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RESUMEN. 

ANGULO MEJORADA HOSA BERTA. Determinacion de la temperatE 

ra y t1emoo 6ot1mos para la descongelaci6n del semen del ovino 

(Oaio la dirección del M.v.z. Antonio ortl'.z llernanaez, M.v.z. 

Deoorah Feldman ~teele, M.v.z. Javier Valencia M~ndez y M.v.z. 

Marcelino Flores del Angel. 

~l oO)ótivo del presente traoajo fu~ determinar la temper~ 

tura y tiempo Optimas para la desconqelaci6n del semen del ovino 

y su efecto sobre la fert1liaad. El experimento se reali26 en 

-el Centro Ovino ael Programa de Extensi6n Agropecuaria de la Fa­

cultad de Meaic1na veterinaria y ~ootecnia ae la Un1versiaad N~ 
cional /\Utónoma de M~x1co. Se utilizo un total de 2U8 hembras 

y 13 sementales de las razas sutfolk, Polled norset, Tabasco, 

Finnish Landrace y Hampsnire. 

El semen se obtuvo oor medio de una vagina artificial, se 

evalu6 y se diluyo con el diluyente de 'l'ris, áciao cítrico, fru~ 

tosa, glicerina y yema de huevo. El semen diluido se congel6 en 

pajillas trancesas ae 0.25 ml con 3u0 m1llones de espermatozoi­

des m6tiles. Se hizo la aetecc16n de calores 2 veces al a!a, u­

tilizando machos vasectomizaaos provistos de un manail. Las he~ 

bras que presentaron el celo en la mañana se inseminaron en la 

tarde y las que lo presentaron en la tarde se inseminaron al d!a 

siguiente en la mañana. La descongelaci6n del semen fu~ reali­

zada sumergiendo las pajillas en agua caliente a 36ºC durante B 
segundos 6 a 70°C aurante 4 segundos. 

A la m1tad de las •26 pajillas ootenidas de los eyaculados, 

se les cvalu6 la recuperaci6n de los espermatozoides al descon­

gelar a las dos diferentes temperaturas y tiempos, onservando el 
movimiento progresivo al microscopio. Las 213 dosis restantes 

se utilizaron en la inseminacion artificial. La inseminaci6n fu6 
intraccrvical. La deterrninaciOn ae la fertilidad se hizo toman­

do en cuenta el número de hembras paridas. El analisis estad!s­

t1co 2c realiz6 por meaio ae la Prueba ae Z. Se obtuvo 51.2~ de 

movimiento progresivo en el semen descongelado a 36°C aurante B 

segundos y 47.9% en el semen aescongelado a 70"C durante 4 segu~ 

dos, con una t:ertilidaa de 30.7% y 2!:1.2~ respectivamente, no na­

biendo oiferencia siqniticütiva. 
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INTRODUCCION. 

En los Gltimos 15 años ha aumentado el inter~s en el uso 

de la inseminación artificial (I.A.) en los ovinos, con el fin 

de mejorar los sistemas de explotaci6n, as{ corno la calidad g~ 

n~tica de esta especie (14,18,24). Los m~todos tradicionales 

de la I.A. usados en ovinos con semen fresco, presentan cier­

tas limitantes, como son el utilizar un carnero el cual se en­

cuentra en lugares lejanos a las hembras, siendo necesario 11~ 

var al macho al lugar donde se localizan las hembras o viceve! 

sa, limitando de esta manera el namero de ovejas que se inse­

minarían (14,18). 

El estres que se 9roduce con el transporte tanto del ma­

cho como de las hembras, disminuye el porcentaje de fertilidad 
(18). 

Con la t~cnica del conqelamiento del semen del carnera, 

se incrementan las posibilidades de utilizar la !.A. en los o­

vinos, se facilitaria el desarrollo de programas tendientes a 
beneficiar a esta especie, principalmente en las regiones tro­

picales a las que se les está dando un gran impulso. El mejo­
ramiento genético de los ovinos se vería acelerado y el costo 

monetario ser1a inferior al necesario en la actualidad, para 

la adquisici6n de sementales de gran valor gen~tico (J,18). 

El semen de ovino presenta una aceptable supervivencia e! 
perm~tica al ryroceso de descongelado. Se ha encontrado que el 

índice de concepci6n con semen descongelado, es por lo menos 

20% inferior al logrado con semen fresco, encontrándose así una 

fertilidad del 42.20% en ovejas inseminadas con semen descon­

gelado a 36ºC durante B segundos (5,13,15). 

Entre las causas que afectan la viabilidad del semen con­
gelado está la formaci6n de hielo intracelular, tanto en la con 

gelaci6n como en la descongclaci6n, los espermatozoides pueden 
sufrir la pérdida de la integridad de las membranas celulares, 

inactivaci6n de un 20% de enzimas acrosomales y pérdida de los 

fosfol!pidos (3,9,16,18,19,22,26). 

Los es9ermatozoides tienen al recuperaci6n si un criopro­

tector está presente en el medio que los suspende al congelar 

y al descongelar (3,11,13,23). 
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El daño celular de los espermatozoides congelados con gli­

cerol, es menor que el producido al utilizar otros crioprotec­

tores como el DMSO (3,9,16,23). El glicerol ha sido utilizado 

como crioprotector ~ara la congelaci6n del semen del carnero 

(3). La concentración del glicerol requerida para proteger a 

un máximo de espermatozoides es determinada considerando la v~ 

locidad del enfriamiento y del descongelamiento (9). 

El glicerol utilizado como crioprotector reduce la forma­

ci6n del hielo intracelular, evitando la muerte de los esper­

matozoides (3,4,9,lG,lB,19,22,26). 

Estudios recientes han demostrado que la concentraci6n de 

5% de glicerolen el diluyente, es la 6ptima para la protección 
de los espermatozoides del carnero (4,9). 

Otro 9unto que debe tornarse en cuenta es la temperatura y 

el tiempo de descongelado que debe utilizarse. 
Se ha encontrado que es mejor descongelar a temperaturas 

como son 65°C que a 40ºC ya que a medida que se incrementa la 

temperatura de descongelaci6n, aumenta el porcentaje de motili 

dad espermática y disminuye el nGmero de espermatozoides con 

daño acrasomal (1, 5, 7, 14, 17). 

Algunos investigadores ~encionan que el descongelar las 

pajillas de 0.5 ml a temperaturas de 75°C durante l2 segundos, 
es mejor que descongelar a 35ºC durante 30 segundos (1,17). 

Sin embarqo, otros autores recomiendan descongelar las pajillas 

a una temperatura semejante a la del aparato reproductor de la 

hembra, de 36°C a 3BºC (4,5,15). 

Existe muy pocas investigaciones en las que se han com­

parado diferentes temperaturas y tiempos para la descongelación 
del semen del carnero, por lo que el presente trabajo tiene co­

mo finalidad el determinar la temperatura y tiempo óptimos de 
la descongelación del semen del carnero en pajillas de 0.25 ml. 
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MATERIAL Y METODOS. 
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El trabajo fu~ realizado en el Centro Ovino del Programa 
de Extensi6n Agropecuaria (C.O.P.E.A.), localizado en el Km 29.5 
de la carretera federal M~xico-cuernavaca. 

El c.o.P.E.A. se encuentra ubicado a 19° latitud Norte y 

99º longitud Oeste, a una altura de 2760 msnm, con una preci­
~itaci6n pluvial de 800 a 1200 nun anuales y una temperatura pr2 
medio de 19ºC (10). 

Se utilizaron 13 carneros de la siguientes razas: 2 Suffolk, 
4 Polled Dorset, 2 Tabasco, 4 Finnish Landrace y 1 Hampshire. 

Se obtuvo un total de 43 eyaculados por medio de una vagi­
na artificial (8). 

La evaluación de los eyaculados se realizó tomando en cue~ 
ta los siguientes ~untos (3): 1.- Volíimen. 

2.- Motilidad (movimiento en masa 
y movimiento progresivo). 

J.- Concentrací6n~ 

4.- Determinaci6n de anomal!as 
morfol6gicas. 

Esta evaluaci6n se realizó utilizando un microscópio 6pti­
co y condicionando una botella plana con agua a 38°C, a modo de 

termoplatina. Solo se utilizaron aquellos eyaculados con una 

concentraci6n mayor a 2,000 millones de espermatozoides por mi­

lilitro, con un movimiento progresivo no menor a 60% y con me­

mos del 20% de anomal!as morfol6gicas. 
Una vez evaluado el eyaculado fuó dilu!do en una propor­

ci6n de 1:9 utilizando el diluyente de Tris (Tris[llidroximetil] 
amino metano:36.05 g, ~cido c!trico:20.24 g, fructosa:l4.88 g, 
agua bidestilada: 100 ml), adicionando 20% de yema de huevo y 

5% de glicerol (2,18). Posteriormente fué centrifugado a 200 g 
durante 15 minutos. Ya centrifugado, el sobrenadante fu~ de­
cantado, dejando el pa~uete de los espermatozoides y éste fué 
aforado al vol6men final necesario para envasar con 300 millo­
nes de espermatozoides m6tiles, pajillas francesas de 0,25 ml 
cada una. 

Las pajillas fueron sumerjidas en un recipiente de poliu­
retano con agua a 22ºc y se introdujeron al congelador (OºC) 
durante 2 horas, tiemoo en el que paulatinamente el semen al-
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alcanza una temperatura de 5 •e sin sufrir choque t~rmico. 

Transcurrido este período de equilibramiento, las pajillas se e! 
pusieron a vapores de nitr6geno líquido a una distancia de 4.5 

cm sobre el nitr6geno, durante 10 minutos, obteniendo una tem­
peratura de -ao•c aproximadamente (21). Ya congeladas las pa­
jillas, se introdujeron directamente al nitr6geno líquido del 
termo (-196ºC) y se almacenaron aproximadamente un mes, hasta el 
ctía en que se Utilizaron. 

Las paJillas se descongelaron en baño María a dos diferen­
tes temperaturas y tiempos, a 36°C durante 8 segundos 6 a 70ºC 
durante 4 segundos, 

A la mitad de las 426 pajillas ootenidas de los eyaculados 
se les evalu6 la recuperaci6n de los espermatozoides al descon­
gelar a las dos diferentes temperaturas y tiempos, ~sto se nizo 
observando el movimiento progresivo de los espermatozoides al 
microscopio. Las 213 dosis restantes fueron descongeladas tam­
bien a las temperaturas y tiempos mencionados y con ellas se irr 
seminaron a las hembras que presentaron el celo. La detecci6n 
de calores se realiz6 con macnos vasectomizados, provistos ae 

un mandil, haciendo la detecci6n de calores en la mañana (7:00) 
y en la tarde \15:00). Las nemoras que presentaron el celo en 
la mañana se inseminaron en la tarde y las que lo presentaron 
en la tarde se inseminaron en la mañana del d!a siguiente (20), 

La I.A. se realiz6 utilizando un espéculo de pico de pato 
con iluminaciOn propia•, depositando el semen en la entrada del 
cervix. 

Durante los 45 d!as que duro el empadre se insemin6 un to­
tal de 208 hembras, 143 con semen descongelado a 36°C durante 8 
segundos y 65 con semen descongelado a 70ºC durante 4 segundos. 

La evaluaci6n de la fertilidad se llev6 a cabo tomando en 
cuenta el ntirnero de ovejas paridas. 

Para evaluar la recuperaci6n espermática y la fertilidad 
después de la descongelaci6n, se utiliz6 la PrueOa de Z (l5). 

*I.M.V. (Instruments de Medicine Veterinaire) Francia. 
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RESUL7ADOS. 
Se observó que el promedio del movimiento progresivo en 

el semen descongelado a 36ºC durante 8 segundos fué mayor al 
presentado en el semen descongelado a 70ºC durante 4 segundos, 
no e><istiendo diferencia estad!stica significativa (P > O. OS) 
entre ellos (cuadro l). 

Con respecto a la fertilidad no se encontró diferencia e~ 

tad!stica significativa (P) O.OS) al compa<ar los dos ritmos 
de descongelación utilizados (cuadro 2). 

Cuadro l 

J 

Evaluación del tTDVimiento progresivo 
de los espezmatozoides de sanen fresco y sanen 
descongelado a 36ºC durante 8 segun:1as cS a 70ºC 

durante 4 segundos. 

PRESENI'ACION M'.lVIMimrO pro:;ru:snin "lll"'MFl"IIO 

SEME1l FREOO'.l 71.3' 

SEME1l DE:Sa:N:;EU>.00 
A 36 ºC DURANl'E 8 Sl.2 % sroJNDOS 

SEME1l DE:Sa:N:;EU\00 
A 70ºC DURANl'E 8 
SEQJNOOS. 47.9 ' 

---- -
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cuadro 2 Porcentajes de fertilidad en ovejas insan.i.nadas 
con seren descongelaik:> a dos diferentes ri llrcs, 

SD-IEN DESCXJNGELl\00 
A 36°C DURl\Nl'E 8 
SEGUNOOS. 

SD-IEN DESCXJNGELl\00 
A 70°C DURANl'E 4 
SEGUNOOS. 

TCll'AL 

NUMERJ DE 
llEMBRAS 
INSEMIN1\D1\S 

143 

NUMERJ DE 
HEMBRAS 
PA.'UDl\S 

44 

I'O!ON!'l\JE 
DE 

FERl'ILIDAD. 

30. 7 % 
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DISCUSION. 

Como se menciona en los resultados no se encontr6 dife­

rencia estadística entre los dos ritmos de descongelaci6n u­

tilizados, aan cuando diferentes autores mencionan que a me­

dida que se aumenta la temperatura de descongelaci6n, aumen­

ta el porcentaje de motilidad espermática y disminuye el na­

rnero de espermatozoides con daño acrosomal (l,S,7,14,17). 

Otros investigadores mencionan un menor porcentaje de es­

permatozoides muertos al descongelar a altas temperaturas (75° 

C) que al descongelar a bajas temperaturas (35°C) (1). 

Existen reportes donde se obtienen resultados superiores 

con las descongelaciones rápidas, pero con la observaci6n de 
que deben considerarse las pequeñas variaciones en el tiempo 

de descongelaci6n que pueden provocar daños irreversibles en 

la sobrevivencia de los espermatozoides (6). Por ejemplo, se 
ha observado hasta un 62.0 % de motilidad en los espermatozoi­

des descongelados a 65ºC y a 70ºC durante 6 y 4 segundos respes 
tivamente (S,12). 

Algunos investigadores han encontrado que al trabajar con 

semen de bovino, no obtienen diferencias si~nificativas en la 
motilidad progresiva e integridad del acrosoma cuando descon­

gelan a 35ºC o a 75°C, contrario a los reportes de mayores PO! 
centajes de motilidad orogresiva al descongelar a 35ºC que a 

so•c (2,7). 
Con respecto a la fertilidad, existen investigaciones que 

mencionan una fertilidad del 42.2% en ovejas inseminadas con 

semen descongelado a 36ºC durante B segundos, contrario a lo o~ 

tenido en este trabajo y a lo reportado por Linge, donde se ob­

tienen porcentajes menores (30%) al utilizar la misma tempera­

tura y tiempo de descongelaci6n (5,15). 
Otros autores mencionan que no hay diferencia significa­

tiva de fertilidad al inseminar con semen descongelado a 40°C 

o a 70°C, lo que coincidiria con los resultados del presente 

trabajo (17). 
Por lo anterior se concluye que al no haber diferencia si~ 

nificativa entre los dos ritmos de descongelaci6n, es 9osible 
utilizar ambos, tomando en cuenta que es más recomendable la 
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descongelaci6n a 36'C durante B segundos por la facilidad que 
presenta tanto al obtener esta temperatura como para mantener­

la y utilizarla, sobre todo a nivel de campo, además se evita 

el riesgo de que pequeños errores en el tiempo de descongela­

ci6n cuando se usan altas temperaturas, provoquen un desconge­

lamiento insuficiente, si el tiempo es corto 6 el daño irrever 
sible de los espermatozoides si el tiempo se pasa de 1 6 2 se­
gundos, por lo ~ue se recomienda el utilizar las temperaturas 

bajas (36°C durante B segundos). 
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