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RESUMEN.

Con el objeto de evaluar la técnica de filtracion de semen utilizando
columnas de Sephadex, se determin6é la motilidad, concentracion, morfologia e
integridad acrosomal de los espermatozoides filtrados y la eficacia de la tincién
acrosomal propuesta por Kovdcs y Foote (1992).

Se recolectaron 16 muestras de semen de un carnero adulto, por medio de
vagina artificial. El semen fué diluido 1:4 (semen: diluente) en el diluente Tris-
glucosa-yema de huevo. Las muestras se trabajaron por duplicado. La filtracién
se realizé en columnas de 2cm de altura conteniendo cada una de ellas 0.5g de
Sephadex. De cada filtro se recolectaron 3 fracciones filtradas (1,2 y 3) y una
muestra de los espermatozojdes que_quedaron retenidos en las columnas. Los
datos se analizaron por medio de andlisis de varianza. Se utilizaron como cova-
riables los valores del semen fresco y la prueba de Tukey para diferencia de
medias. Los datos expresados en porcentaje se transformaron al arcoseno.

La motilidad prggresiva se incrementé como resultado de la filtracién del
semen, 78.4% y 71.8% en las fracciones 1 y 2, en comparacién al semen fresco
que presenté 57.9% (P <0.01).

La concentracion de espermatozoides recuperados después de la filtracion
fué de 3 481 millones de espermatozoides por mililitro, correspondiente al 62.2%
del valor inicial del semen fresco que fué de 5 594 millones.

En relacién a la morfologia espermatica, €l orcentgge de esgermatozoides
normales aumenté con la filtractén, presentando [a fraccion 1, 74.8% de éstas
células en comparacién_al semen fresco que registr6 63.2%. En cuanto a las
anormalidades espermdticas, sc registraron valores muy altos, ya que el semen
fresco present6 37.1%, correspondiendo el 8.1% a primarias, y el 29% a
secundarias. Estos valores disminuyeron con la filtracién del semen, pero s6lo en
la fraccién 1 que presentd el 25.1% dec anormalidades, 5.5% de primarias y
19.6% de secundarias (P <0.05).

. En la relacién morfologfa-integridad acrosomal, se encontré que la frac-
cién 1, presentd el valor mis elevado de espermatozoides normales y anormales
con acrosoma intacto (73.6%), muy pocos espermatozoides sin acrosoma
(1.9%). La fraccion 2 se caracterizé por posecr pocos espermatozoides con
acrosoma intacto (25.5%), tener un elevado porcentaje de acrosomas dafiados
&40.6.%)5 poseer ¢l valor mds alto de espermatozoides sin acrosoma (23.2%). La
raccién 3 presentd la cifra mds alta de espermatozoides sin acrosoma ni anillo
postacrosomal, 56.9%, al mismo ‘tiempo presentd el porcentaje mis bajo de
acrosomas intactos 2.1% y, también tuvo un porcentaje elevado de células sin
acrosoma, 22.3%. La fraccion retenida presentd 11% de espermalozoides norma-
les y 16.9% de acrosomas intactos, ademas de poseer el vaﬁ)or mas alto de esper-
matozoides con acrosoma dafiado, 46.4% (P <0.05).

. La filtracion a través de columnas de Sephadex posee una elevada selecti-
vidad para retener espermatozoides dafiados y permite el paso de la mayor parte
de los espermatozoides intactos.



I. INTRODUCCION

En México, la poblacién ovina se ha mantenido estitica durante los dltimos
40 afios, oscilando entre los 4 y 5 millones de cabezas, las cuales son explotadas
en su mayorfa por productores campesinos con bajos recursos econémicos o por
gente dedicada a otras actividades, lo cual hace que su demanda sea sélo de tipo
local. Por otra parte, alrededor del 95% de la poblacién ovina estd formada por
ganado criollo y el otro 5% restante son animales de razas puras como Ramboui-
llet, Hampshire, Suffolk, Corriedale y Pelibuey entre otros (De Lucas, 1984).

Al igual que en otros paises en vias de desarrollo, en México Ia especie
ovina desempefia un papel importante como proveedora de alimentos, sin embar-
go se le ha dado poca importancia, no obstante el ser una especie productiva en

algunas zonas que se caracterizan por su pobreza (Gutiérrez, 1992).

La rentabilidad de una empresa ovina estd determinada por varios facibrcs ‘
importantes, uno de ellos es el nimero de crias nacidas por oveja y pbr afio'y, no
resulta raro observar fertilidades anuales menores al 50%, aunadas a pesos
corporales bajos. Esto se podria incrementar de dos maneras bésicas: primero,
aumentando la cantidad de crias que nacen por parto y en segundo lugar, acor-
tando el intervalo entre partos, incrementando de esta manera la cantidad de
corderos producidos anualmente en el rebafio. Ademds de los beneficios inheren-
tes a la venta de mas corderos, se tendrian evidentes avances de tipo biolégico,
tales como mds rdpido crecimiento del rebaiio y mayor presién de seleccnén para '

el mejoramiento genético del mismo (Trejo, 1986).

Para lograr un mejoramiento genético es necesario un balance emre la L

seleccién y la eficiencia reproductiva. La utilizacién de sememales genéueamente o

mejorados es una alternativa para incrementar cualitativa y cuanmauvameme lOS‘ :



productos ovinos. Uno de los caminos mds adecuados para la utilizaci6n de estos

sementales es el uso de la inseminacién artificial (Vallejo y col., 1990).
Inseminacién artificial.

La inseminaci6n artificial es el método reproductivo en el que se obtiene
el semen del macho para introducirlo posteriormente en el aparato reproductor de
la hembra por medio de instrumentos especiales, no existiendo contacto directo

entre el macho y la hembra (Evans y Maxwell, 1990).

Actualmente en México, la inseminacién artificial en ovejas es poco utili-
zada en comparaci6n a otras especies como los bovinos, ésto puede deberse al
desconocimiento de la técnica. Sin embargo, su empleo ofrece importantes venta-
jas en relacién al empadre natural como la aceleracién del mejoramiento genético
del rebaiio, ya que los machos genéticamente superiores pueden emplearse mdis
ampliamente en cuanto a nimero de servicios posibles, mejor control reproduc-
tivo y sanitario y ademés permite un mejor establecimiento de medidas de manejo
(Cuadra y col., 1990; Bustamante y col., 1990).

Existe la posibilidad de utilizar el semen en estado fresco o congelado. La
inseminacién con semen fresco, via pericervical, es la mas efectiva en el aspecto
econémico, debido a las elevadas tasas de concepcién obtenidas que van del 60
a95%. El empleo de semen fresco presenta inconvenientes como el corto tiempo
de viabilidad de los espermatozoides, por ello su empleo se limita a lugares

cercanos al sitio de recoleccién (Bustamante y col. 1990).

Para romper con estas limitantes, se ha recurrido a la congelacién del
semen, siendo posible mantener a los espermatozoides en buenas condiciones
durante varios afios. La conservacién del semen a corto y largo plazo es funda-

mental para el 6ptimo aprovechamiento del potencial reproductivo de los semen-

s L




tales seleccionados. Otras ventajas de la congelacion del semen son su fécil
transportacion, adn a lugares lejanos del sitio donde se recolectd, posibilidades de
acelerar el mejoramiento genético del rebafio y obtener una més rdpida multipli-
cacién de razas nuevas(Evans, 1988; Jheltobruch, 1979, citado por Medrano,

1993).

E! semen, después de recolectado, se puede congelar y almacenar durante
la estacién reproductiva, cuando éste se produce con mayor concentracién y
calidad y, puede ser aplicado en cualquier época del afio y 4drea geografica

(Pérez, 1984; Bustamante y col., 1990).

Sin embargo, la conservaci6n del semen ovino ha tenido dificultades
porque presenta bajos porcentajes de motilidad después de congelado, que se
reflejan en bajos indices de fertilidad. En la mayoria de los casos la fertilidad
obtenida va de un 25% a un 45%, aunque en condiciones experimentales se ha

logrado pasar del 55% (Gutiérrez y col., 1990; Evans y Maxwell, 1990).

.La Bajé fertilidad obtenida con el empleo de semen congelado, después de
la inseminacién cervical, estd asociada a una reducida viabilidad de los esperma-
idz}oidesidescongelados. por lo cual no logra establecerse una poblacion suficiente
de ellos en el cérvix, ademds existen fallas en el transporte espermatico a través
del cérvix y dtero hacia el oviducto (tuba uterina). Al final, muy pocos esperma-
tozoides viables y sin dafios alcanzan el sitio de fertilizacién y, como resultado,
la fertilidad del rebaiio se ve deprimida (Evans y Maxwell, 1990).

Recientemente, se ha desarrollado Ia técnica de inseminacién intrauterina
por medio de laparoscopfa. De esta manera, es superada la barrera‘del cérvix, ya

que el semen se deposita directamente en los cuernos- uter

concepcion son comparables a la obtenidas con monta natu



inseminacién con semen fresco diluido o sin diluir. La fertilidad obtenida con
esta técnica es de 50 a 80% (Evans, 1988; Evans y Maxwell, 1990}. Aunque esta
técnica es de uso rutinario en algunos paises como Australia y Nueva Zelanda, y
“técnicamente puede ser posible su empleo en México, no resulta una opcién,

sobre todo econémica, para la mayoria de criadores (Evans, 1988).

Por otro lado, una de las principales razones por las que no se ha logra-
do mejorar la fertilidad del semen descongelado, se atribuye al pobre desarrollo
de diluentes capaces de conservar la motilidad y viabilidad de los espermatozoi-
des, por lo cual la investigacion debe dirigirse a encontrar mejores diluentes y
crioprotectores que logren preservar la motilidad, morfologia y viabilidad de los
espermatozoides, asi como de pruebas de calidad del semen que muestren corre-
lacion con la fertilidad y que indiquen su capacidad de soportar el proceso de
congelacion-descongelacién (Evans, 1988; Medrano, 1993).

Produccion y evaluacién del semen.

La fertilidad del macho estd intrinsecamente ligada a la calidad del semen.
La composicién de éste varia segin las especies, entre los individuos de una -
misma especie ¢ incluso entre los eyaculados del mismo -individuo (Denvaux‘ :
1976; Evans y Maxwell, 1990; McDonald, 1991). .

En la oveja, como en otras especies, la fertilidad depende entrc otras .

cosas, del nimero y calidad de los espermatozoides deposuados en’

genital femenino. Por lo que la capacidad de produccion esperméuca Y. la,cahdad ey

del semen deben ser considerados cuando se evaliia a los reproductores ya que

es necesario un gran nimero de espermatozsides de bucna cahdad para u ade-
cuado apareamiento (Gutiérrez, 1992).

En los machos, Ia produccién de semen constituye la premisa ‘ﬁlndé'rr'léhlal



para la reproduccién, los espermatozoides se forman en los nibulos seminiferos
de los testiculos por una serie de divisiones celulares (espermatocitogénesis),
seguidas por una metamorfosis (espermiogénesis), que produce una célula alia-
mente diferenciada y potencialmente moévil: el espermatozoide. El espermatozoi-
de es una célula altamente especializada, que ha evolucionado para ejecutar como
funcién Gnica la fecundacién del ovocito (McDonald, 1991).

El semen estd formado por dos constituyentes principales: el plasma
seminal y los espermatozoides. El plasma seminal es una mezcla de liquidos
secretados por las glandulas vesiculares, los epididimos, ductos deferentes y otras
glindulas sexuales accesorias; tiene tres funciones principales: a) actda como
vehiculo para los espermatozoides, b) sirve de activador de la motilidad para los
espermatozoides, los cuales previamente no son motiles y, c) proporciona un
medio rico en nutrientes, tamponado, que colabora para mantener la superviven-
cia de los espermatozoides después de depositarse éstos en el aparato reproductor
de la hembra (Evans y Maxwell, 1990).

El semen ha sido intensamente estudiado desde la introduccién y desarrollo
de la inseminaci6n artificial. Se evalia para determinar la utilidad del macho o la
de un eyaculado en particular. Antiguamente, la infertilidad era practicamente la
Gnica razén para evaluar la capacidad reproductora del macho; actualmente, el
examen de sementales con respecto a su capacidad sexual es parte importante de

la medicina veterinaria preventiva (Sorensen, 1982; Zemjanis, ]985);

Innumerables sistemas han sido utilizados para evaluar el semen y todos
ellos han tenido un objetivo comin: descubrir métodos capaces de determinar y
pronosticar la fertitidad del macho (Sorensen, 1982; Zemjanis, 1985; Samper,
1992). ' e



La mayoria de las pruebas empleadas para la evaluacién del semen estin k
pobremente correlacionadas con la fertilidad del espermatozoide; por lo que -
actualmente, no existe alguna prueba o caracteristica seminal que por sf sola
pueda servir para precisar la fertilidad del macho (Evans y Maxwell, 1990;

Samper, 1992).
Generalidades y evaluacion del acrosoma.

La espermatogénesis, es el proceso de divisién y diferenciacién celular que
conduce a la formacién de los espermatozoides, comprende dos fases: 1) la
espermatocitogénesis, que abarca una serie de divisiones mit6ticas a partir de
células germinales primordiales, seguidas de divisiones mei6ticas que dan como
resultado el estado haploide del espermatozoide y 2) la espermiogénesis, que
involucra cambios morfolégicos que dan como resultado la forma caracteristica
de! espermatozoide, la formacion del acrosoma y la migracién de las mitocon-
drias alrededor de la pieza media y en el origen del flagelo. Durante esta fase se
desarrollan tanto Jos espermatozoides normales como los anormales. La esper-
miogénesis principia en los tibulos seminiferos y se completa en el epididimo
(Hafez, 1987; McDonald, 1991).

La formacién del sistema acrosomal empxeza con la aparicién de dos o tres
granulos postacrosomales dentro del’ aparato reticular interno (complejo de
Golgi), en el citoplasma de las espennégldes, éstos forman un solo grénulo acro- '
somal, contenido en una vesfc_iula‘bacr‘c:;is‘t:)mél;"él cual se mueve hacia la parte
anterior de la membrana nuclear. Lan'\"'ésfcma ablastada sobre el nicleo forma el
capuchén cefilico, el cual sufre modificaciones que dan lugar al. acrosoma; La
combinacién del acrosoma y del capuchén cefalico forman el smtema acrosomal
(Ramos, 1986; Hafez, 1987), (figura . )



Fig. 1 Formacién de un espermatozoide. Obsérvese las inclusiones
celulares responsables. 1. Espermatogonia. 2. Espermatocito primario. 3.
Espermatocito primario, profase temprana. 4. Espermatocito primario,
anafase temprana. S, EEpermatide joven, 6-8. Espermdtides. 9-11. Espermai-
tides tardios. 12 y 13. Espermatozoides inmaduros. 14. Espermatozoide. m.
mitocondrias. ma. manchete. cg. complejo de golgi. rcg. remanente de golgi.
ca. cuerpo accesorio. cr. cromosomas. cd. centriolo distal. cp. ceniriolo
proximal. ac, anillo centriolo. fa. filamento axial. pa. proacrosoma. an.
anillo nuclear o Eqstacros(_)gnal. vin. vaina mitocondrial. gp. gota protoplds-
mica. cpn. capuchén o region postacrosomal (Adaptado de McDonald, 1991).



Ei acrosoma consiste en una matriz de un material homogéneo dentro de
un sistema de membranas, compuesto de dos partes desiguales: el segmento
anterior y el segmento ecuatorial. El segmento anterior es la porcién principal
que rodea como una funda marginal a la cabeza del espermatozoide. El segmento
ecuatorial es una depresién semilunar con una dimension de una qﬁinia parte dej

acrosoma entero en el carnero (Hafez, 1987; Cross y Meizel, 1989).

La regién posacrosomal muestra una compleja morfologia que exhibe
depresiones dentadas y estriaciones. La matriz acrosomal contiene enzimas hidro-
liticas tales como: acrosina, hialuronidasas, enzima penetradora de la corona y
varias hidrolasas 4cidas. El acrosoma y su contenido estan involucrados en la
penetracién del espermatozoide a través de la corona radiada y la zona pelicida

del 6vulo (Ramos, 1986).

El porcentaje de espermatozoides con morfologia normal del acrosoma es
comiinmente usado como un método de evaluacién del semen en muchas especies
(Pintado y Pérez, 1992).

Las anomalias del acrosoma son clasificadas como anormalidades priniarias’,
del espermatozoide y se ha demostrado que estd asociado con baja femlldad o B
esterilidad completa (Wells y Awa, 1970). : s

Se conoce que algunas anormalidades del acrosoma pueden ser. herednanas o

y algunos estudios han mostrado que el medio puede causar cambnos destrucuvos

e irreversibles en el acrosoma. También se ha sefalado, que »enlrc-,las'posxbles

causas de los pobres resultados de fertilidad logrados coh‘ semen "de"ca'mé’ro"," B

congelado-descongelado, estd el dafio acrosomal de los espermatozoxdes por el
proceso de congelacitn-descongelacidn, ocasionado por la falta de proteccnén al :,

cambio térmico (Rangel, 1985).



El acrosoma se lesiona en forma gradual y comienza con un ensanchamien-
to de la porcién anterior que luego se deteriora y desprende. Otra de las causas
de dafio acrosomal en espermatozoides de carnero es el almacenamiento por largo
tiempo o, cuando la muestra recibe un choque frio, produciéndose una ruptura
del mismo. Si bien la yema de huevo es benéfica durante el enfriamiento y la
congelacién, Ia presencia del glicerol en el diluente produce un incremento en la
supervivencia del espermatozoide; ya que reduce al minimo el daiio electrolitico a

medida que se congela el agua (Ramos, 1986).

Varias tinciones han sido empleadas rutinariamente para ayudar a determi-
nar las caracteristicas morfolégicas del espermatozoide (Wells y Awa, 1970). Sin
embargo, pocas de estas tinciones dan una buena definicién del acrosoma.Kovdcs
y Foote (1992), diseharon una tincién acrosomal para espermatozoides de toro,
verraco y conejo, que combina un procedimiento de tincién con Azul tripin-
Giemsa o Rojo Congo-Giemsa, a diferentes concentraciones y temperaturas
{Anexo 2), con la cual lograron distinguir 5 clases de espeﬁnatozoides vivos y
muertos en base a su integridad acrosomal, dando esta combinacién de colorantes
una muy buena definicién del acrosoma y de la morfologia de los espermatozoi-

des.
Dilucion del semen.

Debido a que los espermatozoides eyaculados no sobrevivén u’n’ perfodo
largo de tiempo fuera de! tracto genital, es necesario agregaries algunds égenles
conservadores con los cuales se forma una suspensién que aporta nutrientes como
fuente de engrgfa; que pi'oteja contra los efectos daiiinos del enffiamiento rdpido,
proporcione un medio amortiguador de cambios de pH, mantenga la presion
osmética y el equilibrio electrolitico, inhiba el crecimientb bacteriano y aumente

el volumen del semen para que pueda utilizarse en varias dosis de inseminacién.
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Los componentes bisicos de un diluente seminal son: a) una solucin
amortiguadora que generalmente contiene fosfatos, citratos o Tris (hidroximetil)
amino-metano, en solucién, b) Un medio nutritivo como yema de huevo, leche
descremada, lactosa, sacarosa, fructosa, etc., y ¢) una solucién bactericida

(penicilina, estreptomicina, polimixina, etc.,) (Chagoya, 1991).

La inseminaci6n artificial ha contribuido al desarrollo de diluentes efecti-
vos para el espermatozoide bovino, lo que permite un mantenimiento prolongado,
tanto a temperatura ambientc como congelado, con excelente viabilidad. En
contraste, los diluentes satisfactorios para el espermatozoide de carnero no estin
disponibles y la inseminaci6n artificial en ovejas es practicada solamente con
limitados diluentes, ya que los diluentes empleados para el espermatozoide
bovino no son recomendables para el semen ovino, debido entre otras cosas, a
que aunque lleven los mismos ingredientes, la concentracién de éstos es diferente
entre uno y otro {Upreti, 1991).

E! diluente a base de Tris ha sido ampliamente probado en semen de
carnero y se ha comprobado que mantiene una proporci6n mds alta de espermato-
zoides métiles, asi como también un nimero mayor de espem\atozoidesvsin
cambios acrosomales que otros diluentes que llevan como base lactosa, rafinosa,
citratos, etc., (El-Gaafary, 1990). ' ' '

Filtracién del semen.

Los espermatozoides de mamiferos estdn caracterizados por una marcada
heterogeneidad morfolégica en un eyaculado. Se ha reportado que los espermato-
zoides muertos, dafiados o anormales, tienen una influencia negativa en la fertili-
dad del semen, ya que tienen efectos t6xicos y liticos sobre las demds células que
los acompaiian en el eyaculado y consecuentemente reducen la fertilidad (Graham
y Graham, 1990; Anzar y Graham, 1993).
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En el cruzamiento natural, el moco cervical ayuda a seleccionar los esper-
matozoides métiles y actiia como una barrera contra los no métiles; esta seleccién
no se lleva a cabo en la inseminacién artificial. La remocién de espermatozoides
muertos y dafiados de un eyaculado, se ha venido haciendo en los dltimos afios,
por medio de la filtracion del semen a través de diversas sustancias como perlas
de vidrio, fibra de vidrio, columnas de Sephadex, Sephadex con intercambiadores
de iones, utilizadas como filtros (Samper, 1992; Anzar y Graham, 1993).

La filtracién del semen consiste en la separacién fisica o qufmica de
espermatozoides a través de un filtro; pasando por éste los espermatozoides
métiles (vivos) y quedando retenidos los no métiles, los cuales pueden estar
muertos o dafiados (Bangham y Hancock, 1955; Graham y Graham, 1990;
Anzar y Graham, 1993). Este procedimiento, ademds de que permite seleccionar
una buena poblacién de espermatozoides, es util para reducir la viscosidad del
semen y para remover particulas extrafias o espermatozoides aglutinados (Paul-
son y Polakoski, 1977; citados por Medrano, 1993).

El objetivo principal de la filtracién del semen es seleccionar una poblacién
de espermatozoides fisicamente mas aptos para llevar a cabo la fertilizacién y
sean éstos capaces de resistir el proceso de congelacién-descongelacion, incre-
mentando de esta manera la eficacia de la inseminaci6n artificial en las ovejas.
Algunos reportes sefialan que el semen filtrado soporta mejor Ia criopreservacién
y la descongelacién que el semen sin filtrar, sin embargo, ésto sélo ha sido
medido en base a la motilidad espermdtica pre y postcongelacién y son pocas las

pruebas de fertilidad que se han realizado con semen filtrado (Medrano, 1993).

Se han utilizado una gran variedad de filtros como perlas de vidrio de
diferentes didmetros, gradientes de alblimina sérica bovina, fibra de vidrio

(borosilicato), geles newtonianos, geles de Sephadex, la mayorfa de estos filtros
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han retenido los espermatozoides no mdétiles pero han fallado al no poder aumen-
tar la festilidad (Graham y Graham, 1990).

La primera separacién exitosa de espermatozoides motiles de los no m6ti-
les fué realizada pasando semen diluido a través de una capa de perlas de vidrio

(Anzar y Graham, 1993).

La fibra de vidrio (borosilicato), es también uno de los primeros filtros
utilizados. El primer reporte disponible en que se utiliz6 la fibra de vidrio como
filtro para semen corresponde al que hicieron Maki-Laurila y Graham (1968),
con semen de toro; desde entonces, su uso es continuo y actualmente es de {os fil-
tros més utilizados. Se ha visto que la fibra de vidrio es el filtro més efectivo
para atrapar espermatozoides muertos, se ha empleado para remover restos celu-
lares y otras partfculas de deshecho presentes en el semen y ademds para reducir
su viscocidad (Medrano, 1993).

Otro de los filtros que se ha venido utilizando en los Gltimos afios es el
Sephadex. El Sephadex es un carbohidrato especialmente tratado (dextrina del
almidén) que al activarse (hidratarse) forma un gel compuesto por pequeiias
esferas porosas, empleado para la separacitn de proteinas (Merrz, 1971; Lehnin-
ger, 1982}, aunque en los tltimos afios también se ha venido empleando para
separar espermatozoides mdtiles de no métiles, ademds selecciona a los esperma-
tozoides sin dafio acrosomal (acrosoma intacio) y retiene a los que presentan el
acrosoma dafiado (Fayemi y col., 1979; citados por Medrano, [993; Guerrero,
1981; McDonald, 1991). :

E! primer reporte que se tiene de filtracién de semen a través de filiros de
Sephadex es el correspondiente a Graham (1976) quien propuso una prueba
rdpida y objetiva de filtracién de semen de toro a través de columnas conteniendo
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Sephadex G-15-100 soportado por fibra de vidrio. En esta prueba se llevé a cabo
la separacién de espermatozoides "vivos" de los "muertos” que quedaron reteni-
dos en los filtros Landa y col., 1980; Samper y Crabo, 1988; Samper, 1992).

Graham y col. (1976), reportaron su conveniencia para espermatozoides de
. carnero; Fayemi y col, (1976) para verraco; Heuer y col. (1983) para el bifalo
de agua y Samper y col. (1991) para el caballo (Hellander, 1992; Samper, 1992).

Crabo y col. (1986), observaron que todos los espermatozoides que pasa-
ron a través de los filtros de Sephadex tenian motilidad, pero no todos los esper-
matozoides motiles pasaban a través de éstos. También mencionan que los
espermatozoides con acrosoma dafiado fueron invariablemente atrapados en las

columnas de Sephadex (Samper, 1992).

La motilidad espermdtica y la integridad de la membrana han sido sugeri-
dos como algunos de los factores que influyen en el atrapamiento de las células
en el filtro, Se han hecho muchoé estudios empleando el Sephadex para la filtra-
cién del semen, sin embargo el mecanismo exacto para la remocién de esperma-
tozoides muertos, anormales y dafiados, es todavia desconocido (Samper, 1992;
Anzary 'Graﬁam, I 993).

En la rata, se ha reportado la presencia de una glucoprotefna sulfatada
(SGP-II) presente en la membrana del espermatozoide, producida por los epite-
liocitos sustentaculares (células de Sertoli). Cuando la membrana sufre dafio y
quedé expuesta la SGP-II, ésta se fija firmemente al Sephadex (Samper, 1992).

Pryor y col. (1991), filtrando a través de columnas de Sephadex los extra-
clos de membranas espermiticas, revelaron la presencia de varias bandas que
denominaron colectivamente como Proteinas Unidas al Sephadex (SBP) y encon-

traron que |2 mayor de estas bandas tiene una fuerte reactividad cruzada con una
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proteina llamada clusterina, que tiene caracteristicas similares a la SGP-Ii, ambas
producidas por las células de Sertoli del carnero y rata respectivamente (Samper y
Crabo, 1988; Samper, 1992).

La clusterina sirve como una proteina transportadora de lipidos, como
proteina de agregaci6n celular y como un activador del complemento; aunque ia
mayor actividad de ésta proteina es la inmunoestimulacion. Se puede especular
que las células espermaticas que son daiftadas y en las cuales queda expuesta la
clusterina, debido a un efecto del diluente o a un mal manejo del semen, pueden

ser destinadas a morir quedando unidas firmemente al Sephadex (Samper, 1992).

Esta reaccién de la clusterina con el Sephadex, presente en los espermato-
zoides dafiados, se ha propuesto como el mecanismo por medio del cual el
Sephadex separa los espermatozoides de acrosoma intacto de los espermatozoides
con acrosoma dafiado. A su vez, los espermatozoides retenidos se van aglome-
rando formando una barrera que impide el paso a otros espermatozoides, con lo
cual s6lo logran pasar a través del filtro aquellos espermatozoides que poseen una
buena motilidad. Sin embargo, no todos los espermatozoides métiles y con acro-
soma intacto, logran pasar ya que un buen porcentaje de élios quedan retenidos
en los filtros, al impedirles el paso los espermatozoides aglomerados y fijados al
Sephadex (Was y col., 1992).

Por otro lado, la filtracién del semen que se ha venido practicando en las
tiltimas décadas, ha tenido resultados alentadores por lo cual se debe de seguir
investigando para encontrar el mejor filtro o' combinaci6n de filtros. Ademids, la

filtracion del semen puede ser utilizada como’un procedimiento’ de rutina en los

bancos de semen para mejorar la calidad de eyaculados; ini alméhté pobres, de
machos valiosos; de esta manera, un mayor potencxal del mejoramxento genetlco

de los ovinos serd aprovechado (Was y col., 1991)

15



II. OBJETIVOS.

1.- Evaluar la técnica de filtracién de semen utilizando

como filtros columnas de Sephadex.

2.- Seleccionar una poblacién de espermatozoides mds aptos
para la fertilizacién, removiendo los espermatozoides
muertos y anormales mediante su filtracién a través de

las columnas de Sephadex.

3.- Evaluar la motilidad progresiva, concentracién, morfolo-

gia e integridad acrosomal del semen filtrado.

4.- Evaluar la eficacia de Ia tincién acrosomal a base de
Azdl tripdn al 0.25% y Giemsa al 5%, propuesta
por Kovics y Foote (1992).
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I111. MATERIAL Y METODOS.

El presente trabajo se realizé en el Laboratorio de Reproduccién Animal e
Inseminacién Artificial y en el Médulo de Ovinos de la Facultad de Estudios
Superiores Cuautitlin (U.N.A.M.), cuya ubicacién geogréfica es 19° 14’ latitud
Norte y 99° 14' longitud. Poniente, a 2250 msnm., en el Km 2.5 de la carretera
Cuautitlin-Teoloyucan; Cuautitl4n, Izcalli, Estado de México.

Material biol6gico:

Se obtuvieron 16 muestras de semen de un carnero adulto de 1a raza Suf-
folk, recolectando dos muestras por semana, empleando una vagina artificial. El
semen se recolectd en un tubo graduado, protegido de la luz por un capuchén de
hule espuma, el cual permitié también, mantener la temperatura del semen y un

mejor transporte de éste al laboratorio.
Materiales y reactivos:

-\Sephadex G-25-80 (lab. Sigma).- Esferas con un didmetro de 20 a 80
micrémetros para filtracién en gel. .

- Borosilicato (fibra de vidrio).- empleada como soporte para formar las
columnas de Sephadex.

- Tubos de filtracién.- Se construyeron a partir de la adaptacién de las
cdmaras de goteo de venoclisis, las cuales se recortaron dejindoles una peqtreﬁa
porcién de manguera de tal manera que quedaran a manera de embudos, a las que- )
se les inserté la llave de control de flujo, que sirvié para regular el paso del

semen al ser filtrado (figura 2).

- Diluente Tris-glucosa-yema de huevo.- Se unhzé para hacer la’ drlucrén o

1:4 (semen:diluente) de la muestra de semen (Evans y Maxwell l 990)
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- Solucién de Hancock, Hancock-eosina. )
- Coloraciones.- Azul Tripin y Giemsa (lab. Sigma), para tefiir los frotis

del semen (Kovdcs y Foote, 1992).
Preparaci6n de las columnas de Sephadex.

a) Activacién (hidratacion) del Sephadex.- Se colocaron 2g de Sephadex -
seco (en polvo) en un matraz conteniendo 32ml de citrato de sodio al 2.9%; y
manteniéndolo a temperatura de refrigeracién (4°C) durante 24 horas se permi-
ti6 que las esferas del Sephadex se hincharan, y pudiera emplearse para el monta-

je de las columnas de fltracién.

b) Montaje de las columnas de Sephadex.- Se colocaron dos tubos de filtra-
cién en un soporte y en su interior se puso un pequefio ovillo de fibra de vidrio,
la cual sirvi6 para contener al Sephadex y se formara la columna. Se agregé la
cantidad suficiente de Sephadex hasta que alcanzé una altura de 2cm, quedando
de esta forma lista para utilizarse. La cantidad de Sephadex que se utilizé por
cada columna fué de 0.5g (pesado en seco). Las columnas se conservaron
htimedas y tapadas todo el tiempo, a temperatura de refrigeracién (4°C), hasta el
momento en que se utilizaron. Por cada muestra de semen recolectada se emplea-

ron dos columnas de filtracién (figura 2).

c) Citrato de sodio al 2.9%.- Se utiliz6 para hidratar el Sephadex, para
realizar las diferentes diluciones utilizadas en la evaluacién de la motilidad y para
regular a una temperatura de 37°C las columnas de Sephadex, momentos antes

de efectuar la filtracién del semen.

d) Diluente Tris-glucosa-yema dekhu’eyo.- se prepararon 2 tubos contenien-
do cada uno 4 mi de diluente y se.colocaron en baiio maria a 37°C; a partir de

uno de ellos se hizo la dilucién 1:4, Serﬁgﬁ:dilﬁeﬁ;e y, “al otro tubo se le agregé




Semen a filtrar.

[ Gel de Sephadex.

Fibra de vidrio.

Llave de paso.

? Tubo recolector.
L)
3
Semen filtrado.
2
1

Fig. 3. Columna de Sephadex empleada en la filtracién de semen de
carnero.
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un poco de colorante verde natural para alimentos con la finalidad de tefiirlo y

diferenciarlo del anterior al efectuar la filtracién del semen (Anexo 1).

Fracciones recolectadas.

Como resultado de la filtracién del semen se recolectaron 3 fracciones

diferentes por cada columna, identificadas de la siguiente forma:

Fraccidn 1.- representa la primera fraccién filtrada a través de Sephadex,
del semen diluido 1:4 en diluente Tris-glucosa-yema de huevo.

Fraccion 2.- que corresponde a una segunda fraccion de semen diluido y
filtrado a través de las columnas de Sephadex.

Fraccién 3.- o tercera fraccién de semen filtrado, correspondiente a un
lavado de las columnas con citrato de sodio.

Los espermatozoides que quedaron atrapados dentro de las columnas de

filtracién fueron considerados como "fraccidn retenida”.

De cada fracci6n filtrada y del semen fresco sin filtrar se hicieron dilucio-

nes con citrato de sodio at 2.9%, para evaluar su motilidad progresiva.
Evaluacién del semen:

Examen macroscépico. Una vez que se obtuvo el semen, se realizé el *

examen macroscépico, el cual se efecmé 'ant' de’ Ias pruebas de motilidad: Este 5

examen incluy6 Ia valoracién vtsual del eyaculado en relacion al volumen reco- S

lectado y, al aspeclo y presencna de’material ‘extraiio.

Después de este répldo 1 locé.
para su conservacnén después se procedlé a reahzar el .examen mxcroscéplco de e

la motilidad.’

Motilidad progreswa. a motilidad bi’b’g{ési\;é se g's'tmi'éjbéfr observacién -




directa al microscopio a partir de Ia dilucién 1:100 (v/v) en el caso del semen

fresco sin filtrar (Zemjanis, 1985).
Filtracién del semen:

A fin de efectuar la filtracién del semen, se montaron las columnas de
Sephadex ya preparadas en un soporte, a temperatura ambiente (22°C). Antes de .
realizar la filtracién se agregé a cada columna 1ml de citrato de sodio para poner
el filtro a una temperatura de 37°C y evitar un posible choque térmico del semen.

Después se agregé a cada columna 1ml de semen diluido, permitiendo que
el citrato de sodio que previamente ocupaba ia columna se fuera ‘desblazando Y.
cuando el semen diluido comenzé a fluir por la manguera del:tubo dc ﬁltrauon

la llave de paso fué cerrada impidiendo la salida del semen ya fi ltrado. S

Enseguida se adicion6 a cada columna 1ml de diluente teﬁidd sin esperma- -

tozoides, con la finalidad de mantener hiimeda la columna de fi Itracné ‘ya qhe al; o

irse filtrando el semen diluido, su lugar lo va ocupando el dlluente agrepado: : Se_;. :

anoté el volumen recolectado de la primera fraccnén de seme filirad
1} y se colocaron los tubos recolectores en bafio Marfa a37°

Para recolectar la segunda fraccidn filtrada (fr
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mente citrato de sodio hasta completar 3ml por columna de filtracién, mismos -

que fueron recolectados. De esta fraccién, no se midi6 el volumen'rgt’:bl c’_tzidé y

la motilidad progresiva se determin6 sin dilucién previa.
Concentracién espermitica:

Se evalué por medio de la cdmara de Neubauer, en una dilucién 1:200
(v/v) para el semen fresco, 1:500 (v/v) para la fraccién 1 y 1:1000 (v/v) para la
fracci6n 2. En las fracciones 3 y retenida no se efectu6 esta prueba. La dilucién

se hizo con la solucién conservadora Hancock-eosina.
Morfologia espermiitica (examen de semen teiiido):

Para efectuar este examen se hicieron frotis de cada fraccién. Se emple6 la
tincién acrosomal propuesta por Kovdcs y Foote (1992) para espermatozoides de
toro, verraco y conejo. ‘Para la realizacion de este trabajo se eligié la combina-
cién de Azul Tnpa al 0725% y Giemsa al 5%, a temperatura ambiente (22°C)

con'un uem d i én' 1 "olorante de Giemsa de 20 a 24 horas.

Previo. lamlmllas se realizé un lavado de las mues-

“tras con .“para quitar el excedente de eosina.

'E;te'lavé:dq' 'ééhsijétié‘én poner 0.5ml de 1a muestra en un tubo, agregarle 2ml de
solﬂéién de Hancock y centrifugarla a 3000rpm. durante 10 minutos; se decantd
“el sobrenadante y se resuspendieron los espermatozoides agregédndole al tubo

0.3m! de solucién de Hancock.
Preparacién de los frotis:

De cada fracci6én se prepararon 2 laminillas, para ésto se combinaron 3
gotas de la muestra con 3 gotas del colorante Azul Tripin y se hicieron los frotis

identificindolos individualmente; se dejaron secar a temperatura ambiente y una
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vez secos, se fijaron utilizando el fijador compuesto de: a) 86% de HCI 1.0N, b)
14% de solucién de formaldehido (37% p/p) y c) 0.2g de rojo neutro. Posterior-
mente se sumergieron durante 20 a 24 horas en el colorante de Giemsa al 5%,
a temperatura ambiente (22°C en promedio). Transcurrido este tiempo, las lami-
nillas fueron sacadas del colorante, se enjuagaron con agua destilada y se dejaron
secar {dnexe 2). La evaluacién se realizé en un microscopio Rossbach de campo

claro, (1000x).

Se examinaron 100 espermatozoides de cada laminilla. En algunos casos
debido a que las muestras estaban muy dijufdas, para realizar el conteo de los 100
espermatozoides se requirié de las dos laminillas. De cada espermatozoide
examinado se determiné su morfologia e integridad acrosomal. La integridad del
acrosoma de los espermatozoides se evalué siguiendo la clasificacion propuesta
por Kovdcs y Foote (1992).

Aniilisis estadistico:

La informacidn se analiz6 por medio de Analisis de Varianza. Se utilizaron
como covariables los valores del semen fresco y prueba de Tukey para diferencia
de medias. Para los datos expresados en porcentaje se utiliz6 la transformacién al

arcoseno (Steel y Torrie, 1980).
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IV. RESULTADOS.

En los cuadros 1y 2, se presentan las variables estudiadas y sus valores
generales observados en la evaluaci6n del semen fresco, éstos se anotan como
referencia para los valores obtenidos en la evaluacion del semen diluido y filtra-

do a través de las columnas de Sephadex.
Motilidad progresiva.

La motilidad progresiva observada en el semen filtrado a través de Sepha-
dex fué de 78.4 1 1.9% para la fraccién 1 y 71.8 + 1.9% para la fraccién 2.
En la fraccién 3 se observo un 50.7 + 1.9%, estos valores son significativa-
mente diferentes entre s{ (P <0.01). (Cuadro 3).

Morfologia espermitica.

En el cuadro 4, se muestran los resultados correspondientes a la morfolo—_:ff

gfa espermdtica observada en las diferentes fracciones. A este respeclo

fraccién 1 se observé un mayor porcentaje de espermatozo:des normales v(74 8 + :

1.4%), en relacién a las fracciones 2 y 3 en las que se observé 45.5 :ijl 4%
13.4 + 1.4% respectivamente (P <0.0001). Sin embargo,- la fraccxén 3 no fué )

diferente a la fraccin retenida que present6 11.0 4+ 1.3% de estas células

En cuanto a Ias anormalidades espermdticas, la frac}c'lérn: ‘_pn:senté cel

porcentaje mds bajo de anormalidades primarias, 5. 5 + 0. 7%.. siendo ésle valor

diferente al de las otras fracciones (P <0.0003), en tanto que as ﬁ"accxones 2 y3

no fueron diferentes entre si ya que presentaron 9.6 + 0. 7% y 9. 54 0 7%
respectivamente. La fracci6n retenida present6 cl valor més a tq}f;l (.VS +0.8%,

cifra que result$ diferente en su relacién con las demés fr'iacéio_nésf(‘P,<‘0,0003).-
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La fraccién 1, con 19.6 + 1.5%, presenté el porcentaje més bajo de
espermatozoides con anormalidades secundanas a dxferencxa de las fracciones 2
3 y retenida que presentaron 45.0 + 1.5%, 77.2 + 1 5% y 71.1 + 1.5% respec-
tivarnente (P < 0.006). '

Integridad Acrosomal.

En la figura 3, se muestran cinco clases de espermatozoides en base al
estado de su acrosoma segiin Kovdcs y Foote (1992):
1) espermatozoides con acrosoma intacto.
2) con acrosoma hinchado.
3) con acrosoma danado.
4) espermatozoides sin acrosoma y,
5) sin acrosoma ni anillo postacrosomal.
Estas caracteristicas del acrosoma se registraron tanto en espermatozoides
normales como en aquellos que presentaron anormalidades primarias y secunda-

rias,

En el cradro 5, se presentan los resultados obtenidos en la evaluacién de
los distintos estados del acrosoma de los espermatozoides en las diferentes frac-

ciones sin considerar su morfologfa.

Espermamzoides con acrosoma _intacto.- La fraccién 1 present6 el mayor
porcentaje de éstos, 73 6 + 1.1%, contra 25. 5 4:1.1% de la fraccién 2, 2.1
1.1% dela fracc10n3y 169;t.12% A
res son dlfe;ent§§ entre si (P<0 0001)

de la racctén retemda Todos estos valo-

0.- El porcentaJe mis baJo de éstosf\’ =

.. 568 lda de la- fraccnén 3 con 5.8 %"
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16.7 + 0.7% presemé el valor més alto superando ala fracc.(’m 2 que presento

8.4 + 0.7% (P<0.007). ; o S
Espernwtozordes con acrosoma danado En la fraccl()n 3 s€ regxstré el

porcentaje mas bajo de estas células, 13 1 ;t 1 3%

superado por la fraccién retenida que presemé“ cifra 145‘\,4(:.:': 1.5‘%.‘ )
existiendo diferencia significativa entre todos los £

Espermatozoides sin acrosoma.- Las fraccxo raron’un eleva-

do porceniaje de estos espermatozoides 23.2 & 1. S v 2 5 %’, : réSpecli-

vamente, no existiendo diferencia significativa’ entré ella a fraccnén 1 presenté
el porcentaje mds bajo, 1.9 + 1.5%, mientras que €
encontré un 7.8 £ 1.3%, siendo estos valores dlferentes ent
fracciones (P <0.001).
' Espermatozoides sin acrosoma ni amllo pastacrosamal Dentro de ésta
caracteristica, los valores més bajos, 0.3 &+ 1.4% y2.2 +° 1:4% correspondteron
a las fracciones 1 y 2, la fraccién 3 con 56.9 + 1.4%, mostré el porcentaje més
alto, en tanto que en la fraccién retenida se observé el 13.3 £ 1.2% de‘ estas

la racc16n retemda se

5 ,y lgs pruneras

células, siendo los resultados significativamente diferentes entre si ® <QOOOl).
Morfologia espermitica e integridad acrosomal.

El andlisis de la integridad acrosomal de los espermatozoidesse‘ desiar}\o‘llé, '
en dos fases). En la primera, se evalia el estado acrosomal de los espermatozoi-
des en base a la clasificacién de Kovdcs y Foote (1992), sin'tdmér en ‘cUénta*la‘i :

morfologia de los espermatozoides (cuadro 5) y, enla segunda se evaluo la

morfologia espermdtica junto con la mlcgndad acrosomal de cada uno de los 100

espermatozoides observados en cada laminilla (cuadros 6 7 y 8)'
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Espermatozoides normales:

En el cuadro 6, se muestra la relacién entre los espermatozoides morfol6-
gicamente normales y su estado acrosomal, observado en las diferentes fraccio-
nes. -

A este respecto, se observé que la fracciéh I presento ‘el porcentaje més
alto de acrosomas intactos, 60.3 + 1.0%. En camblo la fraccnon 3yla relemda,.j
presentaron los valores mids bajos, 0.2 i 1 0%, y 2, 4 e l 0% respecuvameme ‘{

La fraccién 2 tuvo un valor medio de 139 £'1.0%. Este valor es dlferen(e a Tos
anteriores (P <0.0001). v

En cuanto a acrosamas hmc‘hado.s‘ 131 fraccién 2. present6 el porcentaje més o

1 y retenida, se observé

tuando la relacxé

relemda se observé l 9 :I: 0 3% (P< 0‘ OO n la ffaccnon 2 se reglslro 0 7 j:
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0.4% y en la fraccién 1 el 0.1 + 0.4% que correspondieron-a los Valores mas

bajos.
Espermatozoides con anormalidades primarias:

En el cuadro 7 se muestran los resultados de la relacién entre los espeﬁna—
tozoides con anormalidades primarias y la morfologia acrosomal en las diferentes
fracciones. R
Acrosoma intacto.- La fraccién 1 presenté el porcentaje més alto con 3.1
+ 0.3%, en tanto que la 3 careci6 de estas células. Las fracciones 2 y retenida
presentaron 2.0 + 0.3% y 2.9 + 0.3% respectivamente, existiendo diferencia
significativa entre estos tltimos valores y los primeros (P <0.01).

Acrosoma hinchada La fraccién retenida present6 1.5 + 0.2%, en tanto
que las demds fracciones tuvneron valores inferiores al 0.8% (P <0.03).

Acrosoma danada Para esta caracterl’snca la fraccxén retemda, con 8.9
+ 0. 5% ruvo el valor més elevado de estas células en rtanto que. los valores
més ba_]os se observaron en la 3,17 £.0. 3% y: 1’ T, 1. 8 :t 0 3%, que no
La 2 present el~4.0 ;t , 3% exlsuendo diferencia

fueron dlferentes emre

(P<O. 002)
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Espermatozoides con anormalidades secundarias:

En el cuadro 8, se muestran los resultados obtenidos en la evaluacién del
estado acrosomal de los espermatozoides con anormalidades secundarias obser-
vados en las diferentes fracciones.

Acrosoma intacto. Para esta caracteristica, las fracciones 1, 2 y retenida,
presentaron valores similares (media 10.5%). En cambio la fraccién 3 presenté
un valor significativamente diferente, 1.9 + 0.7% (P <0.0001).

Acrosoma hinchado. La fracci6n retenida presentd el porcentaje mds alto,
12.0 + 0.5%; 1a 1 el miés bajo, 1.4 + 0.3%, y las fracciones 2 y 3 presentaron
3.0+03%y3.6+03% respeclivamente. (P<0.001). )
' Acrosoma daftado. Dentro de esta caracterfstica la fraccién’ retehidé
present6 el valor mis alto, 34.5 4 .1.1%, segulda de la fraccnén 2 con 19. 4 ;f;-A '
0.9%, en tanto que las fracciones 1y 3 tuvxeron 6 7 + 0. 9% y 9. 2.4 0 9%.
respectivamente, existiendo diferencia sxgmf’ cativa entre estos valores (P <0 04)..

Sin acrosoma.- El porcentaje més alto correspondlé a. la fracmén 3 con
16.7 £ 1.1% y el mas bajo a la fracc16n 1 0 6 +: 1. 1% Las fraccxones 2y

retenida presentaron 11.7 + 1'
diferencia estadfstica (P< 0. 002)
Sin. acrosoma. m amllo paslacrosomal En este renglén,

7 :I; O 9% respecuvamen[e enconlrandose

Ia fraccxén 3 .
presenté un valor muy elevado, 456 + 1.2%, en comparaclén a las demas trac-;

ciones que. presentaron 7.1 + 1.0%, la retenida; 1. 2 +1

0.1: *: 1. 2% para la fraccién 1, que précucamente carecnéi e éslas célulasf; o

(<0, 00o1). -

Concentracxdn espermética:

La concentracién espermética fué en promedio dé 5594 + 146 nji‘llojles‘ de

espermatozoides por mililitro, para el semen fresco, mientras Qué para lafrac-
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cién 1 se obtuvo un promedio de 3481 + 148 y en la fraccién 2, 1745 + 148
- millones. Estos valores son significativamente diferentes entre si (P<0~'0001.)’, :
(Cuadro 9). R
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Intacto Hinchado B Roto o Dainado

Sin Sin acrosoma ni
acrosoma anillo postacrosomal

Fig. 2. Los 5 diferentes estados del acrosoma observados en esperma-
tozoides de carnero. Tincién: Azil tripin-Giemsa. a. Acrosoma. b, Anillo
nuclear o postacrosomal. c. Regién o capuchon postacrosomal (Adaptado de
Kovics y Foote, 1992).
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Cuadro 1. Variables estudiadas y valores iniciales promedio
Evaluacion de semen fresco sin filtrar.

£

Tratamiento:

Media % e.e.

Concentracién espermatica
(millones de esp./ml).

Motilidad progresiva
Morfologia espermatica:

Espermatozoides normales
Anormalidades primarias
Anormalidades secundarias

5594 =+ 146

579 =19

632 =13
81 =08
200 15



L £8

Cuadro 2. Morfologia espermatica e integridad acrosomal
Semen fresco sin filtrar.

Sin acrosoma i anitio.©

Sin evaluar Espermatozoides Anormalidades Anormalidades
; morfologia normales primarias secundarias

- Estado del acrosoma. . Media: e.e. Media: e.e.  Media: e.e. Media: e.e.
~Intacto . L r.'ﬁ;_445 * 1, 2 3W5:10
_Hinchado - i . 5603

Dafiado 2351 1, 4. 188208

Sin acrosoma’ 49+05,
: o 02 %03

Nota: En la primera columna no se evalué la morfologia de los espermatozoides,
ésta si es evaluada en las sngunentes tres columnas, las cuaies son derivacién de

la primera.



hE

Cuadro 3. Motilidad progresiva de las diferentes fracciones.

Tratamiento Media * e.e.
fraccion 1 78.4 £ 19 a*
fraccibn2 71.8x 19D
fraccion 3  50.7 = 1.9¢c

- Letras diferentes en la columna indican diferencia significativa (P<0.01)



Cuadro 4. Morfologfa espermatica de las diferentes fracciones (Promedios).

Espermatozoides Anormalidades Anormalidades
normales primarias secundarias

« Tratamiento: Media: e.e. Media: e.e. Media: e.e.

fraccibn 1 74.8 1.4 a 556+07a 196*x15a
fraccion 2. 455 + 1.4 b 9.6+ 07b 450%15b

- fraccién 8 184 + 1.4¢ 95x07b 77.2%15¢
frac.ret. 11.0+1.3c  17.8+08c 71.115d

. Letras diferentes en léé"c':olﬁmnas"indidén'dineren‘c‘ié‘ significativa: (P<0.05).
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Cuadro 5. Estado acrosomal observado en las diferentes fracciones.

Acrosoma Acrosoma Acrosoma Sin Sin acrosoma ni

intacto hinchado dafiado - acrosoma anillo postacros.
“Tratamiento: Media: e.e. ’ Meg:lia‘i'e.e.': : " Media: e.e. Media: e.e.
fraccion 1 786 1.0a - 47%07a 08 %148
fraccibn2 - 255%1.4b - 8.4%07b ! 22+ 14a
fraccin 8 2411 ¢ 8oy a 1artac 569 = 1.4b
frac. ret. ¥ ' ) 4 1.8

169'+1.2d

187 +07c ' 464+ 1.5d -

188+ 12¢

Letras diferentes en las columnas indican diferencias significativas (P<0.05)



Cuadro 6. Estados acrosomales de los espermatozoides normales
(porcentajes promedio).

Acrosoma Acrosoma Acrosoma Sin Sin acrosoma ni -
intacto . hinchado danado acrosoma anillo postacros.

G— -
N Tratamiento: “*

~Media: e.e.. - Media: e.e. Media: e.e.

fraccién 1

1.9+03¢c

01042
' fraccion 2. 07 x04a
fraccion'3 4c. .10% 0. , | 61x04b
frac. ret. 30%03a 32%08c  12:05a

Letras diferentes en las columnas indican diferencias significativas (P <0.05).I



Cuadro 7. Estados acrosomales de fos espermatozoides con anormatidades primarias.
: {Porcentajes promedio).

- Acrosoma - Acrosoma - -Acrosoma .~ ‘Sin’.. . _ Sin acrosoma ni -
intacto =< - “hinchado . . :dahado’;- ::: . acrosoma . - anillo postacros.

%" Tratamiento: = - Media: e.e. - Media: e.e. -~ Media: e.e.

700=*03a
03034
49%03b
136+03 ¢

fraccion 1.
_fraccién’2

.~ fraccién 3 .

frac ret.”

Letras diferentes en las columnas indican diferencias significativas (P<0§05);



Cuadro 8. Estados acrosomales de los espermatozoides con anormalidades secundarias.
(Porcentajes promedio).

Acrosoma Acrosoma Acrosoma Sin Sin acrosoma ni
intacto hinchado - danado. i -acrosoma anillo postacros.
v "8 Tratamiento: Media: e.e. Media: e.e. | . Media: e.e.
Sofraccién 1 L 107 £ 07 a 14+03a BN AR 1. 2 a
o fraccién 2’| 96%07a - 3.003b 194209 S12212a
fraccien 3 . 19£07b - 3608b° . 92:09c 456 =120

" frac.ret’ i 11.4+07a  120%05c  345%11d’ . 67%08d . 71%10¢c

Letras diferentes en las columnas indican diferencias significativas (P<0.05).



Cuadro 9. Concentracion espermatica promedio.
Semen fresco y fracciones filtradas.

(v

Media * e.e.
Semen fresco 5594 + 146 a
Fraccion 1 3481 + 148 b
Fraccién 2 1745 + 148 ¢

Letras diferentes en la columna indican diferencia significativa (P<0.0001)



V. DISCUSION.

En este trabajo, de filtracién de semen de carnero a través de columpas de.. -
Sephadex, se realiz6 la comparacién de los resultados obtenidos en laS‘fracciories i

filtradas 1, 2, y 3, asf como de la fraccién retenida, tomando co 6 bas

valores encontrados en la evaluacién del semen fresco y los resultados obtemdos

en trabajos similares efectuados con semen de carnero, bovino u otras gspecxcs.«

Motilidad progresiva.

En comparacién con el semen fresco, las fracciones 1 y 2 presentaron un
incremento del 35.4 y 24.0% respectivamente, mientras que en la fraccién 3 se
observ6 una disminuci6n del 12.4%, que pudo deberse al lavado efectuado en las
columnas, por lo cual junto con los espermatozoides métiles filtrados, fueron -
acarreados muchos de los espermatozoides muertos y/o dafiados que habfan sido

retenidos en los ﬁltros. i :

El mcremento en el porcen(aje de motilidad progresiva observado, no

significa que aumenté el nimero de espermatozoides métiles dentro del eyacula- )
do, sino que debldo al efecto de la filtracién del semen, quedan retenidos dentro,
de las columnas los espermatozoxdes no métiles, dando por resultado que en el
semen fi ltrado; aunque tiene una menor concentracién espcrmauca que el eyacu-
lado ongmal la mayoria de los espermatozoides  filtrados poseen una: buena
motitidad debida al efecta de seleccion efectuada por. el fi ltro de Sephadex. ;

Landa y col. (1980), reportan una mouhdad progresxva de 55 % para semen
entero de carnero filtrado a través de SephadeX' este valor es mfenor al obser-
vado en el presente lrabaJo en las fraccxones ly2, 78 4 y. 71 8% respectivamen-
te. En otros trabajos, tamblén con semen dc carnero dlh.lldO en leche o diluente a
base de Tris, filtrado a través de fibra de v1dr10, Medrano (]993) reporta resul-

tados mferlores a los observados en el presente trabajo (48 7%).
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Se ha visto que la motilidad del espermatozoide estd notablemente influen-
ciada tanto por el diluente utilizado como por los parimetros fisicos involucrados
en el procesamiento del semen. El-Gaafary (1990), evaluando semen de ovino
diluido reporta que el diluente a base de Tris presenté una motilidad progresiva
mayor (77.7%) que otros diluentes que llevan como base Lactosa 68.0%) o
Rafinosa (67.8%). El resultado obtenido con diluente a base de Tris es similar al

encontrado en este trabajo (78.4% en la fraccién 1), pero con el semen sin filirar,

En otras especies, Trejo y col. (1986} ohservaron una motilidad progresiva

de 54.0% en semen caprino filtrado a través de ﬁbra de v:dno siendo este resul-

tado inferior a los encontrados en este trabajo. -

Otros trabajos, empleando semen bovino, también irvl'd'ican‘ un aumento en
la motilidad progresiva como resultado de la fi ltrﬁciéh Crabo' y col (f986 E
citados por Samper, 1992), observaron en semen de toro f ltrado a través de
Sephadex que todos los espermatozoides que pasaron a lravés de los filtros eran’
mdtiles, pero no todas las células métiles lograban pasar a través de éstos.
Chinnaiya y col. (1988) reportan un aumento en fa motilidad espermitica de 61%
a71, 81y 82%, para tres tipos de columnas de Sephadex utilizadas, siendo estos

resultados similares a los encontrados en el presente trabajo. Mientras qué Wasy

col (1991 y [992) reportan un incremento de airededor de 14.0%, en semen de B

bovino filtrado a través de Sephadex, con respecto al semen testigo..

Por su parte, Anzar y Graham (1993), observaron que el Sephadex con
intercambiadores de iones, tales como el Di‘k-e'til-aminb-'etano_-lsz (DEAE, cargado
positivamente) y Carboxi-metif-52 CM; cgfgado négativamcme) celulosasl, 'pbseé:
una mayor eficacia para remover los éspennatoioiﬁes inmétiles que el Sephadex

solo. Después de filtrar semen bovino, observaron un aumento en la motilidad
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progresiva de 50.1 y 53.7% para los fi ltros de Sephadex con: mtercamb:adores de-

jones contra 37.4% del testigo que solamente comema Sephadcx

Los resultados anteriores muestran que con el e leo del Sephadex en

columnas de filtraci6n, el porcentaje de mouhdad progrestv de un eyaculado es
incrementado al quedar retenidos dentro del ﬁltro Ios espermatozoxdes no métifes
(dafiados y/o muertos), logrando pasar la mayor parte de los espemxatozoxdes

mbtiles.

Morfologia espermdtica:

Aun cuando el semen eyaculado de cualqu:er especxe es heterogéneo en
su poblacidn de espermatozondes. 1o debe’ poseer més ‘de‘l5a 18% de esperma—“

tozoides anormales (Anzar y Graham, 1993)

En el presente trabajo, s¢ encomraron valores muy alms en. relacxén al ¥

parémetro ameno y: que’el emen fresco presenté 37.1% de anormahdades R

espermatlcas, co ' do el 8.1% a anormalidades primarias y el 29 O% »

o porcemaje de anormalidades se pudo deber, emre otros i

pués de la cxposmlén dias’ de‘cona duracién y disminuyen después de dias de

larga duram()n ‘Tanto la temperatura como la duracién del dfa afectan !a produc-

ci6n total del semen y. su calidad. Las altas temperaturas amblemales supenores a.

27°C ‘tienden a deprlmlr la calidad del semen y pueden dar como resultado?:" G
“esterilidad veraniega" (Cameran, 1984; Hafez, 1987; Fraser.y Stamp, 1989 ’
McDonald, 1989; EvansyMaxwell 1990).
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Estos valores, del semen fresco, se redujeron con la ﬁltracién del ‘Semen.
pero solamente en la fraccién 1 que presenté un-25.1% de »4esp’ehﬁatoz’oi'dés»~
anormales, correspondiendo el 5.5% a anormalidades pr'im'arias yel:19.6% a "

secundarias. En contraste, en la fraccién 2 se observé un aumento en el porc nta- o

je de anormalidades espermiticas. Este aumento pudo deberse‘a Iayselecnvndad T

del filtro de Sephadex, ya que éste retuvo la mayor parte de los espermatozoxdes: L

anormales, muertos y/o daiiados, de los cuales una pane se re
cién 2 al ser arrastrados por el diluente sin semen qu ué agregado ‘al filtro..

para recolectar esta fraccién.

Algunos reportes de filtracién a través de ‘Sephadex ' sefialan’ una dnsmmu-}‘
cién de espermatozoides anormales de 7 a 14 4 unid ?
de toro y bifalo (Chinnaiya y col., 198 Vy

porcentuales filtrando en borosilicato. 5
Integridad acrosomal.

En el presente trabajo, env*semen de carnefo. v§e logré identificar las 5
clases descritas por Kovdcs y Foote (1992) para espermatozondes muertos toman-
do como base su estado acrosomal Sm embargo los colores descritos por ellos
para ¢l acrosoma y la reglén postacrosomal fueron dlferentes a los observados en
el presente trabajo En base a ésto. se encomré que la fraccién 1 tuvo el porcen-

taje més elevado de espermatozondes con. acrosoma intacto, en comparacion con

el'semen fresco. En la fraccxén 2 se observ6 un bajo porcentaje de acrosomas
xmactos debldo a que Ia mayor parte de éstos se recuper6 en la fraccién 1. Se
puede af rmar que la fraccxén 2 estuvo compuesta en una cuarta parte por esper-

matozoxdes de buena cahdad que lograron atravesar el filtro y las otras tres cuar-
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tas partes por espermatozoides muertos, anormales o dafiados que primeramente
fueron retenidos por el filtro y que fueron desplazados de €ste, por el diluente
tefiido. Otra vez, estos valores son diferentes a los encontrados por Medrano

(1993) quien reporta 52% de espermatozoides con acrosoma intacto.

Tanto el porcentaje reportado por Medrano como los valores encontrados
en el presente trabajo son inferiores a los rcporfados por Anzary Graham (1993)
en semen de toro, quienes lograron incrementar a mds del 90% los espermatozoi-
des con acrosoma intacto, después de filtrar el semen en columnas de Sephadex
con intercambio de iones, en comparacién del 84% cuando utilizaron Sephadex

s6lo.

La fraccién 3 registr6 el porcentaje mds elevado de espermatozoides que
no prcsgntaroh acrosoma ni anillo postacrosomal, estando representada esta frac-
cién, casi en su (otalidad, por espermatozoides que quedaron retenidos en los
filtros, los cuales posteriormente fueron arrastrados por el citrato de sodio al

efectuar el lavado de las columnas de filtracion.

La fraccién retenida presento los valores mds elevados de espermatozoides
con acrosoma hinchado y acrosoma dafiado, también presenté un aito porcentaje
de espémiétozides‘con acrosoma intacto. Estos resultados indican que al qucdarv
retemdos los cspermatozondes muertos o dafiados dentro de las columnas de fil-
tracnén. éstos t'orman una barrera que impide el paso a otros espermatozoxdes

aun y cuando éstos no tengan alteracién morfoldgica 0 dano acrosomal por fo

cual dentro e la fracc16n retenlda se encontraron es ermato

1des con todo tipo

de caracterfsucas.

A este respecto Landa y col. (1980) mencionan que la’ retenclén de esper- -
matozoides de carnero o bovino dentro de los f ltros‘fué mdependxente del por—
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centaje de espermatozoides con acrosoma intacto. Crabo y col. (1986, citados
por Samper, 1992) al hacer la filtracién del semen a través de columnas de
Sephadex, observaron que los espermatozoides con acrosoma dafiado general-
mente quedaron atrapados en el filtro. Estos hallazgos se confirmaron en el
presente trabajo, ya que aproximadamente el 83% de los espermatozoides con

alguna alteraci6n acrosomal, fueron retenidos en los fiitros.
Influencia del diluente en la calidad espermstica.

Se ha visto que los diluentes tienen un papel importante en la conservacién =
de la integridad espermadtica. Bustamante y Valencia (1981, citados por Rangél, ‘
1985}, encontraron que el diluente a base de Tris-yema de huevo es suficiente
para proteger la integridad acrosomal durante el proceso de congelacién, mas no
la motilidad progresiva. También observaron mayor motilidad progresiva y un
mayor niimero de células con acrosomna normal cuando congelaron semen de
carnero con diluente a base de Tris-yema de huevo-glicerol. A su vez, £l-Gaa-
Jary (1990) menciona que el dafio acrosomal fue mayor en el semen diluido en
lactosa y rafinosa. Medrano (1993), reporta que no hubo diferencias en la inte-
gridad acrosomal para el semen de carnero diluido en Tris o leche. En el presemé
trabajo, aunque no se evalué la eficacia del diluente a base de Tris-glucosa-yema
de huevo, se vié que éste mantuvo una buena motilidad espermética y no alteré la.

morfologfa ni fa integridad acrosomal de los espermatozoides de carnero.~

A este respecto, Pefia y Melesio (1984) evaluaron dafios acroéomales, en
el semen fresco y diluido de carneros. Para el semen freSéo r‘epydr‘tan un 4.6%'de‘ :
anormalidades acrosomales, para el diluido en Tris, glucosa y lacidséf fépoi-téﬁ;
6.0, 5.9 y 7.3% respectivamente, Ellos no reportan poeréﬁa‘rado los pd_rqentajes

de cada anormalidad acrosomal.
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Morfologia espermsdtica e integridad acrosomal.

En relacién al estado acrosomal de los espermatozoides normales tenemos
que la fraccién 1 presentd la mejor calidad espermitica, superando al semen
fresco y a las otras fracciones. Este mejoramiento se debe a la remocién de
espermatozoides anormales y daiiados efectuada con la filtracién del semen. 5in
embargo, esta fraccién, ain conteniendo la mayor cantidad de espermatozoides

normales, present6 15.0 unidades porcentuales de anormalidades acrosomales.

La fraccién 2, presenté una calidad espermdtica inferior al semen fresco,
presentando en relacion a las demas fracciones, los valores més altos de acroso-
mas hinchados, dafados y sin acrosoma. Sin embargo, en relacién al semen
fresco present6 valores similares en lo que se refiere a acrosomas hinchados y
daiiados. Estas observaciones sugieren la existencia de una posible interferencia
en la reaccibn acrosoma dafiado-Sephadex, causada por el diluente teiiido, el
cual pudo impedir la fijacién del acrosoma dafiado de los espermatozoides al gel

de Sephadex.

En base a los resultados de la fracciones 3 y retenida, se puede inferir que
el lavado del filtro, con citrato de sodio, desprendié de! Sephadex, en mayor
grado, a los espermatozoides sin acrosoma que aquellos que tenian acrosoma o
restos de él. De lo anterior se puede sugerir que existen dos tipos de uniones
cntre el acrosoma dafiado y el Sephadex; la primera, determinada por la presen-
cia del acrosoma daiiado, restos de €] y/o enzimas acrosomales (uni6n fuerte), y
Ia segunda debida a la uni6n de la cabeza del espermatozoide, sin acrosoma, y
posiblemente algunas enzimas acrosomales (unién débil). Esta tltima con suscep-
tibilidad a ser interrumpida cuando se efectia el lavado del filtro.

En la fraccién retenida, se observaron todo tipo de caracterfsticas al ser
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bloqueado su paso a través del filtro, tanto por la barrera formada por los esper-
matozoides retenidos, como por el mismo filtro. Se puede inferir que la forma-
cién de esta barrera también estd influenciada por el tipo de unién que se dd entre
los acrosomas dafados y el Sephadex, persistiendo en esta fraccion la “uni6n

fuerte" que no es separada por el lavado del filtro.

Siguiendo con la relacién morfologia espermdtica-integridad acrosomal, el
mayor porcentaje registrado de espermatozoides que presentaron anormalidades
prisnarias-acrosoma intacto, y anormalidades secundarias-acrosoma intacto se
observé en la fraccion 1, misma que también presentd la cifra méis baja de células
sin acrosoma y careci6 de aquellos que no presentaron acrosoma ni anillo posa-
crosomal. A diferencia de ésta, la fraccion 2 presents valores elevados de esper-
matozoides con acrosomas dafiados o sin acrosoma y un bajo porcentaje de
acrosomas intactos. En la fraccién 3, los espermatozoides anormales con acroso-
ma intacto fueron muy escasos o nulos, en cambio, ésta fraccién registr6 los
valores més elevados de espermatozoides anormales sin acrosoma y sin acrosoma
ni anillo postacrosomal. Estos resultados sugieren que los filtros de Sephadex
poseen una elevada selectividad hacia los espermatozoides con acrosomas lesio-
nados, independientemente de la morfologia espermdtica; y ésto se muestra ain
mds con los resultados de Ia fraccién retenida en la que predominan los esperma-

tozoides anormales con acrosomas daiiados.
Concentracién espermdtica.

La concentracién promedio de espermatozoides reéuperados se- reduce
notablemente cuando €ste es filtrado a través de columnas de séhﬁadex. porque el :
filtro retiene la mayor parte de los espermatozoic'l‘és agior;nales. muertos o dafia-
dos. SR )
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La muestra de semen filtrada contiene una menor concentracién esperméti-
ca que la muestra original, pero a diferencia de €sta, los espermatozoides que
contiene son normales, aumentando la calidad de la muestra.Landa y col. (1980)
encontraron que solamente un 22% de espermatozoides de carnero pasaron a
través de una columna de Sephadex cuando el semen fué diluido en leche entera
homogeneizada, en comparacién con 52% cuando fué diluido en Tris. Estos

resultados son inferiores a los encontrados en el presente trabajo.

En semen de toro fiitrado a través de Sephadex, Lodhi y Crabo (1984),
reportan un 55.0% de recuperacion espermatica posfiltracidn, siendo este resul-

tado inferior al observado en este trabajo.

Por su parte, Yas y col. (1991), reportan un 67% de espermatozoides
recuperados cuando el semen se filtré a través de columnas de Sephadex, siendo

este resultado similar al encontrado en el presente trabajo.

En relacién a los filtros de Sephadex con intercambio iénico, Anzar y
Graham (1993) encontraron que aunque éstos mejoraron la calidad de las mues-
tras de semen, la recuperacién posfiltracién de espermatozoides siempre es
menor. Aunque éllos reportan la recuperacién mas aita en filtros de Sephadex
s6lo, siendo por lo tanto superior al encontrado en este trabajo y a otros resulta-

dos reportados por varios investigadores.
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VI. CONCLUSIONES.

La calidad del semen con respecto a su motilidad progresiva, porcentaje de
anormalidades esperméticas e integridad acrosomal, se mejora significativamen-

te mediante su filtracion a través de columnas de Sephadex.

La filtracién del semen en Sephadex permite obtener una poblacién de
espermatozoides, de mejor calidad, aunque en menor concentracién que el eyacu-
lado original, mediante la remocién de los espermatozoides muertos, anormales y

dafiados.

La tinci6én de Kovdcs y Foote, resultd eficaz para teiiir y diferenciar la
morfologia espermitica y los distintos estados acrosomales de los espermatozoi-

des de carnero.

El diluente Tris-glucosa-yema de huevo mantuvo una buena motilidad

progresiva en los espermatozoides de carnero.

Se recomienda recolectar tnicamente la primera fraccién, porque las otras :

fracciones presentan en general, una baja calidad espermdtica. .
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ANEXO L.

Composicién del diluente de congelacién para diiuir semen ‘de

carnero en un sdlo paso.

Proporcién de dilucién, 1:4 (una parte de semen + 4 partes

de diluénte),

Ingredientes: TR . : Cantidad:

- Tris ;.

(Hidroximetil)

ino-metano.

- Glucosa’”

- Acido Citrico, (Monohidrato) . -

Estréptomicina
- Aéﬁé"desgi;ada.c;b.p

Tomado de EVans'yfuﬁxwéli:(lssol.
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IX. ANEXO 1L

Tincién y soluciones fijadoras.

Las tinciones de Azdl tripin y rojo congo, que sirven para pruebas de
viabilidad, consisten en:
- Azl tripdn al 0.25% (Lab. sigma), en cloruro de sodio al 0.81%, o
- Rojo congo ai 0.18% (Lab. sigma) en cloruro de sodio al 0.81%.

La solucién de azil! tripdn, se mantiene estable durante mucho tiempo. El
colosante rojo congo, se debe preparar a diario a partir de una solucién "madre”
de rojo congo al 1.8% en agua destilada en una difucién 1:9 con cloruro de sodio
al 0.9%. E! pH de ambos colorantes debe ser neutro (6.9- 7.2).

E! fijador estuvo compuesto de: 1) 86 ml de HCJ plus 1.0 N. 2) 14 mi de
solucién de formaldehido (37% v/v). y 3) 0.2g de rojo neutro (Lab. sigma).

La sofucidn se debe sobresaturar con el rojo neutro y poner a un pH de
0.4. El fijador se mantiene estable por mucho tiempo y puede ser utilizado repe-

tidamente.

La tinci6n para acrosoma, se prepara a partir de una solucién "madre” del
colorante Giemsa al 5%, aunque puede emplearse desde el 2.5 al 7.5% (Lab.
sigma), en agua destilada (pH 6.9) preparada en fresco antes de utilizarla,

Procedimiento de tincién.

A temperatura de cuarto se mezcla igual cantidad de gotas de semen dilui-
do (filtrado o sin filtrar) y azil tripAn o rojo Congo ¢ inmediatamente se prepa-

ran fos frotis, distribuyendo la mezcla uniformemente en todo el portaobjetos.
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Las laminillas son secadas al aire, en una posicién cercana a la vertical,
manteniendo el final del frotado del portaobjetos en papel absorvente. El tiempo

de secado puede ser afectado por la temperatura ambiente y la humedad.

La fijacién de los frotis se realiza en un recipiente conteniendo la solucién

rojo neutro-HCi-formaldehido (fijador), sumergiéndolos durante 2 a 5 minutos.

Se enjuagan las laminillas por ambos lados, utilizando agua corriente y un

enjuagado final con agua destilada.

Posteriormente se sumergen en colorante Giemsa al 5%, durante 20 a 24

horas, para obtener un tefiido satisfactorio.

Variantes: se puede tefiir con una solucién de Giemsa al 2.5%, a una
temperatura de 40°C, dejando sumergidas las laminillas durante toda la noche, o

en Giemsa al 7.5% por 2 a 4 horas.

Los frotis se enjuagan con agua destilada corriente, después se mantienen
en un recipiente con agua destilada por otros 2 minutos, seguidos de un segundo

enjuague.

Después se dejan secar al aire y se pueden examinar utilizando los objeti-
vos de 40x o 100x.
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Notas técnicas.

En ¢l presente trabajo, evaluando espermatozoides muertos de carnero, se
logré identificar claramente las 5 clases de espermatozoides descritas por Kovdcs
y Foote (1992}, en base al estado de su acrosoma.

Los resultados revelan que, la regién postacrosomal de los espermatozoides
muertos se tifien de un color azul oscuro, violeta oscuro o morado.

E! anillo postacrosomal es de color rosa a rojo.

La parte anterior de la cabeza de los espermatozoides con acrosoma intacto
se aprecia de un color rosa intenso o lavanda oscuro, de aspecto uniforme y de
contorno bien delimitado. B .

La parte anterior de la cabeza de los espermatozoides con acrosoma hin-
chado es de un color rosa péalido en algunos casos y rosa intenso en otros, la
parte anterior de la cabeza se ve aumentada de tamafio a manera de un capuchén,
ademds en algunos espermatozoides se aprecian una especie de granulos o bandas
de color café oscuro.

En los espermatozoides con acrosoma dafiado, se aprecia como €ste se va
desprendiendo, formando cuarteaduras como si se estuviera despellejando.

El color de la parte anterior de la cabeza de los espermatozoides sin acro-
soma es rosa pdlido o lavanda pilido; se confunden ficilmente con los esperma-
tozoides de acrosoma intacto; lo que los diferencia es la intensidad de los colores
y la forma del limite posterior del anillo postacrosomal, que en los espermato
zoides con acrosoma intacto es recto y bien formado y en los que carecen de
acrosoma, el limite es en forma de arco y en ocasiones
no estd bien delimitado.

En espermatozoides que no presentan acrosoma ni anillo postacrosomal, Ia

regién postacrosomal estd incompleta, y en ocasiones puede faltar totalmente.
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