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RESUMEN

"CONGELACION DE SEMEN CAPRINO EN PAJILLAS FRANCESAS DE 0.5 mil.
EVALUANDOLO A DIFERENTES RITMNOS DE DESCONGELACTON"

Gonzdlez Herrera Guillermo.

Asesor: M.V.Z2. Javier Valencia.

La presente investigacidén se realizd con el obietivo de compa-
rar dos diferentes ritmos de descongelacidn de semen caprino envasa-
do en pajillas de 0.5 ml., evaluando la motilidad progresiva espermi
tica y el porcentaje de daflo acrosomal al descongelado. El trabajo
se realizd en el departamento de Reproduccién e Inseminacidn Artifi-
ciai de la F.M.V.2Z. de la U.N.A.M. y en el rancho "Cuatro Milpas" -
(C.N.E.1.2.) de la U.N.A.M., ubicado en el municipio de Tepotzotlén,
Edo. de México. Se analizaren en total 16 eyaculados utilizando 4
sementales caprinos de las razas: 1 Saanen, 2 Anglc-Nubia y 1 Aloino
Francesa. El semen se colecté por medio de una vagina artificial, -
se evalud y se procedid a diluir. Se usd un diluyente que contiene
Tris, Glucosa, Acido citrico, yema de huevo, Glicerol y 0.E.P.{Orvus
Pasta). El semen fue diluido a temperatura ambiental y se envasd en .
pajillas de 0.5 ml., conteniendo en promedio 100 millones de esperma-
tozoides con motilidad progresiva cada una. Después de la. dilucidn
del semen se enfrid gradualmente hasta llegar a 5°C, temperatura a
1a cual se mantuvo en perfodo de equilibrio durante 1.5 hr. y se pro
cedid al congelamiento en vapores de nitrégeno liquido mantenieﬁdo -
las pajillas a 4.5 cm. de la superficie‘del nitrédgeno duranﬁe 10 min
Posteriormente se sumergieron en el termo de nltrégenc liquido a -
{196°C. Después de 30 dias de almacenamiento en el termo, de las

'144‘paji11as gque se congelaron, 72 se déscongelaron a 37°C‘§or 12-15

seg. Yy 72 a 53°C por 8 seg. En todas las pajillas desconéeladas se



evalud la recuperacidén de 1os espermatozoides observando el movimien
to progresivo y el porcentaje de dafio acrosomal. El andlisis esta~
distico se realizé por medic de una prueba estadistica no paramétri-
ca, empleando la prueba de la mediana y su confirmacidn con 13 prue
ba de XZ. En las pajiilas descongeladas a 37°C el movimiento prosre
sivo de los espermatozoides fue de 62.B1% y el dafic acrosomal de -
9.31%, y en las descongeladas a 55°C por 8 seg. fue de 58.68% ¢ -
12.37% para los mismos pardmetros, no habiéndose encontrado diferen-
cia significativa entre los dos ritmos (PC0.0S5). Ambos ritmos <de
temperatura son adecuadus para el descongelamiento del semen capri-
ng, sin embargo, a nivel de campo el descongelar a 37°C e5 mds senci

110 e implica menos riesgo.



INTRODUCCTON

El principal objetivo de utilizar el semen fresco o congelado
en programas de inseminacién artificial es el mejoramiento genético
da las poblaciones animales por medio del empleo wis efice- de ios

sementales seleccionados por su capacidad para transo

.ir caracte-

res de importancia econdmica {13, 18). El uso del scmen fresco o
congelado puede incrementar el niimero de hembras inseminadas por se
mental por afio (24).

Cuando se usa inseminacién artificial en cabras, tanto el volu
men de la inseminacién como el nimero de espermatozoides que contie
ne, pueden ser reducidos en comparacién con la monta natural (12).
El problema de reducir el nimero de espermatozoides a la dosis re-
querida, pero manteniendo el velumen conveniente para la insemina-
cifn, pusde solucionarse por medio de la dilurién del semen (15). -
La concentracidn del eyaculado del chivo varia de 2 a 6.5x109 esper
matozoides por mililitro y tienen un volumen promedio de 1 mi. (12,
15). Durante la monta natural los espermatozoides ‘que logran pasar
el cérvix son aproximadamente de 100 a 140 millones; por -esta razén
en la inseminacién artificial el minimo de espermatozoides con moti
1lidad progresiva al descongelado debe ser de 180x106 espermatozoi--
des depositados en cérvix (24). Tawbién se han enceontrade  buenos
resultados con dosis menores como 60x106 ¥ 120x106 de espermatozoi-
des métiles descongelados (22).

Los diluyentes sintéticos comunmente usados pueden contener =
tanto Tris (hidroximetil), como Citrato de sodio, gue actlan .como
amortiguadores del pH. Los gldcidos mds usados son la gluéosa o la
fructosa, y son empleados como fuente de energia (25).

. El diluyente ideal debe reunir ciertas caracterfsticas: 1. Pré

veer nutrientes como fuente de energfa. 2. Contener constituyentes -



que brinden proteccién en contra del dafio que causa el enfriamiento
y congelamiento. 3. Proveer un buffer para prevenir cambios de pli,
asi como la formacidén de &cido ldactico. 4. Mantener una adecuada -
presién osmética, as{ como un adecuado balance electrolftico. 5. Sus
tancialmente incrementar el volumen del semen para multiplicar el nd
mero de inseminaciones. 6. Contener antibidticos que inhiban creci-
miento bacteriano. 7. Proveer un medio ambiente en el cual las acti
vidades metabolicas del espermatozoide puedan continuar (24).

Dentro de 10s diluyentes naturales para semen [resco o congela-
do estdn: la yema de huevo o leche: o una combinacién de los dos co-
mo ingredientes bidsicos. El beneficio principal derivado de la yema
de huevo fresca es la proteccidén de la célula espermitica en contra
del choque‘frio por poseer lipoproteina y lecitina (21).

Existen dos tendencias al considerar el uso de la yema de huevo
como componerite del diluyente del semen caprino. Deka y Rao notifi-
can que la han usado, sefialdndo porcentajes de motilidad de 83.83%,
80.46% y 68.43% y un porcentaje de dafio acrosomal de 4.42, 7.98 Y
13.83% después del enfriamiento del periodc de equilibrio y del des-
congelado, respectivamente (8, 9).

Otros investigadores opinan gue la yema de huevo es tdxica para
el semen caprino cuando se usa como parte del diluyenté (4, 23), de-
bido a la presencia de la enzima fosfotidasa (coagulasa de 1la yema
de huevo o fosfolipasa A), producida por las glindulas bulbouretra-
les del Chivo, las cuales catalizan la hidrdlisis de las lecitinas -
de la yema de huevo a dcidos grasos y lisolecitinas (1, 23).

Se han realizado estudios empleando semen fresco .o congelado -
con . Tris, yema de huevo-icido citrico, glucosa o fructosa. y glicerol

en los que se ha obtenido una motilidad maYor del 60% vy un porcenta-



je de 12.37% de acrosomas dadados, despuds de descongelar a 37°C por

12-15 seg. en pajillas de 0.5 ml. (9). En otros estudios con el mis

wo diluyente se obtuvo una motilidad de 74.92% y un porcentaie de
acrosomas normales de 66.07%, congelando en pajillas . 0.25 ml. -
(22).

Entre las causas que afectan la viabilidad del semen congelado
estd la formacidén de hielo intracelular, tanto en la congelacidén co-
mo en la descongelacidén. Los espermatozoides pueden sufrir la pérdi
da de la integridad de las membranas celulares e inactivacidén de un
20% de enzimas acrosomales y pérdida de los fosfolipidos (2).

Los espermatozoides necesitan para poder ser congelados un crig
protector para que esté presente en el diluyente que se va a usar pa
ra congelar. El crioprotector mds usado es el glicerol, ya que brin
da mayor proteccién que al utilizar otros, como por ejemplo: el -

D.M.S.0. (Dimetil-sulféxido) {3}).

La concentracidn del glicerol requerida para proteger a un méxji
mo de espermatozoides es determinada considerando la velocidad del
enfriamiento y el ritmo del descongelamiento. El glicerol evita 1a
remocién de agua durante la formacién de hielo, evitando el aumento

" Ge la concencracién intracelular de solutos (9). [l gilicerol provo-
ca gue la formacibén de los cristales de hielo sea en forme de capas,
en vez de agujas que cortan al espermatozoide lisdndolos y provocan-
do su muerte; la incorporacidn del glicerol al semen es un . proceso
delicado que debe hacerss en [orma gradual (9,11}

' La revisién de literatura sobre el mejor diluyente para semen
congelade de caprino revela una diversidad de opiniones. En  estu-
dios recientes se ha utilizado la motilidad después del descongélado

y el porcentaje de dafio acrosomal, como criterio de evaluacién den-



tro del laboratorio (B8, 19).

El dafio acrosomal puede ser medido por medio del microscopio &p
tico usando técnicas especiales de tincidn, como eosina-nigrosina o
giemsa, aunque puede evitarse la tencién utilizando el microscopio -
da contraste de fases 0 el electrdnico (24).

La motilidad circular es con frecuencia signo de chogue frio o
de un medio que no es isotdnico con el semen, con frecuencia ocurren
motilidad oscilatoria en espermatozoides viejos o que estdn muriendo
Se han desarrollado mdétodos fotoeléctricos para observar 1la veloci-
dad de las células espermiticas, los patrones de desplazamiento y la
croporcién de espermatozoides con movimiento conforme pasan por un
fototubo y estos valores los correlacionan con la fertilidad (15).

La motilidad al descongelado también parece ser afectada por el
grado de dilueidn (25). 1La motilidad parece mantenerse mejor a  una
dilucién de 1:10 y peor a 1:1 o 1:2. Los mejores porcentajes de so-
brevivencia espermitica (40.4 y 40.8%) fueron obtenidcs con dilucio-
nes 1:4 y 1:5 en comparacidén con las diluciones anteriores (1!, 27)

Se han hecho trabajos utilizando diferentes ritmos ée desconge-
lado, obteniéndose diversos resultados al descongelar pajillas de
0.5 ml. a una temperatura de 37°C por 12-15 seg., en la cual se obtyu
vo una motilidad de 68.43% y un dafio acrosomal de 8.64% (7). En otro
estudio se descongelaron pajillas de 0.5 ml. a una temperatura de
35°C por 12 seg. obteniéndase una motilidad de 74.52%, 68.zi% 'y -
54.48% a 24, 48 y 72 horas ragpectivamente (9). Otros investigado--
res descongelaron pajillas de 0.25 ml. a 75°C por 12 seg. y a 35°¢C
por 30 seg. y encontraron gue el descongelado a una temperatura alta
d4ié mejores resultados (17, 25), aunque en condiciones de caﬁpo ‘ es

dificil emplear esta técnica.



La temperatura y el tiempo del congelado y descongelado son pa-

rametros bésicos para la adecuada recuperacién espermdtica. Rlgqunos
autores que han trabajado con bovinos opinan que como regla general,
entre mids riApido se congele y descongele el semen se cobtiene mayor
recuperacidén espermdtica {14, 17},
v La temperatura de descongelacién se puede incrementar para obte
ner mayor recuperacién espermdtica a 40, 60 o 75°C, pero existe el
peligro de exponer a los espermatozoides a una mayor temperatura por
tiempo prolongado, lo cual resulta fatal (24).

Existen muy pocas investigaciones en las que se hayan comparado
tiempos y temperaturas para la descongelacidén del semen de chivo, -
por lo que en el presente trabajo se pretende determinar qué tanta

diferencia existe entre los diferentes ritmos de descongelacién.



MATERIAL Y METODOS

El presente estudio se realizd en el Depto. de Reproduceidn e
Inseminacién Artificial de la F.M.V.Z. y en el rancho “Cuatro Milpas"
(C.N.E.I.Z2.) de la F.M.V.2.~U.N.A.M. Se utilizaron 4 sementales ca-
priros de las siguientes razas: 2 Anglo-Nubia, 1 Alpino Francés y -~
! Saanen. La coleccidén del semen se realizd dos veces por semana du
rance dos semanas (7, 8), con lo que se obtuvo un total de l6 eyacu-
lades para lc cual se utilizd una vagina artificial de 15 cm. de lar
go zor 5.5 cm. de ancho, que tiene en uno de sus extremos un tubo re
colector estéril graduado en mililitros, a una temperatura de 30°
37°C antes de recibir el eyaculado. La vagina artificia! tenfa una
temreratura interna de 42-45°C (15. 24).

Después de recolectar el sSemen se igualaron las temperaturas -
del semen y diluyente manteniéndolos en. el mismo bafio Maria a 37°C ,
se =omd una pequefia muestra de semen para ser analizada e inmediata-
menze después se hizo la dilucién del semen 1:1 (semen:diluyente), -
ya zte una réplda dilucibn preserva al semen en mejores condiciones
vy avuda a proteger el semen contra el chogue frio durante  los si-
‘guisntes minutos (15).

siempre debe afiadirse el diluyente al semen, nunca al revés por
que se puede causar un chogue a los espermatozoides. Una vez hecha
1a Zilucién se mezclé gentilmente y se procedid a analizar.

La evaluacidn de los eyaculados se realizd tomando en cuenta -
las siguientes caracteristicas: 1. Volumen, 2. Motilidad {mov. pro-
gresivo), 3. Concentracidn, 4. Horfologiaby 5. Dafio acroscmal.

El volumen del eyaculado se midié directamente del .tubo fecoleg
tor; el movimiento progresivo se evalud al poner una gota de semen
en un portaobjetos con cubresbjmtos precalentados a 37°C y madteniég

dolos a esta temperatura con una botella plana de vidrio 1llena de
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agua a 38°C a modo de termoplatina (2}, y se observd con el objetivo
secc fuerte. El movimiento individual de los espermatozoides deke
ser lineal, progresivo y se calcula en porcentaje. Una buena mues-
tra debe tener 70% de espermatozoides con este tipo de movimiento. -
Ll movimiento circular o local es anormal (6. 16).

La concentracidn espermitica o densidad se calcula por ei méto-
do del Hematocitbmetro de Spencer. Este método es el mismo gque se
utiliza para el conteo de glébulos rojos. La dilucién se efectda
con la pipeta de glébulos rojos (dilucién 1:200) utilizando una soly
cidn salina al 3% con formalina para matar a 1os espermatozoides Y
poder contarlos sobre la cuadricula de la cédmara de Spencer.

El estudio de morfologia, para observar la cantidad de esperma-
tozoides vivos y las anormalidades, el semen se mezcla con coloran-
tes y se realiza un frotis; en esta técnica se utilizd 1la tincidn de
Ciensa.

Para determinar el dafio acrosomal se siguid la técnica descrita
por Hancock (16), se tomd una muestra de semen (0.01 ml.) que se di-
luyé en 3.0 ml. de solucidn de Hancock; una pequefia gota de esta so-
lucidn se colocd entre porta y cubreobjetos, observindose 100 e¢élu-
las en microscopio de contraste de Fases con el objetivo ~de inmer-
sidn {100x). Se diferenciaron los espermatozoides con margen apleal
acrosomal normal de agquellos que presentaron alguna alteracidn en el
acrosoma.

‘ Conociendo el volumén eyaculado, purcentaje de motilidad progre
siva espermdtica y concentracién espermitica, se procedid a la ditu-
cién final para obtener 100x106 espermatozbides con motilidad progre

"siva en 0.5 ml. (20, 25).

oS Ko DEBE :
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El diluyente utilizado fue: (28}

Solucién Madre

Tris (hydroximetil) aminometano 18.02 g.
D~Glucosa §.978 g.
acido citrico 7.44 g.
Agua bidestilada 500.0 ml.

Solucidn de trabajo

Solueidn Madre ) 35.0 m1.
Yema de huevo 10.0 mi1.
Glicerol 3.5 ml.
Agua bidestilada 1.5 ml.
0.E.P. {(Orvus-pasta) +0.03 ml.

De la solucién madre se tomaron 35 ml. y se‘aﬁadieron 10 ml. de
jema de huevo., 3.5 ml. de glicerol, 1.5 ml. de agua bidestilada y ~
3.03 ml. de 0.E.P. {Orvus-pasta). Se procedidé a llenar las pajillas
de 0.05 ml. conteniendo IOOxlo6 espermatozoides con motilidad progre
siva, selldndolas con alcohol polivinflico. Es {mportante dejar un
pequefio espacio de aire dentro de la pajilia antes de sellarla, este
espacio se hizo por desplazamiento de volumen introduciendo la punta
de un peine especial dentro de la pajilla (24}.

Se procedid a enfriarlas en el refrigerador en posicién horizon -
tal envueltas en una toalla de papel y se mantuvieron en un perfodo
de cguilibrio de 1.5 hr. a 5°C (19). Transcurrido este periodo, las
pajillas se expusieron a vapores de nitrégeno 1iquidc 2 4.5 cm. so-~
bre el nivel del nitrégeno, durante 10 min. Ya congeiadas las paji-~
llas, se introdujeron al termo con nitrégeno 1iquido (-196°C) Yy se

almacenaron aproximadamente 30 dias.
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Las pajillas se descongelaron a dos diferentes tiempos y tempe-
raturas. El primer grupo a 37°C por 15 seq. y el segundo grupo a
55°C por 8 seg. E1 niimero total de pajillas descongeladas fue de
144, de las cuales 72 se desnongelaron a 37°C por 15 seg. y las -
otras 72 a 55°C por B seg. para poder comparar los diferentes ritmes
de descongelacidn. Se procedid a evaluar el porcentaje de movimien-
to progresivo espermitico y el porcentaje de dafic acrosomal; poste-
riormente se analizaron los resultado§ por medio de un andlisis esta

distico no paramétrico empleando la prueba de la mediana y su confir

maacién con la prueba de x2.



RESULTADOS

En el presente trabajo se llegd a la conclusién de que el promg
dic de movimiento progresive ecspermitico en el semen Jdescongelado a
37°C por 15 seg. fue mayor que el semen descongelado a 55°C por -
8 seg., como se aprecia en el cuadro 1 y 2. Aunque el porcentaje en
contrado fue ligeramente superior, no se encontrd diferencia signifi
cativa estadistica importante (P£0.05).

También se encontrd que respecto al porcentaje de dafio aéroso-
mal, éste fue menor en las pajillas descongeladas a 37°C por 13 seq.
que en las pajillas descongeladas a 55°C por 8 seg. (P 0.05). cuadro
2. También se observd que existen diferencias entre razas como se
ptede ver en el cuadro ! y 2, por ejemplo el porcentaje de motilidad
del semental Saanen fue de 81.25% y 65% antes y después de congelar,
en compatacidn ton el semental Anglo-~Nubia que fue de 77 y 62% antes
y después de congelar respectivamente. Asi como también hubo varia-
cidén entre razas.

Es importante hacer notar que aunque el procedimiento es el mis
mo para cada semental, siempre existen variaciones; pero el tomar en
cuenta la diferencia de razas es de importancia para la elaboracién

de programas Zootécnicos y de Inseminacién Artificial (13).



CUADRO

PROMEDIO DE MOTILIDAD Y DANO ACROSOMAL DE SEMEN DE CUATRO MACHOS CAPRINOS DESCONGELADOS EN

PAJILLAS DE 0.5 mli.

A 37°C POR 12 SFEGUNDOS

Chivo

Nimero de

No. de pajiilas| % Mot. antes % Dafio acro- | ¥Mot. des~ | ¥ Dafio acro
eyaculados descongeladas de congelar somal antes |pués de somal des-
de congelar |congelar pués de con
gelar
Saanen
1 4 18 81.25 2.5 65 8.75
Anglo-
Nubio
2 4 18 77.5 4.75 62.5 10.75
Anglo-
Nubio
3 4 18 80 5.25 67.5 7.75
Alpino
4 q 18 B1 5 56.25 10
. Total 16 72 79.9 4.37 62.81 9.31




CUADRO 2

PROMEDIO DE MOTILIDAD ¥ DANO ACROSOMAL DEL SEMEN DE CUATRO MACHOS CAPRINOS DESCONGELADOS EN

PAJILLAS DE 0.5 ml. A 37°C POR 12 SEGUNDOS

Chivo Nimerc de No., de pajiilas % Mot. antes| % Dafio acro- < Mobt. des- % Dafio acrg
eyaculados § descongeladas de congelar somal antes pués de somal des-
de congelar congelar pués de con
[ e e . gelar
Anglo-
Nukio
1 4 i8 T77.5 3.5 56.60 13.75
Anglo-
Nubioc
2 4 18 77.5 5.5 &66. 25 9
Alpino
3 4 18 81.2% 3,75 53.25 15
Saanen
4 4 8 83.75 4.75% 58,75 11.75%
Total 16 72 a0 4.37 58.68 12.3




DISCUSION

Cuando el semen es sometido a un proceso de dilucién y enfria-~
miento © congelacidn existe una disminucién en la moviiidad espormé-
tica que puede ser debido a que existe una posible pérdida o altera-
cién de los componentes celulares y a un trastorno en 21 intercambio
iénico, involucrando al potasio y quizis a los fosfatos que se obser
van en la dilucién del semen (1).

Debe tenerse mucho cuidado para evitar un ripido enfriamiento -
de 18 a 5°C porque dentro de este rango de temperatura, los esperma-
tozoides son particularmente sencibles al choque frie (24).

La reduccidén de la temperatura debe seguir una determinada cur
va; ésta serd tan lenta como para no deshidratar a los espermatozoi-
des y evitar la rdpida cristalizacidn intracelular, y lo suficiente-
mente rdpida para evitar dafio osmético al exponerlcs a un medio
hiperténico durante el congelamiento {5, 12)}.

En un trabajo en el que se descongeld semen de chivo en paji-
llas de 6.5 mi. a 37°C por 12 a 15 seg. se tuvieron mejores resulta-
dos con el ritmo de enfriamiento mds lento (35°C a 5°C en 2.5 hrs.),
con 69.55% de motilidad progresiva y con el mis bajo porcentaje de
dafio acrosomal (6).

El descongelado del semen es un procedimiento critico, ya que
puede ocurrir dafio celular tanto al momento de congelar, como al mo-
mento de descongelar. No existen pardmetros técnicos para  detectar
y medir el grado de afeccidén debido al congelamiento o descongela-
miento por separado. Se debe tener cuidado en la seleccién de un me
dio de dilucidén adecuado para utilizarsse dentro de un ritmo de con-
gelacién-descongelacidn (25).

Existe un rango muy amplio en cuanto a los diferentes perfodos

de equilibrio utilizados, aldgunos autores prefieren usar rangos. que
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duran varias horas en periodo de equilibrio (8), asi como otros pre-
fieren periodos de equilibrio mds cortos como el de 1.5 hr. a 5°C, -
que ha sido utiiizado por varios autores con éxito (8, 23j.

Debe mantenerse la temperatura constante a 5°C durante todo el
periodo de equilibrio, ya que arriba de 5°C 1la motilidad y metabolig
mo no son inhibidos lo suficiente, y temperaturas abajo de 0°C pue-
den ser fatales para los espermatozeides (24). El congelamiento en
si, cuando se realiza de modo correcto, tiene escazos efectos sobre
la ultraestructura de las células espermiticas, lo que ha sido demog
trado mediante microscopia electrdnica; pero el congeiamiento inade-
cuado puede dafiar el acrosoma y las membranas celulares (26).

De acuerdo con los resultados obtenidos no se encontrd diferen-
cia estadistica entre los dos diferentes ritmos de descongelacidn, -
aln cuando existe variacién de opiniones respecto a algunos autores
que mencionan gque a medida gque se aumenta ila tempcratura de desconge
lacién, aumenta el porcentaje de motilidad espermitica y el porcenta
je de acrosomas normales en trabajos con semen bovino (14, 17).

Se han hecho trabajos donde se obtienen resultados  superiores
con las descongelaciones ripidas, pero muchas de éstas son a nivel -
laboratorio o contando con todo el equipo necesario para facilitar -
la descongelacidén. A nivel de campo deben considerarse las pequefias
variaciones en el tiempo de descongelacidn, lo que puede ocasionar -
dafilos irreversibles en la sobrevivencia espermitica.

Investigadores que han trabajadoc con scmen hovino no obtuvieron
diferencias significativas en el porcentaje de movimiento progresivo
y de dafio acrosomal cuando descongélaron a 35°C y a 75°C, lo cual es
contrario a los reportes de otros investigadorgs que obtuvieron mayg
rés porcentajes de motilidad progresiva al descongelar a. 35°C que a

50°c (15, 17).
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El procesamiento del semen de chivo requiere generalmente de dji
luciones muy bajas como 1:4, ya que se requiere de envasar @n un pe-
quefio volumen una gran cantidad de espermatozoides. fsto ~rigina -
que los ingredientes presentes en el diluyente disminuyan en su con-
centracidn después de diluir y por lo mismo. al momerto de la conge-
lacién. El grado éptimo de descongelamiento depende de la concentra
cibén de glicerol, el tiempo de equilibrio, del tamafio de la pajilla
y el tipo de diluyente (13, 15).

Es necesario tomar en cuenta que la determinacidn del dafio acrg
somal es sumamente importante, pues no esta relacionado con la moti-
lidad de los espermatozoides, 1o cuales pueden tener buena motilidad
y tener dafiado el acrosoma. El dafio acrosomal varfa con el método -
de congelamiento y descongelamiento. E1 borde apical del acrosoma
del espermatozoide del toro, carnero y chivo, se deterioran con la
edad (15), por lo que se puede confundir si el dafio fue causado por
el congelamiento o descongelamiento, por tal razdn se debe analizar
el dafio acrosemal antes del congelamiento y después del descongela-
miento para saber cudl fue el dafio real producido.

Se puede concluir gue bajo las condiciones en que se realizé es
te experimento, ambos ritmos de descongelacidn pueden ser utilizados
pero a nivel de campo, se recomienda la deécongelacién a 37°C por 12
a 15 seg. dada la facilidad que representa el obtener y mantener eg
ta temperatura constante. Ademds que los pequefios errores gque en
cuanto a tlempy se pudieran tener al descongelar a 37¢C, no son fatg
les para los espermatozoides, mienﬁras que a mayores temperaturas el

dafio puede ser irreversible.
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