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RESUMEN.

ANGULO MEJORADA ROSA BERTA. Determinacion de la temperaty
ra y tiempo Sptimos para la descongelacifn del semen del ovino
(pajo la direccibn del M.v.2Z. Antonio Ortfz Hernandez, M.v.Z.
Deporah Feldman Steele, M.v.Z. Javier Valencia Méndez y M.V.Z.
marcelino Flores del Angel.

£l objétiva del presente trabajo fué determinar la tempera
tura y tiempo Optimos para la descongelacién del semen del ovino
y su efecto sobre la fertilinad. E1 exverimento se realizf en
el Centro Ovino del Programa de Extensi6n Agropecuaria de la Fa-
cultad de Medicina veterinaria y 4ootecnia ae la Universidad na
cional Autbnoma de M&xico, Se utiliz8 un total de 2u8 hembras
y 13 sementales de las razas Sutfolk, Polled bDorset, Tabasco,
Finnish Landrace y Hampsnire,

El semen se obtuvo bor medio de una vagina artificaal, se
evalué y se diluyd con el diluvente de 'Iris, &cidgo citrico, fruc
tosa, glicerina vy yema de huevo. El semen diluido se congeld en
pajillas francesas de 0.25 ml con 3u0 millones de espermatozoi-
des mStiles. Se hizo la deteccaén de calores 2 veces al afa, u-
tilizando machos vasectomizados provistos de un manail. Las hem
bras que presentaron el celo en la maflana se inseminaron en la
tarde y las que lo presentaron en la tarde se inseminaron al dfa
siguiente en la mafana. La descongelacién del semen fué reali-
zada sumergiendo las pajillas con agua caliente a 36°C durante 8
segundos 6 a 70°C aurante 4 segundos.

A la mitaa de las 426 pajrllas obtenidas de los eyaculados,
se les evalud la recuperaci6n ade los espermatozoides al descon=
gelar a las dos diferentes temperaturas y tiempos, onservando el
movimiento progresivo al micresceopio. Las 213 dosis restantes
se utilizaron en la inseminacion artificial. La inseminacibn fué
intracervical. La determinacion de la fertilidad se hizo toman=-
do en cuenta el numero de hembras paridas. El analisis estadf{s-
tico se realizé por meaio de la Prueba ae Z. Se obtuvo 51,2¢ de
movimiento progresivo en el semen descongelado a 36°C aurante 8
segundos y 47.9% en el semen dgescongelado a 70“C durante 4 segun
dos, con una tertilidad de 30.7% y 2Y.2% respectivamente, no ha-
piendo diferencia signiticativa.



INTRODUCCION.

En los Gltimos 15 afios ha aumentado el intexés en el uso
de la inseminaci6én artificial (I.A,) en los ovinos, con el fin
de mejorar los sistemas de explotaci6n, asi comc la calidad ge
nética de esta especie (14,18,24). Los métodos 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 lle
var al macho al lugar donde se localizan las hembras o vicever
sa, limitando de esta manera el nGmero de ovejas que se inse-
minarfian (14,18).

El estres que se vroduce con el transporte tanto del ma-
cho como de las hembras, disminuye el porcentaije de fertilidad
(18},

Con la técnica del congelamiento del semen del carnero,
se incrementan las posibilidades de utilizar la I.A. en los o-
vinos, se facilitarfa el desarrollo de programas tendientes a
beneficiar a esta especie, principalmente en las regiones tro-
picales a las que se les estd dando un gran impulso. El mejo-
ramiento gen€tico de los ovinos se verfa acelerado y el costo
monetario serfa inferior al necesario en la actualidad, para
la adquisicién de sementales de gran valor genético (3,18).

El semen de ovino presenta una aceptable supervivencia es
permitica al oroceso de descongelado. Se ha encontrado que el
indice de concepcidn con semen descongelado, es por lc menos
20% inferior al logrado con semen fresco, encontrdndose asi una
fertilidad del 42,20% en ovejas inseminadas con semen descon-
gelado a 36°C durante 8 segundes (5,13,15).

Entre las causas que afectan la viabilidad del semen con-
gelado estd la formacién de hielo intracelular, tanto en la con
gelaci6n como en la descongelacién, los esvermatozoides pueden
sufrir la pérdida de la integridad de las membranas celulares,
inactivaci6n de un 20% de enzimas acrosomales y pérdida de los
fosfolipidos (3,9,16,18,19,22,26).

Los eswmermatozoides tienen al recuperacifn si un criopro-
tector estd presente en el medio que los suspende al congelar
y al descongelar {(3,11,13,23}.




El dafio 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 glicerocl ha sido utilizado
come crioprotector pvara la congelacidn del semen del carnero
(3). La concentraci6n del glicerol requerida para proteger a
un miximo de espermatozoides es determinada considerando la ve
locidad del enfriamiento y del descongelamiento (9).

El glicerol utilizado como crioprotector reduce la forma-
cifn del hielo intracelular, evitando la muerte de los esper-
matozoides (3,4,9,16,18,19,22,26}.

Estudios recientes han demostrado que la concentracién de
5% de gliceroclen el diluyente, es la 6ptima para la proteccién
de los espermatozoides del carnerc (4,9).

Otro nunto que debe tomarse en cuenta es la temperatura y
el tiempo de descongeladoc que debe utilizarse.

Se ha encontrado que es mejor descongelar a temperaturas
como son 65°C aque a 40°C ya que a medida que se incrementa la
temperatura de descongelacibn, aumenta el porcentaje de motili
dad espermdtica v disminuye el nGmero de espermatozoides con
dafic acrosomal (1,5,7,14,17).

Algqunos investigadores mencionan que el descongelar las
pajillas de 0.5 ml a temperaturas de 75°C durante 12 segundos,
es mejor que descongelar a 35°C durante 30 sequndos (1,17).

Sin embargo, otros autores recomiendan descongelar las pajillas
a una temperatura semejante a la del aparato reproductor de la
hembra, de 36°C a 38°C {(4,5,15).

Existe muy pocas investigaciones en las que se han com-
parado diferentes temperaturas y tiempos para la descongelaci6n
del semen del carnero, por lo que el presente trabajo tiene co-
mo finalidad el determinar la temperatura y tiempo Sptimos de
la descongelacifn del semen del carnero en pajillas de 0.25 ml.
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El trabajo fué realizado en el Centro Ovino del Programa
de Extensién Agropecuaria (C.0.P.E.A.), localizade en el Km 29.5
de la carretera federal México-Cuernavaca.

El C.0.P.E.A. se encuentra ubicado a 19° latitud Noxrte y
99° longitud Oeste, a una altura de 2760 msnm, con una preci-
pitacibn pluvial de 800 a 1200 mm anuales y una temperatura pro
medio de 19°C (10).

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

Se obtuve un total de 43 eyaculados por medic de una vagi-
na artificial (8).

La evaluacifn de los eyaculados se realiz6 tomando en cuen
ta los siguientes puntos (3): 1.~ VolGmen.

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

3.~ Concentracién,

4.~ Determinaci6én de anomalfas
morfolbgicas.

Esta evaluacifn se realizé utilizando un microscépio Spti=-
co ¥ condicionandc una botella plana con agua a 38°C, a modo de
termoplatina. Solo se utilizaron aquellos eyaculados con una
concentracibn mavor a 2,000 millones de espermatozoides por mi-
lilitro, con un movimiento progresivo no menor a 60% y con me-
mos del 20% de anomalias morfolGgicas,

Una vez evaluado el eyaculado fué dilufdo en una propor-
¢ifn de 1:9 utilizando el diluyente de Tris (Tris|Hidroximetil)
amino metano:36.05 g, &dcido citrico:20.24 g, fructosa:14.88 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 fuf de-
cantado, dejando el pacuete de los espermatozoides y &ste fué
aforado al volGmen final necesarioc para envasar con 300 millo-
nes de espermatozoides mb6tiles, pajillas francesas de 0.25 ml
cada una,

Las pajillas fueron sumerjidas en un recipiente de poliu-
retano con agua a 22°% y se introdujeron al congelador (0°C)
durante 2 horas, tiempo en el gue paulatinamente el semen al-



alcanza una temperatura de 5 °C sin sufrir choque térmico.
Transcurrido este perfodo de equilibramiento, las pajillas se ex
pusieron a vapores de nitrb6geno lfquido a una distancia de 4.5
cm sobre el nitrfgeno, durante 10 minutos, obteniendo una tem-
peratura de -80°C aproximadamente (21). Ya congeladas las pa-
jillas, se introdujeron directamente al nitrégenc lfquido del
termo (~196“C) y se almacenaron aproximadamente un mes, hasta el
afa en que se utilizaron,

Las pajillas se descongelaron en bafio marfa a dos diferen-
tes temperaturas y tiempos, a 36°C durante B segundos 6 a 70°C
durante 4 segundos.

R la mitad de las 426 pajillas obtenidas de los eyaculados
se les evalud la recuperacién de los espermatozoides al descon=
gelar a las dos diferentes temperaturas y tiempos, ésto se nizo
observando el movimiento progresive de los espermatozoades al
microscopio. Las 213 dosis restantes fueron descongeladas tam-
bien a las temperaturas y tiempos mencionados y con ellas se in
gseminaron a las hembras gue vresentaron el celo. La deteccifn
de calores se realiz6 con machos vasectomizados, provistos ae
un mandil, haciendo la deteccibn de calores en la mafiana (7:00)
y en la tarde 115:00). Las hembras gue presentaron el celo en
la mafiana se inseminaron en la tarde y las que lo presentaron
en la tarde se inseminaron en la mafiana del dia siguiente (20).

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

purante los 45 dfas que dur6 el empadre se insemind un to-
tal de 208 hembras, 143 con semen descongelado a 36°C durante 8
sequndos y 65 con semen descongelado a 70°C durante 4 segundos,

La evaluacifn de la fertilidad se llev®$ a cabo tomando en
cuenta el nfimero de ovejas paridas,

Para evaluar la recuperacifn espermitica y la fertilidad
después de la descongelacién, se utiliz6 la Prueba de 2z (25).

*I,M,V. (Instruments de Medicine Veterinaire) Francia.



RESULTADOS.

Se observf que el promedio del movimiento progresivo en
el semen descoﬁgelado a 36°C durante 8 segundos fué mayor al
presentado en el semen descongelado a 70°C durante 4 segundos,
no existiendo diferencia estadfstica significativa (P> 0.05)
entre ellos ({cuadro 1).

Con respecto a la fertilidad no se encontré diferencia es
tadistica significativa (P)» 0.05}) al comparar los dos ritmos
de descongelacién utilizados (cuadro 2}.

CuadroA 1 E.Valuacién del movimiento progresivo

de los espermatozoides de semen fresco y semen
descongelado a 36°C durante 8 segundos & a 70°C
durante 4 sequndos.

PRESENTACION MOVIMIENTO PROGRESIVO PROMEDIO

SEMEN FRESCO 713 %

SEMEN DESCONGELADO
A 36°C DURANTE 8

SEGUNDOS 5.2 %

SEMEN DESCONGELADO
A 70°C DURANTE o
SEGUNDOS. 4798




Cuadro 2 Porcentajes de fertilidad en ovejas inseminadas
con semen descongelado a dos diferentes ritmos.,
NUMERO DE NWMERO DE PORCENTAJE
TRATAMIENTO HEMBRAS HEMBRAS DE
" INSEMINADAS PARIDAS FERTILIDAD
SEMEN DESOONGELADG
A 36°C DURANIE 8 143 44 30,7 %

SEMEN DESOONGELADO
A 70°C DURANTE 4

TOTAL .




DISCUSION.

Como se menciona en los resultados no se encontr$ dife-
rencia estadistica entre los dos ritmos de descongelaci6bn u-
tilizados, aGn cuando diferentes autores mencionan que a me-
dida que se aumenta la temperatura de descongelacifn, aumen-—
ta el porcentaje de motilidad espvermitica y disminuye el nG-
mero de espermatozoides con dafio acroscmal (1,5,7,14,17).

Otros investigadores mencionan un menor porcentaje de es-
permatozoides muertos al descongelar a altas temperaturas ({75°
C) gue al descongelar a bajas temperaturas (35°C) (1).

Existen reportes donde se obtienen resultados superiores
con las descongelaciones r8pidas, pero con la observacién de
que deben considerarse las pequefias variaciones en el tiempo
de descongelacibn que pueden provocar dafios 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 65°C y a 70°C durante 6 y 4 segundos respec
tivamente (5,12).

Algunos investigadores han encontrado que al trabajar con
semen de bovino, no obtienen diferencias significativas en la
motilidad progresiva e integridad del acrosoma cuando descon-
gelan a 35°C o a 75°C, contrario a los reportes de mayores por
centajes de motilidad orogresiva al descongelar a 35°C que a
50°C (2,7).

Con respecto a la fertilidad, existen investigaciones que
mencionan una fertilidad del 42.2% en ovejas inseminadas con
semen descongelado a 36°C durante 8 segundos, contrario a lo ob
tenido en este trabajo v a lo reportado por Linge, donde se ob-
tienen porcentajes menores (30%) al utilizar la misma tempera-
tura y tiempo de descongelacibn (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 coincidirfa c¢on los resultados del presente
trabajo (17).

Por lo anterior se concluye que al no haber diferencia sig
nificativa entre los dos ritmos de descongelacifén, es vosible
utilizar ambos, tomando en cuenta que es mis recomendable la



descongelacién a 36°C durante 8 segundos por la facilidad que
presenta tanto al obtener esta temperatura como para mantener-
la y utilizarla, sobre todo a nivel de campo, adem&s se evita
el riesgo de que pequeilos errores en el tiempo de descongela-
cién cuvando se usanh altas temperaturas, provoguen un desconge-
lamiento insuficiente, si el tiempo es corto ¢ el dafio irrever
sible de los espermatozoides si el tiempo se pasa de 1 & 2 se-
gundos, por lo que se recomienda el utilizar las temperaturas
bajas (36°C durante 8 sequndos).
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