del "i-6simo" carnero, i=l,2,3,4. 

Efecto del "j-6sima" etapa, j=l,2,3. 

Efecto del "k-6simo" tratamiento, k=l,2, 
3,4. 

Efecto de la interacci6n de carnero por­
etapa. 

Ef~cto de la interacci6n de carnero por­
tratamiento. 

Efecto de la interacci6n del tratamiento 
por etapa. 

Efecto de la interacci6n de carnero por­
tratamiento por etapa. 

Error aleatorio, asumiendo que es inde-­
pendiente para cada observaci6n y norma! 
mente distributdo (0, 2). 

Todos·· los factores inclutdos en este mo-

delo se consideran fijos. 

Tambi6n se realiz6 la prueba de Rangos -
.. 

Mdltiples de Ouncan a un nivel de probabilidad· del 95\ -

para determinar diferencias entre las medias de los tra­

tamientos y las etapas. 

Se asume que no existe correlaci6n entre 

el efecto de un tratamiento sobre el semen de un mismo -

carnero en las diferentes repeticiones y por lo tanto no 

se disminuye la variabilidad dentro de los tratamientos. 



IV RESULTADOS 

4.1- Movilidad: 

Los resultados obtenidos en lo que respe~ 

ta a la movilidad esperm4tica obtenida antes y despu6s -

del congelamiento con diferentes crioprotectores se mue! 

tran en el Cuadro 4. La movilidad esperm!tica observada­

en el semen antes de diluir (fresco) se compar6 por eta­

pas y no fué significativamente diferente (P>0.05) en 

los distintos tratamientos. Al hacer la diluci6n y el en 

friamiento del semen, se not6 una disminuci6n de la mov! 

lidad, la cual fu6 altamente significativa (P<0.01) en -

los cuatro tratamientos. Por medio de la prueba de Oun-­

can se determin6 que dicha disminuci6n fuA igual (P<0.05) 

para todos los tratamientos. 

La movilidad esperm4tica al descongelado­

fuA significativamente inferior (P<0.05) que la observada 

en el semen diluido y enfriado. Mediante la prueba de -­

Duncan se determin6 que la disminuci6n de la movilidad -

fu6 mayor (P<0.05) en el grupo testigo y en el tratado -

con DMSO que la mostrada por el semen tratado con glice­

rol y la combinaci6n de Aste compuesto con DMSO (Gr4fica 

1). 

En el Cuadro 5 se observa que la movili--

21 
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dad fu6 afectada (P<0.01) por el tratamiento empleado y­

por la etapa, as! como por la interacci6n de estos dos -

factores. 

4.2- Daño Acrosomal: 

El porcentaje de espermatozoides con acro 

soma normal en las diferentes etapas de los cuatro trat! 

mientes se presenta en el Cuad~o 6. Se puede ver en 61 -

que los espermatozoides normales observados en el semen­

antes de dilu!r (fresco) no fu6 significativamente dife­

rente (P>0.05) en los cuatro tratamientos. Al realizar -

la diluci6n y enfriamiento del semen, se observ6 una dis­

minuci6n altamente significativa (P~0.01) en el porcent! 

je de dichos espermatozoides en los cuatro tratamientos. 

Al realizar la prueba de Duncan se determin6 que esta -­

disminuci6n fu6 igual (P<0.05) en todos los tratamientos. 

La proporci6n de espermatozoides con acr~ 

soma normal, presentes al descongelar el semen, fu6 sig­

nificativamente inferior (P<0.01) a la observada en el -

semen dilu!do y enfriado. Por medio de la prueba de Dun­

can se determin6 que la disminuci6n de los espermatozoi­

des normales, fu6 mayor (P<0.05) en el semen tratado con 

DMSO y el tratado con la combinaci6n de glicerol y DMSO-
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que la observada en el grupo testigo y el tratado con --

glicerol (Gr4fica 1). 

En el Cuadro 7, se observa que la propor­

ci6n de espermatozoides con acrosoma normal fué afectado 

(P<0.01) por la etapa y por el tratamiento, as! como por 

la interacci6n de estos dos factores. 

4.3- Correlaciones: 

La correlaci6n existente entre la movili-

dad eaperm4tica y los espermatozoides con acrosoma nor-­

mal ea muy baja en las diferentes etapas de los cuatro -

tratamientos, no encontrAndose significancia estadística 

(Ap6ndicea 1,2,3 y 4). Sin embargo, se encontr6 una alta 

correlaci6n entre la movilidad esp~rm&tica del aemen.--­

fresco y los espermatozoides con acrosoma normal al des-

** congelado, en los tratamientos I y }II (r= 0.75 y 

** r• 0.80 reapectivamente)i en los tratamientos II y IV 

la correlaci6n fué sumamente baja (r= O.OS NS y r= o·.02-

NS, respectivamente). La ecuaci6n de regresi6n entre la 

movilidad eaperm&tica del semen fresco y loa eapermato-­

zoidea normalea al descongelar del tratamiento III (Gr&-

fica 2) ea: Y•-278.11 + 3.72X la cual ea altamente aign! 

ficativa (P<0.01). 



CUADRO Nº4 

Movilidad espe~tica (\) de semen diluido en yema de huevo-tris con diferentes crio­

protectores (media! O.E.). 

CRIOPROTECTOR 

E'DIPA n 'lESTIOO IJtSO GLICf3>L GLiaa:>L+lHSO SIG'aFICAN 
CIA ES'!'. 

Antes de diluir 16 91. 5;!:_3. 9(a,1) 89.~.9(a,1) 90.~3.0(a,1) 91.8!_3.0(a,1) N.S. 

Dilu!li> y enfr~ 16 84.)!5. 7(a,2) 81.5:!_5.6(a,2l 81.2.!_5.3(a,2) 81.8!.6.2(a,2) N.S. 

do a 5ºC -
DesconlJelado 16 0.3!0.8(a,3) 3.~3.3(a,3) 31.2!11.l(b,3) 25. 7!_14. 7 (b,3 ** 

SIQIIFICIH:IA ** ** ** ** 
ESJN>ISTICA 

** (P<.0.01): * (P<0.05): ·N.S. (P>0.05). 

(1,2,3) Prueba de Duncan por etapa (P.i:0.05). (a,b) Prueba de Duncan por tratamientos (P<.0.05). 

.., .. 



CUADRO N•5 

Anlliai• de varianza para el factor movilidad. 

fU!JftE IE VARDCI<»i 

Total 

Carnero 

Tratamiento 

Etapa 

Carnero x Tratamiento 

Carnero x Etapa 

Tratamiento x Etapa 

Carnero x Tratamiento x 
Etapa 
Error 

GRlllllE IE 
LIBmJN) 

191 

3 

3 

2 

9 

6 

6 

18 

144 

** (P<0.01) ¡ • (P<.0.05) ¡ N.S. (P>0.05). 

SllP.IE~ 

240726.453 

201.057 

3659.057 

220576.781 

381.588 

76.802 

8290.927 

378.489 

7161.750 

QJllllWX) MEDIO 

67.02 

1219.69 

110288.39 

42.40 

12.80 

1381.82 

21.03 

4973.00 

SIGNIFICMCIA 
fS'mDISTICA. 

N.S. 

•• 
•• 
N.S. 

N.S. 

** 
N.S. 

1 "" U'I 



CUADRO N•6 

Porcentaje de espermatozoides con acrosoma normal en semen diluido en yema de huevo-

tris con diferentes crioprotectores (media± D.E.). 

CRIOPROTECTORES 
SI~CJ\N-

E'1N'A n 'lml'IOO IHlO GLICEX>L GLiaKLtDtSO CIA mr. 

Antes de diluir 16 95.4±2.9(a,l) 96.8±1.9(a,l) 95.5±'1.9(a,l) 95.8±2.9(a,1) N.S. 

Diluido y enfria-
do a 5°C 

16 84.1±7.6(a,2) 87. <>±5. 5 (a, 2) 87. 5;!5.4 (a,2) 83. 9±_7. 8 (a, 2) N.S. 

llesanJl!lado 16 57.6!.13.9(a,3) 37.5;!15.3(b,3) 58.5;!14.3(a,3) 33.3±_18.4 (b,3) ** 

SJ:Qf.IFICNCIA •• •• •• •• 
ES'JN>ISTICA 

** (P<0.01): * (P<0.05); N.S. (P>0.05). 

(1,2,3) PrtBla ·de blrlcan por etapas (P<0.05). (a,b) PrtBla de nJDCan por tratamientos (P<0.05) 

"' "' 



CUADRO N°7 

An&lisis de varianza para espermatozoides con acrosoma normal. 

GRADCS IE SJQaFICNCIA 
n:ium: 1E VAIWCICfi LIBERDD SOA IE ClJNRllllE QlNRIDO tE>IO ml211>ISTICA 

Total 191 112553.916 

Carnero 3 581.541 193.84 N.S. 

Tratamiento 3 2856.541 952.81 ** 
Etapa 2 85983.760 42991.88 ** 

1 "" ...., 
Carnero x Tratamiento 9 819.333 91.04 N.S. 

Carnero x Etapa 6 1159.739 193.29 N.S. 

Tratamiento X Etapa 6 5690.614 948.43 ** 
Carnero x Tratamiento x 18 641.885 33.66 N.S. 
Etapa 

Error 144 14820.500 102.92 

** (P<0.01)¡ * (P<0.05)¡ N.S. (P>0.05). 
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Espermatozoides con acrosoma normal y mo 

vílidad al descongelado. 
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GRAFICA Nª 2 

Correlaci6n y Regresi6n entre espermatozoides 

con acrosoma normal en semen descongelado y -

movilidad progresiva del semen fresco. (Semen­

tratado con glicerol) • 

Movilidad progresiva en semen fresco. 

•• ** r=0.80 Y=-278.78+3.72X 

** (P<0.01) 



V DISCUSION 

Como se puede observar en el Cuadro 4 hu­

bo una disminuci6n de la movilidad cuando el semen fuA -

dilu!do y enfriado, as! como al descongelar. Mann (21) -

cita como posibles causas de esta disminuci6n, la remo-­

ci6n o alteraci6n de componentes celulares y a un tras-­

torno en el intercambio i6nico, involucrando el potasio­

y quizas a los fosfatos que se observan en la diluci6n -

del semen. Es posible que el mecanismo de inactivaci6n -

esperm&tica por diluci6n y lavado, sea básicamente pare­

cido al envejecimiento del espermatozoide éuando es alm! 

cenado. En el semen de mam!feros, este fen6meno se cara~ 

teriza por hinchamiento y degeneraci6n del complejo lip~ 

protAico, seguido por cambios f!sicos y qu!micos, como -

la oxidaci6n de grupos sulfidrilos intracelulares, esen­

ciales para la movilidad normal; disminuci6n en el cont! 

nido de coenzimas vitales como el ATP e incremento en la 

permeabilidad espermática, lo cual ocasiona la pArdida -

de prote!nas intracelulares (21). 

Al disminu!r la temperatura la movilidad­

disminuye. Esta disminuci6n no se debe considerar causa­

da por un choque tArmico, ya que se ha observado que te~ 

peraturas inferiores a OºC no proyocan este choque, si -

la disminuci6n tArmica ocurre lentamente. La yema de hu! 

30 
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vo protege eficientemente al espermatozoide contra un p~ 

sible choque t6rmico durante el enfriamiento (21). 

No se encontr6 una diferencia significat! 

va (P>0.05) en la movilidad del semen enfriado y diluido 

con los diferentes crioprotectores, por lo que no es po­

sible atribuirles a estos, un efecto directo sobre la m~ 

vilidad espermAtica en esta etapa. 

Al descongelar el semen, se encontr6 que­

la movilidad de los espermatozoides congelados con glic! 

rol fu6 mayor (31.25%) a la observada en.aquellos en que 

se utiliz6 la combinaci6n glicerol-DMSO (25.75%), aunque 

la diferencia no fu6 estadísticamente significativa ---­

(P>0. 05). Mediante el empleo del DMSO como crioprotector 

se observ6 una baja movilidad (3.06%) al descongelar, la 

cual fu6 diferente (P<0.01) a la encontrada en los gru-­

pos anteriores (GrAfica 1). Estos resultados concuerdan 

con lo descrito por Snedeker y Gaunya (33) , ya que igual 

mente observaron una mejor recuperaci6n espermAtica me-­

diante el empleo de glicerol y su combinaci6n con DMSO -

(36 y 34% respectivamente) que la encontrada en esperma­

tozoides congelados unicamente con DMSO (24%) ya que es­

te compuesto es más t6xico para el espermatozoide que el 

glicerol (30). 

E• posible observar que mediante el empl! 

o de crioprotectores para la congelaci6n de semen, mejo-
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ra la recuperaciOn de la movilidad esperm!tica, ya que -

el semen testigo tuvo una recuperaciOn pr!cticamente nu­

la (Gráfica 1, Cuadro 4). 

Como se observa en el Cuadro 6, hubo una-

disminuciOn estadlsticamente significativa del ndmero de 

espermatozoides con acrosoma normal en todos los trata--

mientos al dilulr y enfriar el semen. Esto concuerda con 

lo descrito por Tasseron et al. (34) y posiblemente se -

deba al hinchamiento y degeneraciOn del complejo lipopr~ 

tfico que trae consigo la diluciOn (21) aunado al efecto 

del descenso de temperatura (34). La disminuciOn de esper 

matozoides con acrosoma normal en esta etapa, fu6 igual -

en los cuatro tratamientos por lo que no es posible atr! 

bulrle a cada crioprotector un efecto sobre los esperm! , 
tozoides en esta etapa. 

Al descongelar, se aprecia una considera-

ble disminuciOn de espermatozoides con acrosoma normal -

con los diferentes crioprotectores (Gr!f ica 1) esto coin­

cide con la observaci6n hecha por Tasseron et!!_. (34).­

Asl tenemos que el semen tratado con glicerol presento -

mayor nOmero de espermatozoides normales (Pc0.01) que el 

semen tratado con DMSO o con glicerol-DMSO. Esto es sem! 

jante a lo citado por Jones (12). 

Es interesante hacer notar que el daño a­

crosomal encontrado en el grupo testigo y en el tratado-
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con glicerol fué igual (P<0.05 ; Gr!fica 1). Esto difie­

re de lo publicado por Meryman (23) quien menciona que -

mediante el uso de crioprotectores se reduce el daño ce­

lular debido a la congelación. Con el empleo de DMSO y -

glicerol-OMSO, el nQmero de espermatozoides con acrosoma 

normal ae reduce. Es posible que el DMSO tenga un efecto 

nocivo sobre el acroaoma, siendo inocuo el glicerol para 

eata estructura. Posiblemente la acción de los criopro-­

tectorea ea m&s importante para preservar la movilidad -

eaperm&tica que la integridad acrosomal; tal vez, prote­

giendo e1tructuras directamente relacionadas con la aupe~ 

vivencia de las células o con su movilidad, que se vert­

an afectadas por la congelación en auscencia de un crio-

protector. 

La baja correlación existente entre las -

variables en estudio en las diferentes etapas de la con­

gelación indica la presencia de células normales móviles 

e inmóviles en el eyaculado, por lo que es necesario que 

' en la evaluación del semen se incluya la observación del 

estado acroaomal. 

Por otro lado, la correlación entre la m~ 

vilidad del semen fresco y los espermatozoides con acro­

aoma normal al descongelado en el tratamiento III fué al 

** ta (r• 0.80 Gdfica }.; Apéndice 3)· esto indica que es 

posible mediante la evaluación de la movilidad progresi-
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va del semen fresco predecir el ntlmero de espermatozoi-­

des normales al descongelado cuando se emplea como crio­

protector el glicerol. Igualmente en el semen que se co~ 

gel6 prescindiendo de crioprotector, la correlaci6n en--

** tre las variables antes mencionadas es alta (r= 0,75 1-

Aptndice 1). Sin embargo, esta correlaci6n no tiene nin­

guan utilidad ya que la movilidad al descongelado es --­

pr&cticamente nula (0.31%). 

Aunque el acrosoma no toma parte en la mo 

vilidad del espermatozoide es posible que esta alta co-­

rrelaci6n se deba a que durante el proceso de congela--­

ci6n los espermatozoides inm6viles con acrosoma normal -

emitidos en el eyaculado, sufran daño en esta estructura 

igual que aquellos que mueren debido al tratamiento. 



IV CONCLUSIONES 

1.- Para la congelaciOn de semen de carnero, utilizando­

el diluyente yema de huevo-tris, el glicerol resulta 

ser el crioprotector m4s adecuado de los probados en 

este trabajo. Esto lo evidenc!a tanto la movilidad -

'(Jl,25%) como los espermatozoides con acrosoma nor-­

mal (58.5%) presentes en el semen tratado con este -

compuesto. 

2.- El DMSO solo o en combinaciOn con el glicerol dismi­

nuye la movilidad esperm4tica y daña el acrosoma. 

3.- La yema de huevo adicionada al diluyente, protege al 

acrosoma durante el proceso de congelaciOn, pero !a­

movilidad disminuye notamblemente si no se adiciona­

un crioprotector. 

4.• La adiciOn del glicerol como crioprotector es m4s i~ 

portante para proteger las estructuras relacionadas­

con la' movilidad que para el acrosoma. 

5,- Es necesario inclu!r en la evaluaciOn del semen la -

observaciOn de acrosomas, ya que la movilidad esper­

mStica en semen fresco tiene una correlaciOn muy ba­

ja con los espermatozoides normales (r= 0.08 NS). 

6.- Existe evidencia de que mediante la evaluaciOn de la 

movilidad progresiva del semen fresco, es posible 

predecir el ntlmero de espermatozoides normales al 

35 
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descongelado del semen tratado con glicerol, Sin em­

bargo es necesario que se haga un estudio en el que­

se utilice una muestra mayor que la analizada en es­

te trabajo. 
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CUADRO NºS 

Coeficiente de correlaci6n entre espermatozoides normales y movilidad en las diferen 

tes etapas del tratamiento I (n:l6). 

- ESPERMATOZOIDES NORMALES 

MOVILIDAD ANTES DE DILUIR DILUIDO Y ENFRIADO DESCONGELADO 

* ** ANTES DE DILUIR (a) 0-08 0.56 0.75 

DILUIDO Y ENFRIADO 0.46 . 0.25 

DESCONGELADO 0.35 

** (P<0.01); * (P~0.05). 

(a) n: 64 

w 



CUADRO N°9 

Coeficiente de correlaci6n entre espermatozoides normales y movilidad en las diferen 

tes etapas del tratamiento II (n= 16). 

ESPERMATOZOIDES NORMALES 

MOVILIDAD ANTES DE DILUIR DILUIDO Y ENFRIADO 

ANTES DE DILUIR 

DILUIDO Y ENFRIADO 

·. 

DESCONGELADO 

** (P<0.01), * (P<0.05).· 

(a) n= 64 

(a) O. 08 0.04 

0.28 

DESCONGELADO 

o.os 

-0.06 

0.32 

..., 
"' 



CUADRO NºlO 

Coeficiente de correlaci6n entre espermatozoides normales y movilidad en las diferen 

tes etapas del tratamiento III (n= 16). 

MOVILIDAD 

ANTES DE DILUIR 

DILUIDO Y ENFRIADO 

DESCONGELADO 

** (p,Q.01); * (P<0.05). 
(a) n= 64 

ANTES DE DILUIR 

(a) O. 08 

ESPERMATOZOIDES NORMALES 

DILUIDO Y ENFRIADO DESCONGELADO 

** 0.12 o.so 

* -0.06 0.52 

0.40 

~ 
o 



CUADRO Nºll 

Coeficiente de correlaci6n entre espermatozoides normales y movilidad en las diferen 

tes etapas del tratamiento IV (n= 16). 

MOVILIDAD 

ANTES DE DILUIR , 

DILUIDO Y ENFRIADO 

DESCONGELADO 

** (P<:O. 01); * (P<.O. 05). 

(a) n= 64 

ANTES DE DILUIR 

(a) o.08 

. 

ESPERMATOZOIDES NORMALES 

DILUIDO Y ENFRIADO DESCONGELADO 

* 0.53 0.02 

0.26 -0.13 

** o.so 

A .... 
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