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RESUMEN 

El presente trabajo se llev6 a cabo en el laboratorio de r~ 
producci6n de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitl4n en 
donde se compararon cuatro tinciones para evaluar la morfolo 
g!a espermática en semen caprino fresco y congelado. 

Se utilizaron dos tinciones, Eosina Nigrosina y Rojo Congo­
Verde R4pido para detectar espermatozoides vivos y muertos en 
semen fresco y semen congelado, contando 100 espermatozoides 
por muestra, evaluando 30 muestras para cada tipo de semen. 

Otras dos tinciones, Wells Awa y Giemsa se utilizaron para 
ver la morfolog!a del acrosoma de los espermatozoides (normal, 

hinchado, roto, ausente), en 30 muestras de semen fresco para 
la tinci6n de Wells Awa y con Giemsa 11 muestras, y 30 mues-­
tras para semen congelado para ambos colorantes, observándose 
100 c~lulas por muestra. 

El colorante Rojo Congo-Verde Rápido tiño la menor cantidad 
de espermatozoides 70.83% y 72.36% en semen cong~lado y fresco 
respectivamente, mientras que la Eosina Nigrosina aument6 los 
porcentajes a 81.06% y 96.93% en semen congelado y fresco res 

rectivamente. 

Para el caso del daño acrosomal el colorante de Giemsa per 
miti6 observar menos cambios en el acrosoma bajo el Microsco-­
pio 6ptico sin contraste de fase, por lo que pud6 considerarse 
que el colorante Wells Awa tuv6 mayor resoluci6n en el semen -
congelado. Para el semen fresco el colorante Giemsa demostr6 
tener mayor efectividad para detectar cambios en el acrosoma • 

• 
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INTRODUCCION 

En la planificación reproductiva de una explotación de gana­

do caprino puede ser recomendable utilizar los métodos rn~s mo 
dernos y los últimos avances realizados en reproducción, corno 

la aplicación de la inseminación artificial colocando el semen 
por medios mec~nicos en el tracto reproductor de la hembra (4) • 

La inseminación artificial es la técnica más importante crea 

da para el mejoramiento genético de los animales. Esto es posi 

ble porque con unos pocos machos altamente seleccionados, se 

producen suficientes espermatozoides para inseminar a miles de 

hembras al año (11,18). 

La inseminación artificial se inició con la utilización de 

semen fresco y posteriormente con semen congelado, lo que ha 

permitido un avance genético en diversas especies particularme~ 

te en los bovinos. Sin embargo en la especie caprina, no ha da 

do resultados tan satisfactorios corno en los bovinos, ya que la 

fertilidad alcanzada ha sido relativamente baja (27,28). 

Existen factores que pueden provocar problemas en el uso de 

la inseminaci6n artificial como son: 

La calidad del semen que depende del macho, estación del año 

al momento de la recolección del semen, método de recolección y 

manejo apropiado del semen que incluye diluci6n, tasa de enfria 

miento, congelado y técnica de descongelado (8,16). 

Existen diferencias entre la calidad del semen dentro de di­

ferentes razas y entre machos de una misma raza, presentando -­

adem~s diferentes porcentajes de fertilidad ya ~ue el semen 

reacciona en diferente forma, a los procesos de refrigerado y 
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congelamiento (11,22). 

La estaci6n del año durante la cual el semen es recolectado 
afecta la calidad del semen; el semen colectado fuera de la es­
taci6n de cr!a tiene un mayor narnero de espermatozoides anorma­
les y estos no pueden sobrevivir a procesos de congelaci6n tan 
bien corno los obtenidos durante la estaci6n de cr!a (7). 

El semen puede ser obtenido por varios métodos siendo los -
más comunes la vagina artificial y la electroeyaculaci6n. Una 
desventaja del segundo, es que el volumen de semen es m4s gran­
de y la concentraci6n de espermatozoides es menor, adem4s los 
machos parecen ser traumatizados por el electroeyaculador (5, -
16 ,18). 

El semen es normalmente evaluado por concentraci6n, motili-­
dad y rnorfolog!a, tornando en cuenta estas caracteristicas, se 
decide cual semen es adecuado para refrigerarse y/o congelarse 
(18,22). 

El semen fresco diluido puede ser refrigerado y conservado a 
4ºc; a esta temperatura el semen-conserva su poder fecundante -
entre 10-12 hrs. por lo cual debe ser usado el mismo d!a que se 
colecta (9,18). 

Otra posibilidad es utilizar semen congelado, generalmente -
el envase utilizado es la pajilla de 0.25 6 0.50 ml que contie­
ne de 70-l50xlo6 espermatozoides por dosis. Las pajillas son -
congeladas en tanques con nitr6geno liquido a -l96°c, con esta 
técnica la capacidad fecundante disminuye de un 22 a un 60% (9, 
13,22,24,26,29). 

Los factores que influyen en la fertilidad con el uso de la 
inseminaci6n artificial son: :la fertilidad de los machos utili­
zados para la producci6n de semen, el cuidado con el que el se­

men se colecta, la habilidad del técnico inseminador, el manejo 
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de las hembras, alta calidad del semen, técnica adecuada de de~ 
congelamiento e inseminaci6n al momento adecuado del ciclo es­
tral (11) • 

Dentro de las ventajas del uso de la inseminaci6n artificial 
se encuentran las siguientes: mejoramiento genético, se reduce 
el riesgo potencial de transmitir enfermedades, disponibilidad 
de registros de apareamiento exactos, necesarios para un buen 
manejo del hato, servicios econ6micos con alto valor genético 
(11) • 

Dentro de las desventajas del uso de la inseminaci6n artif i­
cial se encuentran las siguientes: uso de personal suficiente--. 
mente bien entrenado para proporcionar un servicio adecuado co­
mo es el conocimiento de la Anatom!a y Fisiolog!a de la hembra, 

tener instalaciones adecuadas para encorralar a las hembras a 
fin de detectar el estro, preparar y manejar machos marcadores, 
manejo adecuado del semen, ya que se presentan variables que no 
ocurren en la monta natural (11). 

Entre las posibles causas en los bajos resultados obtenidos 
con semen congelado, se señala el daño acrosomal por diluci6n y 

congelaci6n del semen (34), ocasionado por falta de protecci~n 
de los diluyentes ordinarios a las células espermáticas durante 
la congelaci6n (32); esto mismo ocurre en el se<Jtllento del apar!_ 
to genital de la hembra en donde es depositado el semen (1,22). 

En el semen de carnero se daña una proporci6n mayor de espeE, 
matozoides que en el semen de toro durante el congelamiento Y 
descongelamiento (28). Pero si comparamos el uso de semen con­
gelado entre cabras y borregos, tendremos que en las primeras -
los resultados son m4s exitosos (1). 

Otro de los factores que afectan la fertilidad del semen en 
la inseminación artificial es la cantidad de espermatozoides 

que se introducen en el tracto genital femenino (13,29). 
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En la inseminaci6n artificial se han empleado diversos tipos 

de diluyentes como gelatina, yema de huevo, leche descremada, y 

otros; con el prop6sito de aumentar el volumen del eyaculado y 
de proveer al espermatozoide de un medio que llene sus requeri­

mientos fisiológicos y le permita sobrevivir y conservar su ca­

pacidad fecundante. Pese a la congelación los resultados obt~ 
nidos con los diferentes diluyentes son similares en cuanto a 

recuperaci6n de motilidad y fertilidad, por lo que es posible 

emplearlos indistinta.mente (2,22,35,36). 

Muchas células tienen alta recuperación solo si un crio:_:¡ro-­
tector esta presente en el medio que la suspende durante el en­

friamiento. Estos compuestos se han clasificado en: a) .!_)ene -­
trantes como el glicerol y el dimetil sulfóxido (DMSO) (23,31) 

y b) no penetrantes como el polyvinylpyrrolidone (PVP) y 

polymer hydroxyethyl starch (HES) (20,21). La protecci6n de -

estos compuestos se basa en la restricción de la congelaci6n i~ 

tracelular y reducci6n al minirno del daño celular debido a los 

solutos concentrados en el medio durante el enfriamiento. 

La no fecundaci6n es la causa principal de fertilidad dismi­

nuida después de un prolongado almacenamiento del semen. Con -

el envejecimiento normal o la lesi6n, el capuch6n acros6mico 
del espermatozoide bovino, sufre una serie de alteraciones que 

lleva a la formaci6n de un segmento ecuatorial y a la pérdida -

del acrosoma anterior. La frecuencia de alteración depende de 

los toros, de los eyaculados y de los ~rocedimientos para can~ 

jar el semen '! se correlaciona bien con las frecuencias de con 

cepci6n ( 11) • 

En investigaciones m4s recientes no se ha mostrado disminu -
ción en la fertilidad del semen almacenado a -196°c por varios 

años en el caso del carnero (28), siempre y cuando no haya flus 

tuaciones en la temperatura de almacenaje • 

• 
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Ocurren cambios acros6micos similares dentro de los esperll'!. 
tozoides en el almacenamiento in vitre, con una disminuci6n sub 
secuente de la fertilidad y aumento de la mortalidad embriona­
ria, en bovinos, cerdos y ovinos (11). 

El semen de la rnayoria de los machos contiene algunos espe~ 

matozoides con defectos de conforrnaci6n. Esto por lo general, 
no se asocia con fertilidades n~s bajas, hasta que la propor­
ci6n de anormales excede el 20%. Frecuentemente cuando el se 
men de un macho muestra un elevado porcentaje de células anorlll! 
les presenta a la vez baja concentraci6n de espermatozoides y -
escasa motilidad. El semen fresco observado al microscopio con 
objetivo de inmersi6n (lOOx), proporciona solamente una idea 
del número de espermatozoides anormales. Como consecuencia de 
la alta concentraci6n, resulta a menudo dif!cil obtener una ci­
fra aproximada de células an6malas en una muestra sin diluir 
(11,lG). 

Esta demostrado que el semen que contiene un alto porcentaje 
de espermatozoides anormales posee baja capacidad fertilizante. 

Se ha comprobado que las vacas fecundadas por toros con por­
centaje de espermatozoides defectuosos superior a la media nor­
mal muestran con mayor frecuencia muerte temprana de los embri2 
nes, ya que el pasaje del espermatozoide a trllves de la superf.!_ 
cie ovular (penetraci6n) involucra el cumplimiento de importan­
tes y fundamentales pasos preeliminares: a) reacci6n acros6mica 
del espermatozoide, b) penetraci6n de cada una de las cubiertas 
ovulares, el uni6n del espermatozoide a la membrana del 6vulo, 
por lo cual cuando un 6vulo es rodeado por abundantes espermat~ 
zoides anormales cuenta con pocas o nulas posibilidades de ser 
fecundado (16) • 

Las anormalidades morfol6gicas de los espermatozoides pueden 
ser primarias o secundarias. Las anormalidades primarias estlln 
causadas por aberraciones en la espermatogénesis, mientras que 

las anormalidades secundarias se deben a alteraciones en etapas 
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posteriores de la maduraci6n espermática. Con frecuencia, las 
anormalidades secundarias obedecen a eyaculaciones defectuosas 
o incompletas, desequilibrios térmicos, enfermedades genitales 

En gen~ o manipulaci6n deficiente del semen una vez recogido. 
ral, la fertilidad potencial es baja, cuando un elevado porce!!_ 
taje de espermatozoides tienen anormalidades primarias o secug 
darias (16). 

En la pr~ctica de la inseminaci6n artificial, como en gene­
ral en el examen de los eyaculados, para establecer la activi 

dad de la línea germinal es necesario conocer la proporci6n -
existente entre los elementos espermáticos morfol6gicamente -­
anormales y los que no lo son. Además es preciso definir el 
porcentaje de espermatozoides que se pueden considerar vivos en 
el campo de la investigaci6n y por lo tanto probablemente fecu!!_ 
dantes (3). 

Para conocer el porcentaje de espermatozoides vivos y muer 
tos el colorante más comt1nmente usado es la eosina combinada -
con la nigrosina, la primera seria incorporada inmediatamente 
s6lo por los espermatozoides ya muertos en el uomento de la me_! 

cla y la segunda dar~ una coloraci6n de contraste facilitando 
así el recuento de los espermatozoides (3,16,30). 

El semen de carnero al ser descongelado llega a tener una m2 
tilidad espermática arriba del 60-70%, sin embargo el acrosoma 
de dichos espermatozoides se ve dañado por el proceso de desco!!. 
gelaci6n, por lo que se han utilizado tinciones para observar 

dicha alteraci6n, como Giemsa y Wells Awa y conocer el estado 
del acrosoma para poder predecir el grado de fertilidad de los 
espermatozoides en el 9roceso de la inse~inaci6n artificial -­

( 33, 37). 

Se ha observado en el toro que una alta motilidad es m&s i~ 

portante que la alta densidad espermática para la concepcidn 



- B -

(19) • En células con daño acrosomal, no necesnriamente se en­
cuentra afectada la motilidad, pero si su fertilidad (15) • 

El 68% del daño acrosomal está distribuido al azar entre la 
poblaci6n de c~lulas m6viles e inm6viles (15), Debido a esto, 
la evaluaci6n de motilidad no da un margen confiable de la fe~ 
tilidad del semen;_ sin embargo, esta prueba ha sido empleada -
comrtnmente para evaluar los resultados de la congelaciOn del 
semen (16,31,32). 

Para determinar el daño acrosomal se han hecho diferentes -
trabajos, Tasseron et al., (32) investigaron el daño acrosomal 
ocasionado por el proceso de con9elaci6n. 

Jone (17) al congelar semen de carnero, encontr6 que el da­
ño celular en espermatozoides congelados con glicerol, fu4 ma­
yor que el producido con dimetil sulf6xido (DMSO), pero no fu4 
diferente al encontrado cuando se empleo la combinaci6n de es­
tos compuestoa, de esto se deduce que el DMSO aolo confiere 
cierta protecci6n a la célula durante la congelaci6n. 

Watson y Martín (34) observaron que el acrosoma del esperma 
tozoide de carnero es más susceptible al daño por congelaci6n 
que el de bovino durante este proceso. Estos autores encontr!. 
ron menos espermatozoides normales que los observados por 
otros investigadores (17, 32) • 

Entwistle (10) encontr6 que en frotis teñidos con Rojo Co~ 

90-Verde R!pido, daban un porcentaje más significativo en rel!. 
ci6n a espermatozoides vivos y muertos en semen de carnero. 

En relaci6n a la fertilidad con semen congelado Salamon y 
Visser (27) han observado que la inseminaci6n artificial en 
ovinos no ha dado resultados tan satisfactorios como en los b2 
vinos, ya que los índices de fertilidad alcanzados con semen -

congelado han sido muy bajos. 
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Colas (6), obtuvo !ndices de concepci6n similares en ovinos 
al utilizar semen fresco con glicerol; sin embargo Tasseron et 
al., (32) como resultado colateral de su trabajo obtuvieron un 
!ndice de concepci6n mucho ~s bajo en ovinos, atribuyendo sus 
pobres resultados al nGrnero reducido de espermatozoides utili­
zados en la inseminaci6n artificial y al lugar de su aplica 
ci6n, más que a la t~cnica empleada para congelar. 
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OBJETIVOS 

1) Correlacionar la ~otilidad progresiva del semen fresco y 

descongelado con el porcentaje de c~lulas coloreadas con 
dos tinciones vitales. 

2) Correlacionar la motilidad progresiva del semen fresco y 

descongelado con el porcentaje de espermatozoides con daño 
acrosomal. 

3) Determinar las caracter1sticas de cada tinci6n para su 
uso en forma rutinaria en el laboratorio. 
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MATERIAL Y METODOS 

El presente trabajo se realiz6 en las instalaciones de la F! 
cultad de Estudios Superiores Cuautitlán ubicada en Cuautitl4n 
Izcalli, Estado de M~xico localizada a 2450 metros sobre el n! 
vel del mar y a 19° 43' latitud Norte y 99° 14' de longitud Po­
niente (14). 

Se llev6 a cabo durante los meses de Junio a Noviembre de -
1985, se obtuvieron 30 muestras de semen fresco de machos capr! 
nos adultos de las razas saanen, Nubia, Toggenburg y Alpina por 
medio de vagina artificial y en forma aleatoria. Cada una de 
las muestras ocup6 un volumen de o.s a 2.0 ml, tomándose de C! 
da una 0.1 ml el cual se diluy6 y tiñ6, y 0.05 ml de semen fre! 
co para congelarse y trabajarse posteriormente desechándose el 
sobrante. 

Las vaginas utilizadas consist!an de un tubo r!gido de mate­
rial plástico, una funda y un cono de polietileno, el tubo c2 
lector (tubo de centr!fuga con graduaci6n) con su correspondie~ 
te protector contra la luz. 

Para la obtenci6n del semen, la vagina artificial se llen6 
con agua caliente a temperatura de 40-50° e y a una presi6n ad~ 
cuada en su interior, la cual se calcul6 tomando en cuenta el 
tamaño del pene, de tal manera que al introducirse este dentro 
de la vagina artificial se pudiera llevar a cabo la eyaculaci6n 
y as! poder medir el volumen del semen, el cual posteriormente 
se conserv6 a una temperatura de 37° e en baño mar!a. 

Para el caso del semen fresco, posteriormente se realiz6 una 
diluci6n del semen 1:100 a la temperatura promedio de 37-38° C 
proporcionada por el baño mar!a. Se tom6 una pequeña cantidad, 
usando una pipeta Pasteur que se coloc6 en un portaobjetos para 

observar la motilidad progresiva de los espermatozoides, media~ 
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te el uso de un Microscopio Compuesto con el objetivo de lOx, 

expresando el valor en porcentaje, para lo cual se toma en cuen 
ta la cantidad de c~lulas que se mueven en relaci6n con las que 
no se mueven vistas en el campo del Microscopio y a criterio se 
da un valor de motilidad por muestra. Para sacar el 
motilidad del total de las muestras, se suman las 
de cada una y se divide este entre el namero total 
(31 • 

promedio de 
motilidades 

de ellas 

Para teñir el semen diluido se tomaron cuatro alicuotas para 
cada uno de los colorantes: Eosina Nigrosina (Herrick y Self, 
1965), Rojo Congo-Verde Rápido (Entwistle, 1972), llells Awa 
(Wells y Awa, 1968), y Giemsa (Watson, 1975). 

Para la preparación ver Anexo No. l. 

Las tinciones se realizaron con todo el material de cristal~ 
r!a y los colorantes a temperatura controlada (37°C), efectuan­
do cada tinci6n en la forma siguiente: 

Eosina Nigrosina 

Se toma una pequeña cantidad de la diluciOn del semen por m~ 
dio de una pipeta Pasteur, la cual se deposita en una placa de 
porcelana con concavidades y se le añade una gota del colorante 
dej&ndose reposar durante 5 minutos y posteriormente se procede 
a tornar la mezcla con otra pipeta Pasteur, para colocar una qo­

ta sobre un portaobjetos y realizar un frotis. 

Rojo Congo-Verde R!pido 

A una parte de semen diluido se le añadió una gota del prep~ 
rado de colorantes antes de hacer un frotis y se dejO reposar -

la mezcla durante J minutos. 
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Wells Awa 

A una pequeña cantidad de la dilución del semen se le añadió 
una gota del colorante, se dejó reposar durante 1 minuto antes 
de realizar el frotis correspondiente. 

Giernsa 

La mezcla de semen colorante se dejó reposar durante 30 min~ 
tos y posteriormente se procede a realizar un frotis. 

~: Los tiempos de reposo para cada colorante se estableci~ 
ron de acuerdo al autor que propuso cada técnica origina! 
mente. 

Los frotis de cada alícuota se dejaron secar dentro de una 
estufa a 37°c. 

Para determinar las características de los espermatozoides -
se contaron en cada uno de los frotis 100 gametos bajo un Mi -­
croscopio Compuesto utilizando el objetivo de inmersión (lOOx) 
( 3) • 

Cuando se usaron los dos primeros colorantes se contaron los 
espermatozoides teñidos y los espermatozoides no teñidos (vivos 
y muertos) respectivamente (10,16), as! corno las anormalidades 
de tipo primario y secundario. Con los otros dos colorantes --· 
que son espec!f icos para acrosorna se observó esta estructura p~ 
ra encontrar alteraciones de acuerdo a la clasif icaci6n de Wat­
son (33) y Wells and Awa (37), que incluye acrosomas hinchados, 
rotos y ausentes. 

Para el caso del semen congelado se preparó un diluente a b~ 
se de TRIS-yema de huevo (Fukui, 1979) (Anexo No. 2), el cual -
una vez preparado, ne pus6 en baño marta a una temperatura de 

37°c para que al momento de obtener la muestra del semen (dilu-
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ciOn 1:4 v/v), se transladO al refrigerador para iniciar su 

acondicionamiento, dejándolo reposar durante un mínimo de 2 ho­
ras. Después se llenaron las pajillas de 0.25 ml sellándolas -
con alcohol polivinílico y se dejaron dentro del termo recibie~ 
do los vapores del nitr6geno líquido durante 15 minutos, para -
posteriormente introducirlas directamente al nitr6geno líquido 

y así dejarlas almacenadas. 

Después de una semana se llevo a cabo la descongelaciOn y se 
hicieron las mismas tinciones que para el semen fresco. 

La descongelaciOn del semen se llev6 a cabo de la siguiente 
forma: 

a) Después de sacar una pajilla del nitrOgeno líQuido se 

coloco esta en baño maría a 37°c y se dejO sllr.lergida durante -
30 segundos. 

b) El contenido se coloc6 en un tubo de ensaye el cual 

contenta una soluci6n de Citrato de sodio al 2.9% (0.S ml), de 
jándose reposar a 37°c durante 5 minutos. 

c) Del tubo de ensaye se tom6 con una pipeta Pasteur una 

pequeña cantidad del semen diluido y se coloc6 en un portaobj~ 
tos calentado para observar la motilidad progresiva en forma -

similar al semen fresco. 
d) Posteriormente se centrifugo la muestra a 5000 r.p.m. 

durante 5 minutos para después retirar el sobrenadante, pues 
el diluente forma artefactos que impiden una tinci6n adecuada 
( 37) • 

e) Se vuelve a añadir con una pipeta o.a ml de la solu-­
ci6n de Citrato de sodio al 2.9%. 

f) Se hacen las tinciones: Eosina Nigrosina, Rojo Congo­

Verde Mpido, Wells Awa, Giemsa, revisándose de manera seme-­
jante que con el semen fresco. 

Los datos se evaluaron estadísticamente mediante análisis 
de varianza, con arreglo factorial 2x2, y análisis de regre­

si6n y correlaci6n lineal simple y mdltiple. ~odos los val2 
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res de porcentaje fueron transformados al arcoseno antes de ana 

!izarlos (Reyes, 1978). 
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RESULTADOS Y DISCUSION 

En el cuadro No. 1 se aprecia el porcentaje de espermatozo! 
des teñidos con dos diferentes tinciones. El Rojo Congo-Verde 

Rápido (RV), tiñ6 la menor cantidad de espermatozoides 70.83% y 
72.36% en semen congelado y fresco respectivamente, mientras 
que la Eosina Nigrosina (EN) marc6 altos porcentajes 81.06% y 

96.93% en semen congelado y fresco respectivamente siendo la di 

ferencia estadísticamente significativa. 

Como se puede apreciar en el cuadro No. 2 existieron difererr 

cias significativas entre la tinci6n y el tipo de almacenamien­

to existiendo interacci6n por lo que se puede considerar al co­
lorante Rojo Congo-Verde Rápido (RV) como el que present6 una 

mejor correlaci6n con motilidad progresiva lo que coincide con 

lo reportado por Entwistle (10). Pero analizando el cuadro No. 

4 se constat6 que no existe correlaci6n entre el RV y la motil! 

dad progresiva cuyos valores son 29.66±7.64 y 69.33±11.12 para 

semen congelado y fresco respectivamente, por lo que su uso co­

mo tinci6n supravital no es muy confiable. En el mismo cuadro 

No. 4 se aprecia que la EN si presenta una correlaci6n positiva 

con la motilidad progresiva, siendo el coeficiente de correla-­

ci6n r = -0.37 por lo que su aplicaci6n es muy limitada. Ade-­

m4s se apreci6 sin cuantificar, que los gametos se observan con 

mayor claridad bajo el Microscopio con RV. 

Con respecto al daño acrosomal se observa en los cuadros 

No. 1 y No. 3 que fué diferente para cada tratamiento existierr 

do efectos significativos (P..c:.0.01) para la tinci6n, el tipo de 

semen y una interacci6n entre ambos, por lo que el daño acros~ 

mal se manifiesta más claramente en el semen congelado IFukui 

112); Watson y Martin 134)). 

El colorante Giemsa (G) permiti6 observar menos cambios en 

el acrosoma bajo el Microscopio 6ptico sin contraste de fase 
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por lo que pud6 considerarse que el colorante Wells Awa (WA) 
tiene mayor resoluci6n (Wells y Awa (37)). Para el semen fres­
co el colorante Giemsa demostr6 mayor efectividad para detectar 
cambios en el acrosoma, pero en este tipo de semen la importan­
cia del daño acrosomal es menor ya que son escasas las alter! 
ciones del acrosoma en relaci6n a lo que sucede en el semen con 
gelado al momento de la descongelaci6n, en el cuadro No. 1 se 
aprecia 95.27% de acrosomas normales y 83.10% con G y WA respe~ 
tivamente. 

En el cuadro No. 4 se aprecia que las correlaciones fueron 
positivas entre la motilidad progresiva y los acrosomas nor~ 
les para el Giemsa, siendo los coeficientes de correlaci6n -
-0.37 para el semen congelado y -O.SS para el semen fresco, p~ 
ro una limitante para el uso del Giemsa es la dificultad de su 
preparaci6n (Watson (33)). 

En el cuadro No. 5 se muestra que los coeficientes de corre­
laci6n aumentan si se analizan ro.is de dos variables en ecuaci~ 

nes de regresi6n múltiple. Así la calidad del semen teñido con 
Wells Awa y Giemsa puede apreciarse mejor considerando el total 
de acrosomas normales y el total de acrosomas hinchados que es 
la alteraci6n m4s frecuente (Tasseron y Amir (32)). 

Se debe de tomar en cuenta que existen factores que pueden 
dar resultados diferentes a los esperados como son: acci6n t6x,! 
ca y mortificante de los colorantes sobre los espermatozoides, 
determinadas variaciones de composici6n y bioquímica del mat~ 

rial esper~tico examinado para lo cual no hubo diseño ya que 
se usaron pocos machos y adem4s no parece haber efecto, edad de 
las células espermaticas presentes o de la senaibilidad crom4t,! 
ca o de permeabilidad de las mismas o, m4s propiamente de su C! 
puch6n cef4lico, artificios de técnica que modifican la sensib,! 
lidad citol6gica, diferente temperatura al momento de la tin 
ci6n entre semen y colorante, variaci6n del pH al momento de la 

coloraci6n, tiempo de exposici6n del espermatozoide ·al coloran-
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te, concentración del colorante. Los resultados presentados en 

el cuadro No. 4 sobre las tinciones supravitales sugieren que -

no forzosamente se tiñen unicamente espermatozoides muertos, lo 

que indica el poco valor de las tinciones supravitales, coinci­

diendo con las interrogantes de Bonadona (3). 



Cuadro No. l Promedios para Espermatozoides Teñidos utilizando dos tinciones 
vitales y Acrosomas Normales con dos tinciones especificas en se­
men caprino fresco y congelado. 

Caracter!stica 

Espermatozoides 
Teñidos % 

Acrosomas 
Normales % 

Motilidad 
Progresiva % 

Semen 

EN 
96.93+4.35 

a 

WA 
83.lO:t,6.07 

a 

Fresco 

RV 
72.36+19.19 

- b 

G 

95.27:!;_06.27 

b 

69.33±,11.12 

b 

Semen Congelado 

EN 

81. 06+11. 82 
- b 

WA 
40.40:!;_13.07 

c 

RV 
70.83+11.76 

- b 

G 

60.66±,09.56 
d 

29.66±,07.64 

a 
----------------------------------------------------------------------------------------·---------------------------------------------------------------------------
EN --- Tinci6n Eosina Nigrosina 
RV --- Tinci6n Rojo Congo-Verde R.fpido 
WA --- Tinci6n Wells Awa 
G --- Tinci6n Giemsa 

Letras diferentes en los renglones representan diferencias significativas 
(P <O. 01) (ANOVA - Duncan) 

..... 
ID 



Cuadro No. 2 Análisis de Varianza con Arreglo Factorial para Espermatozoides 
Teñidos con dos tinciones vitales en semen caprino fresco y cong~ 

lado. 

----------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------Fuentes de 
variaci6n 

Total 

Tratamientos 

Tinci6n (T) 

Almacenamiento 
(A) 

GL 

119 

3 

l 

l 

Swna de 
cuadrados 

23958.l 

11825.8 

7471.0 

2713.8 

Cuadrados 
medios 

201.3 

3941.9 

7471.0 

2713 .8 

F 

37.7** 

71.4** 

25.9** 

------~-------------------------------------------------------------------------------
T X A l 1641.0 1641.0 15.7** 

Error 116 12132.3 104.5 
----------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------

GL = Grados de Libertad 

** Estad!sticamente significativos (P< 0.01) 

N 
o 



Cuadro No. 3 An4lisis de Varianza con Arreglo Factorial para Acrosomas -

Normales con dos tinciones específicas en semen caprino fresco 
y congelado. 

--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------Fuentes de 
variaci6n 

Total 

Tratamientos 

Tinci6n (T) 

Almacenamiento 
(Al 

T X A 

Error., 

GL 

100 

3 

l 

l 

l 

97 

Suma de 
cuadrados 

23240 .66 

19013.40 

971.32 

14980.04 

3062 .04 

4227.26 

cuadrados 
medios 

232.40 

6337.80 

971.32 

14980.04 

3062.04 

43.58 

F 

145.40** 

22.20** 

343.73** 

70.26** 

--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------

GL • Grados de Libertad 

** Estadtsticamente significativos (P< 0.01) 

"' ,_. 
1 
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Cuadro No. 4 Correlaciones entre la Motilidad Progresiva y algunas 
caracter!sticas esperm!ticas observadas en frotis de se­
men caprino con cuatro diferentes tinciones. 

------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
Característica Tinci6n Tipo de 

Semen 
Coeficiente de 
Correlaci6n (2) 

Significancia 
Estad!stica 

Ecuaci6n de 
Regresi6n 

---------------------------------------------------------------------------------------------
Espermatozoides 
Teñidos 

EN 

RV 

Fresco 
Congelado 

Fresco 
Congelado 

-o.2s (30) 
-0.37 (30) 

-0.11 (30) 
-0.13 (30) 

NS 
o.os 

NS 
NS 

Y= S0.46-0.2Sx 

---------------------------------------------------------------------------------------------
Acrosomas 
Hinchados 

WA 

G 

Fresco 
Congelado 

Fresco 
Congelado 

-0.18 (30) 
-0.04 (30) 

-O.SS (11) 
-o. 37 (30) 

NS 
NS 

o.os 
o.os 

Y= 70. 00-0. 98x 
Y= 32. 9S-O. 3lx 

---------------------------------------------------------------------------------------------
Acrosomas 
Rotos 

WA 

G 

Fresco 
Congelado 

Fresco 
Congelado 

0.36 (30) 
-0.26 (30) 

-0.24 (11) 
-0.14 (30) 

o.os 
NS 

NS 
NS 

No se estim6 (1) 

---------------------------------------------------------------------------------------------
Acrosomas 
Ausentes 

WA Fresco -o.os (30) 
Congelado -0.13 (30) 

NS 
NS 

------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
(1) No se estim6 porque los valores de x variaron solamente de 0-3 y no se puede explicar 

una correlaci6n positiva. 

(2) Nameros entre parentésis = Ntirnero de 
Ecuaci6n de Regresi6n Y= bo + b1x 

EN = Tinci6n Eosina Nigrosina 
RV = Tinci6n Rojo Congo-Verde R&pido 
WA = Tinci6n Wells Awa 
G = Tinci6n Giemsa 

observaciones 
donde: bo = intersecci6n 

b1 = pendiente de 
con el eje 
la recta 

"y" 

"' "' 



Cuadro No. 5 Correlaciones Lineales Mdltiples entre la Motilidad Progresiva 
y algunas caracter!sticas esperm.f ticas observadas en frotis de s~ 
men caprino con cuatro diferentes tinciones. 

------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------Características 

Espermatozoides 
Teñidos + Anor­
malidades secun 
darias -

Acrosomas Norma 
les + Acrosomas 
Hinchados 

Tinci6n 

Eosina 
Nigros!, 
na 

Wells 
Awa 

Giemsa 

Tipo de 
Semen 

Fresco 

Congelado 

Qoef iciente de 
Determinaci6n 

0.19 

0.19 

Coeficiente de 
Correlaci6n 

0.44 

0.44 

Ecuaci6n de 
Regresi6n 

Fresco 0.36 0.60* Z= 99.53-2.42(x) ~ 

------------~-------------------------------------±!~~21~1 _____ . 
·congelado 0.40 0.63* Z= 6.84+0.25(x) 

+0.56(y) 

Fresco 0.90 0.94** Z= 00.44-0.0l(x) 

--------------------------------------------------=!~ª~J~l-----· Congelado 0.26 0.51 

------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
Nota: Para la tinci6n Rojo Congo-Verde R&pido no se pudieron observar anormalidades 

secundarias, por lo cual no se muestra en el presente cuadro. 

Significancia Estad!stica * (P<0.05) ** (P4: 0.01) 

Ecuaci6n de Regresi6n Z • Ao + A1 (x) + A2 (y) 
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

La tinci6n Eosina Nigrosina (EN) present6 una correlaci6n P2 
sitiva con la motilidad progresiva del semen, pero con un coef! 
ciente de correlaci6n muy bajo, por lo que su aplicaci6n es muy 
limitada como tinci6n supravital. En el caso de la tinci6n Rojo 
Congo-Verde R4pido (RV) al no existir correlaci6n entre el col2 
rante y la motilidad progresiva no se puede usar como tinci6n 
supravital ya que no es muy confiable. 

La tinci6n RV ofrece mayor claridad en la observaci6n de los 
frotis ya que permite una mejor diferenciaci6n entre c~lulas t~ 
ñidas y células no teñidas. 

Para el caso del daño acrosomal la tinci6n Wells Awa (WA) r~ 

sult6 mejor en cuanto a resoluci6n 6ptica que la tinci6n de 
Giemsa (G) en lo referente al semen congelado, sucediendo lo -
contrario para el semen fresco. 

Por lo tanto en base a los resultados aqu1 presentados se r~ 
comienda WA como la mejor tinci6n de rutina tanto para morfolo­
gía general como para daño acrosomal. 

Por último se sugiere se ahonden los experimentos, con res-­
pecto a la predicci6n de la fertilidad del semen relacionada -­
con la morfología celular, requiriéndose para esto un estudio -
m4s a fondo del presente trabajo sobre el indice de concepci6n 
el cual es la prueba m4s precisa para determinar la capacidad 
fecundante del semen. 

Sin embargo, su evaluaci6n requiere tiempo y recursos para -
hacer el diagn6stico de gestaci6n y observar los resultados, 
por lo cual no se llev6 a cabo en el presente trabajo. 
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ANEXO No. 1 COLORANTES 

Eosina Nigrosina 

a) 4% Eosina 

b) 10% Nigrosina 

En una soluci6n de Citrato de sodio a 980 mM 

Rojo Congo-Verde Rápido 

a) 3% Rojo Congo 

b) 2% Verde Rápido FCF 
En una soluci6n de TRIS - Hidroximetil 

Amino - Metano 
(THMAM) 

Calentar a 92°c en baño mar!a durante 10 minutos. 

Wells Awa 

a) 

b) 

c) 

Floxina 1% 

Verde Rápido FCF 1% 

Alcohol Etílico 

Giernsa 

a) 

b) 

c) 

Agua Destilada 47% 

Metanol Absoluto 25.5% 

Giemsa 0.52% 

1 parte 
1 parte 

------ 1.7 partes 



ANEXO No. 2 

Sustancia 

Diluente para semen congelado 

(Para preparar 100 ml) 

Cantidad 

a) TRIS - Hidroximetil 269 mM 

Amino - Metano 
(THMAM) 

b) Fructuosa 74 mM 

e) Acido cítrico 18% 

d) Yema de huevo 20% 

e) Glicerol 7% 
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