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RESUMEN

El presente trabajo 8se realizdé en las instalaciones del
centro agropecuario de la Facultad de Estudios Superiores Cuau-
titldn, en los meses de junio , julio y agosto de 1995. utilizan-
do dos machos ovinos de la raza Suffolk, de los cuédles se reco-
lectaron 30 muestras de semen por medio de la vagina artificial,
para determinar el efacto de dos concentraciones de yema de huevo
(10 y 20 %) sobre la motilidad progresiva y el daflo acrosomal del
semen ovino antes y después de su congelacién y se evalué la
velocidad de enfriamiento para la conservacién del semen de
ovinos, utilizando para esto la medicién del descenso de 1la
' temperatura por dos termémetros, uno digital y uno quimico.

El eyaculado de cada carnerc se dividié en dos alicuotas en
partes proporcionales y se diluyé 1:10 (v/V), se procedié a
envasar la dilucidén en pajillas francesas y se colocaron en dos
tubos de ensaye para introducirlas en reciplentes de pldstico con
capacidad de un litro, se llenaron estos recipientes con agua a
37°C y se introdujeron a un refrigerador a temperatura de 4°C.con
los dos termémetros. Se anotd la hora de entrada de los recipien-
tes y la temperatura ajustada a 37°C de los termémetros al inicio
y cada quince minutos hasta descender al punto de equilibrio que
es de 5°C.

Degpués se procedié a la congelacidén de las muestras enpaji-
lladas en vapor de nitrégeno, el semen se conservé en congelacidn
hasta cbtener las 30 muestras, se deScongelaron una por una-en
bafio Maria y se observé la recuperacién del movimiento espermdti-
co. Se realizaron tinciones con el colorante Wells-Awa antes y
después de la congelacién. Con los frotis obtenidos = tanto del
gemen fresco como del semen congelado , se evalué la integridad
del acrosoma con la ayuda de un microscopio de contraste de fase-
con un aumento de 1000 X.

La proporcién de yema de huevo, en relacién a la motilidad
progresiva y la recuperacidn de la motilidad del semen congelado
fue mejor en la dilucién de yema al 20 % que obtuvo 27,92% de la
motilidad progresiva v/s 35.50 % de la recuperacién de la motili-
dad espermética en 20 % observdndose una diterencia de. (P<0.05)

Pueron significativos los efectos de la motilidad progreaiva
del semen fresco, con la relacién de la recuperacidn de la moti- "
lidad espermética del semen congelado (P<0.05).

El efecto de el tiempo de 'descenso de la hcnporoturn de
37°C a 5°C gobre la recuperacién de la motilidad .lpcrult1c¢,
fue significativa tanto de la medicidén de el descenso de 'la‘
temperatura por el temmémetro digital y la medicidn del tiempo de
descenso de la temperatura por el termémetro quimico - (P<0.05).

. Se puede concluir que el.efecto de la concnntracién devia"
yema de huevo del 20 % resulté con mejor proteccién que la de 10% .
en relacién con la motilidad progresiva del gemen descongelado.




I. INTRODUCCION,

Las ovejas son animales que han proporcionado satisfacto-
res al hombre desde etapas muy tempranas en su historia, ya que
junto con el perro y la cabra fueron quizids las primeras especies
domesticadas hace aproximadamente 9 000 a 10 000 ailos, la rela-
cién del hombre con el ovino surge como una necesidad, primero
con la obtencién de carne y prendas de vestir y posteriormente
la obtencién de leche,

Los ovinos son una de las especies mis versdtiles en los
productos que proporcionan al hombre, ya que suminigtran dos de
los alimentos bdsicos de su dieta que son la leche y la carne, y
para su vestido, a través de las pieles y la lana. Las ovejas son
ademis proveedoras de una gerie de subproductos entre 108 que
destacan la lanolina,que es el elemento base de los mejores
jabones, cremas y shampoos del mundo (D_e Lucas, 1986). l

Los productos ovinos han tenido y tienen una dei':éu_nda‘ alta
entre las poblaciones ya sea por los vtradicionalea bintillo: de
bnrbacoi o mixiotes, o‘ por ia artéaania lanera. Por §éi;6 ‘se ‘han "
buscado diferentes procesos para aumentar au‘ producﬁiv:ldad '(VD'e'
Lucas, 1986). _ o

'Uno de estos procesos ha sido el mejoramiento de ovinos y
caprinos por medio de cruzemientos de razas nativna_y ;éj'éradas g
con el objeto de aumentar su produccién, conshituye’ndo é'st:v';i_y \‘ma‘
neéeiidnd imperativa del pais. Por razones econémié;an_y téCnicas,
la mejor manera para lograr éste objetivo es la Aplicaé';tép"dq ia

" inseminacién artificial (Rodrfguez, 1978 citado por Castro y
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Peralta, 1986).

La técnica de la inseminacién artificial en ovinos y capri-
nogs pregenta diversas ventajas, en las que destacan la utiliza-
cién de estas especies de alto valor genético, que generalmente
no estdn al alcance de los ovinocultores de escasos recursos,
con el £in de incrementar la produccién de carne en México
(Barrén, 1981).

La ingseminacidén artificial es el método reproductivo en que
las células sexuales masculinas gon transportadas al aparato
genital femenino a través de medios mecdnicos que‘suatituyen los
habituales O6rganos especializados del macho (Durdén del Campo,
1980).

La ingseminacién artificial es una técnica Gtil para lograr
avances genéticos, ya que gse pueden realizar pruebas de progenie‘
cuando un gemental tiene la facultad de fertilizar a un gran
nimero de hembras, incluso de explotaciones diferentes. También
facilita la cruza heterocigdtica entre razas aumentaﬁdo’el vigor .
hibrido, ya que el semen congelado puede traapcrta:herfécilﬁente
y no hay que llevar gementales a zonas ecolSgicas d@niavdrabiés;
{Trejo, 1991}, . | ‘ ;

La oktencidn de adecuados niveles de fertllid@& ppedén v
depender de factores tales como la eleccidn de ii nqior ipbcq dg
empadrg, agi como la fisiologia normal del macho, 1& ngtricién;
edad y raza (Barxdn, 1981). o

La principal meta de la inseminacién artificini es;ei mejo-
ramiento de la raza y el control de las eniermﬁ#adeéivenérg;s,"
asi como la disponibilidad de régigtros exactos:de cxigﬁzg‘necQJ.

sarios para un buen manejo del rebaiio {Lunca, 1965).




La inseminacién artificial juega un papel cuantitativo y
cualitativo en el incremento de la poblacién animal y el aprove-
chamiento de los produc;os obtenidos, requeridos por la poblacién
(Azawi y col,, 1993).

En México se tiene un alto potencial de produccién caprina y
ovina, sin embargo, se estd importando semen de dudosa calidad
genética proveniente de Estados Unidos y Canadd, por lo que el
desarrxollo de programas nacionales de mejoramiento genético e
inseminacién artificial deben ser considerados (Grajales y Trejo

1991).,

La ingseminacién artificial requiere de una gerie de procedi-
mientos los cuales son:

a) Coleccién, evaluacidn y conservacién del semen,
b) Deteccién del estro.

c) Técnica de la inseminacién (Noriega, 1984).

Por io tanto, la obtencién del semen de alta calidad depende -

de que los machos hayan sido mantenidos bajo'budnai condiciqneé

de alimentacidén y manejo. El semen puede sexr colécﬁado con &xito

a los 7 a 8 meses de edad (Foote, 1989).
El mejor procedimiento para colectar el ueﬁen‘de.cnrnqro es

la vagina artificial, la cual es simple en gu'cqﬁhtruqciﬁn,ﬁ

_estimula la cépula normal, el disefio bhsico es pq’tuho rigido de

unos 15 cm de longitud, por 5 cm de‘diimettbf‘gsﬁé £up§ 9§€6‘
provisto de una vélvula para regular la pteéiéh iﬁéifnuf y'boé‘

dentro se coloca una camisa de litex 0 de plisttco deanchuble, en: 2,‘vfj'
uno de los extremos de la vaginu, se coloca’ el cono de’ colecciénif“

que tetminuriren un tubo colector graduado, el cual seyprqtgge_#e'




los golpes y las variaciones de luz y de temperatura con una
funda de poliuretano (Lépez y Valencia, 1982).Después de armada
la vagina se le agregard agua a una temperatura de 48 a 50°C
(Durén del Campo, 1980).

Existen diferencias entre la calidad del semen entre machos
de una misma raza, presentando ademds diferentes porcentajes de
fertilidad ya que el semen reacciona de diferentes formas a los
procesos de enfriamiento y congelacidn. El semen colectado fuera
de la estacién de cria tiene mayor nilimero de espermatozoides
anormales y éstos no Sobreviven adecuadamente al proceso de
congelacidén, como los obtenidos durante la estacién de cria.

El semen es normalmente evaluado por concentracién, motili-
dad y morfologia,. tomando en cuenta éstas caractéristicae se
decide cudl es el semen adecuado para refrigerarse o congglnrse
(Raquivel, 1986). '

En especies de reproduccién estacional las ‘cuqles “estdn
influenciadas por el fotoperiodo, como es el caso de los ovinos,
una ventaja seria la conservacién del semen, potqué 8se. puede
congelar en la estacién reproductiva cuando ésterné-p:odhce‘def
mgjor calidad (Salamon y Maxwell, 1995). ’ | ' ‘

Entre las posibles causas de los bajos resuitadoa 9bt§gidol
con semen congelado, se sefiala el daflo acroscmal en la dilﬁci@pvy '
congelacién por falta de proteccién de los diluontéa- 'otdiﬁvaxios .
En el gsemen de carnero se dafian una gran propotcquf4& §ipiriAto~5
zoides en el proceso de‘cdngelaﬁién y deacong@laéiép; pérqlgifsé‘i'
conpari el uso del semen congelado entre cabras y poftégoé ﬁéy
tiene, que en los caprinos los fesultédoé son mié; éxlt§§ob;‘

(Esquivel, 1986).




Para procesar el semen se han empleado diversos tipos de
diluentes; como gelatina, yema de huevo y leche descremada, con
el fin de aumentar el volumen del eyaculado y de proveer al
espermatozoide de un medio que llene sus requerimientos fisiold-
gicos y que le permita sobrevivir y conservar su capacidad fecun-
dante pese a la congelacidn, Las caracteristicas que pueden ser
evaluadas se clasifican en tres formas: pruebas macroscépicas,
microscépicas y biolégicas (Durdn del Campo, 1980).

Aunque de éstap caracteristicas las mis importantes son las
pruebas microscdpicas, que gon la motilidad progresiva y la
morfologia de los espermatozoides (Zemjanis, 1985; Duanel y col.,
1989; Hopkins y Evans, 1989).

Para evaluar la concentracidén existen dos formas, una direc-
ta a través del conteo de espermatozoides, por medio de la cdmara
de Neubauer o indirecta, ya sea por medio de un espectrofotémetro
o por cualquier‘otro medio electrénico (De Lucas, 1986).

‘La concentracién se calcula de forma rutinaﬁia coﬁ un espec-
tofotémetro calibrado, la determinacién rigurosa de la concentra-
c¢ién del volumen del semen y del porcentaje de las célﬁlaaivivaé
es esencial para calcular la méxima diluciéﬁ‘de‘espifﬂﬁkoibidéa‘
en los preparados para la inseminacién artificial (Goﬁé;,:1977).

El semen de la mayoria de los machos contiene eépé;mutqioi?
des con defectos de conformacién, ésto, por lo ‘Qﬁnef;i ghd1 es
anciado con fertilidades méé bajas, hasta que la propotcidn de
espermatozoides anormales exceda el 20%. Frecueutdmgﬁfe, cuind6‘
el semen de un macho muestra un elevado po:éentaji d31CG1ﬁ1a§j'

anormales presenta a la vez baja concentracién de qbperﬁatbiéides:




y motilidad progresiva baja (Eaquivel, 1986).

Para determinar la morfologia espermitica asi como anormali-
dades de la cabeza, cuello y cola, se emplean preparaciones
teiiidas (Zemjanis, 1985; De Lucas 1986).

Las anormalidades espermiticas se clasifican en primarias y
secundarias:

Primarias: a) Anormalidades de la cabeza: piriformes, gigantes y
pequefias,
b) Anormalidades de la pieza intermedia: mala implan
tacién, doble cuello y cola,
Secundariag: a) Cabeza normal desprendida.
b) Presencila de gota proximal o protoplasmitica.
c) Cola curvada,
d} Desprendimiento del acrosoma,

Por lo tanto, la integridad del acrosoma estd carrelacionada

con la fertilidad y ge han descrito acrosomas inéonpletos, arrcu-

gados o con grénulos, desprendidos del borde spical, con;abultgs;

mientos o hinchados (Sorensen, 1981).

La cantidad y calidad del semen y espa:mgtoiqﬁdéﬁ’dacrqce
por la hipertermia debido a las altas tenparatﬁtal‘nibihntales,
por la humedad relativa, por las lluvias y por 101 bljos nivales
de energfa (Corteel, 1981). t

Debido a que el plasma seminal contiene los. auticicntes{
nutrientes y agentes para la conservacién de los gapgrma;o:oidqu,x‘
gserd preciso extender las propiedades baﬂé!icaavdeljvldand‘Qéni-;”
nal, siendo definitivo que un diluente deberd ofrecer las condi; “
ciones: que permitan a los espermatozoidel auperar las alteracio?

nes antinaturales asociadas a la conservacién'y a la ipsqmipucién_




artificial prolongando la viabilidad de los espermatozoides.
Debido a que los espermatozoides eyaculados no sobreviven
por largos periodos, es preciso adicionar varios agentes con los
gsiguientes requerimientos:
a) Deberd tener una presién osmética isoténica.
b) Suministrar un equilibrio adecuado de minerales esencia-
les.
¢) Proveer nutrientes con una fuente de energia.
d) Proteger a las células espermiticas contra el choque por
frio.
e) Proporcionar capacidad tampén contra los productos
metabélicqs.
£) Inhibir el crecimiento bacteriano,
g) Deberd contener ademis agentes crioprotectores cuando es
congelado (Bearden y Fuquay, 1982; Jainuden y Hafez,
1989) ,
besde que Be descubrieron los efectos benéficos de 1la yema

de huevo sobre la conservacién de las cualidades en la fartilid&d

.de los espermatozoides, ha sido empleada en muchos diiugnte§ de

semen para varias especies, siendo su principal ertaﬁﬁ ij bro?
teccién al espermatozoide contra el choque por‘:fio,_gtﬁgihg i
las lipoproteinas y lecitinas gue contiene, cuandd‘iq ﬁﬁéﬁtrﬁ es
enfriada de la temperatura corporal hasta 5°¢;(Pé;e;}'iséb)} Ll

El efecto favorable de log niveles de yema déﬁhﬁ;§6 qn los
diluentes pueden ger debidos parcialmente Al‘;umeﬁtoi#Qi;nivé1~
proporcionado de la yema, la cual contiene Cantidndés”qéﬁﬂider;-
bles de iones Na, K, Ca. Otza ventaja de la utilizaéiﬁhpﬁefla -

yema es su efecto sobre la integridad acrosomal de 1oa‘eépe§ﬁatoi‘ -

]




zoides y la menor liberacién de las transaminasas glutémico
oxalacética (TGO), durante el precongelado y descongelado (Singh
y col., 1992; Dhami y Sahni, 1993).

Al analizar el efecto protector existente en la yema de
huevo, se ha llegado a la conclusién que existe en los huevos un
factor de proteccién que es mayor en la yema de huevo en aves
salvajes (perdiz, faisdn, etc), Esta riqueza de factor de protec-
cién espermdtica parece estar relacionada con la intensidad de la
pigmentacién dada por el contenido de carotenoides en el alimen-
to, por esto es que los mejores resultados se obtienem con los
huevos de primavera, verano y otoflo, ya que en éstas estaciones
los huevos contienen un alto contenido de carotenoides y leciti-
nas (Pérez, 1980).

Se puede aceptar que la yema de huevo permite "enblos diluen-
tes la adicién simultinea de fructuosa y glucosa, ést:a dltima es
usada en el metabolismo de los. eapemtozoidea como fuont;e de'
energia uniéndose asi a una majox crioproteccién durante el‘
proceso de congelacién (Gurpaul y col., 1992). B

Los efectos dafiinos de las bnct'erias como in‘g-ﬂ;};‘igg_'spb.,‘
Escherichia gcoli vy mg!im piogenes, 1on cualos son
microorganims de la.flora normal del pupucio, hun aido pur-

cialmente controladas en su produccién como’ ngentea contuinantes T

del diluente, mediante la adicién de antibiéticos cono son, S
aultonmidu, penicilinas, estzeptomicinns y polinixinu con’ e1

objetivo de disminuir el crecimiento de estos nicroorganisms en

la dilucién del semen (Foote, 1989, x_eub:mnyam y'col,, 1991) o

Y‘Evl efecto crioprotector se crea mediante la. _adl'c'iéhyt“!e;'ll

glicerol para proteger a las células de los dafios dunnvt:e'yl‘a,:f’a‘gew N




de crigtalizacién en la congelacién. El efecto de la adicidn del
glicerol al 6% en diluentes a base de TRIS (bidroximetilaminome-
tano), yema, citrato y fructosa en tiempos de refrigeracién de 4
a 5 horas, la supervivencla espermdtica es muy favorable y su
grado de motilidad no es afectado como en el caso de diluentes a
base de leche descremada (Deshpande y Mehta, 1991).

El glicerol se adiciona por lo general al semen después de
enfriarlo a 5°C, sin embargo ofrece igual proteccidén cuando se
adiciona antes del enfriamiento a temperatura ambiente de 22°C;
En cuanto al porcentaje de la cantidad se han realizado experi-
mentos en diluéntes a bage de 5, 6 y 7% de glicerol en leche
descremada y los regultados obtenidos de las anormalidades
acrosomales y motilidad progreaiva no han sido d'e gran signifi-
cancia en su afeccidén (Singh, y col., 1992).

En cuanto al porcentaje final recomendado de glicerol pa‘ru
el diluente TRIS, yema, citrato y glucosa ge han obse:_:vadd»mejo-
res resultados al utilizarla al 8% (Castro Y Peralta, 1'98'6);

Todas las células que se han congelado tavorablemente mues -
tran una importante caracteristica de enfriamiento adecuado para
sobrevivir, desde la temperatura de recoleccién a _5“(_:,- lq.cual ‘

puede realizarse en un acondicionamiento rdpido  de "'una-' hotd o

media hora, el ritmo de ésta reducc:l.én de temperatura puede ser - -
" del orden de 7.5, 10 y 15°C e incluso 20°C por hora hutu 30°Ckf‘

. 8in que se observen di!erenciu importantee al renpecto, recomen- i

déndose as{ una reduccién de la t:emperatura de 20 a 30°C por hora‘
(De Lucas, 1986). _ ‘
También hay autores que han bajado la temperatura de"fSSi a

50°C en tiempos que varian de 75 minutos a 1,5 horas sin que ge




afecten o se interfieran sus resultados al final de sus pruebas
{Almquist y col., 1982).

Por lo tanto el semen preparado para congelar se enfria
primeramente a 5°C y aqui se le da un tiempo de reposo conocido
como periodo de equilibrio que comprende de 2 a 3 horas (Fraser
1962; Visser, 1984: De Lucas, 1986, Moreno, 1987; Grajales y
Trejo 1991), _

La forma de congelar el gemen, es la congelacién en el
nitrégeno liquido a -196°C, con la ventaja de que se obtiene un
estado més estable asi como un tiempo més prolongado de almacena-
miento (Evans y Maxwell, I990).

Primeramente las pajillas preparadas se colocan en vapor

de nitrégeno por un periodo de 8 a 10 minutos lo cual pe;mite que

descienda la temperatura de -70°C a -80°C y de aqui se sumergen

en el nitrSgeno liquido, Lo anterior se debe a que.élicbngela-
miento demasiado répido puede causar un choque 'té:miéo y ‘la
formacidn de hielo dentro de la célula espermitica.

El congelamiento lento hace que aumente la concentraci6n ‘de

sal, a medida que el agua se congela éste aumento: gn_lq_prepién‘
. osmética en un perfodo prolongado de cqngelgmiehto.iqpto;wpnede ‘

daiiar las proteinas y lipoproteinas de los espé;ﬁnﬁozpidea,y'pur‘

acrosoma. (Corteel, 1967, Foote, 1989).

Una de las dificultades para congelar Yy descongelur 91 semen' 

se debe a que algunos diluentes pueden resultar t6xicos para 1os,:

espermatozoides y tanto al congelar como ‘al deacongelar se dilmi-

nuye la motilidad progresiva y Bse incrementa 1a cantidgd,dq

acrogomas dafiados (Ritar y Salamon, 1983, Evans y xuéﬁwdli;;z"‘

1990).
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Pero los diluentes basados en sustancias amortiguadoras como
TRIS, y la yema de huevo parecen ser apropiados para la congela-
cidén del semen (Deka y Raa, 1984-1986).

Por otra parte las temperaturas y velocidades de congelacién
y descongelado somn criticas para la fertilidad del semen, se
menciona como norma general que mientras mds rdpido se congele y
descongele el semen, s8e obtendrd mejor recuperacién eéspermitica
(Jondet, 1968; Evans y Maxwell, 1987).

Los métodos usados parxa realizar la fertilizacién en la
inseminacién artificial con el uso de semen congelado de carnero
son

1) Inseminacién intracervical doble; dependiendo de la con-
centracifn espermitica de la dosis a inseminar, ' '

2) Inseminacién intracervical con el “usb' de férceps, :Lnoc\‘i‘-

lando el semen de 2.5 a 4 cm dentro del cérvix “por mediio de

plpetas especializadas, y la nplicacién de homonu pnrenteralea_
como gon la relaxina, oxitocina y prontugllnd:lnna, con el tin de- :
facilitar la Apertura del cérvix y a\men!:lr 1; contractibllidad' T
del utero para facilitar e1 tunsporte de lol espemcozoides. ; l‘

Pero el mejor método es el uso de 1a insemiuacién nxtiticiuf 4

por endoscopia intrauterina (sglumon y l(axuou, 1995).

S




H. OBJETIVOS.

1) Evaluar dos concentraciones de yema de huevo, 10 y 20%,

utilizando come diluente base TRIS, &cido citrico y fructasa

gobre las caracteristicas espermiticas (motilidad y dado acroso-

mal),
2) Comparar la motilidad espermética del semen ovino antes y

después de pu congelacién.
3) Evaluar la velocidad de enfriamiento para la conservacidn

y congelacién del aemen de ovines. UtLlizéndo para esto - el

descenso de la temperatura de 37°C a s°c. »

4) Evaluar cubl es el tiempo adecuads de descenso ‘en el

enfriamiento de 37°C a 5°C para la congelaciém y p‘re’urv’actén giei L

ssmen ovino,

12
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11, MATERIAL Y METODOS.

Este trabajo se realizd en las instalaciones de la PFacultad
de Estudios Superiores Cuautitldn, localizadas en el Municipio de
Cuautitldn Izcalli, Estado de México a 2450 msnm a 19° 43' de
latitud norte a 99° 14' de longitud poniente (Garcia, 1973).

En el experimento se utilizaxon dos carneros de raza Suf-
folk, con edad aproximada de 2 y 6 aflos, aparentemente sanos, de
los cuales se recolectaron 30 muestras de gemen por medio de
vagina artificial, quince muestras por cada uno cada tercer dia.

Se preparé una solucidén madre a base de TRIS, acido citrico,
penicilina, estreptomicina, glucosa y se aford a 500 ml con agua
desmineralizada, se agité para disolver los ingredientes y se

vertié en cinco matraces de vidrio con capacidad de 150 ml agre-

gando 100 ml por matraz y se procedid a su congelacién para

preparar el diluente final el dia de la recoleccién, descongelan-

do un matraz por cada dia que se trabajé (Valencia y col., 1994)

En la preparacién del diluente pe utiliza_ron 'dos _concentra- .

ciones de yema de huevo 10 y 20%;  Se utilizai:on dosg probetaa ‘de

50 ml, en una de ellas ge vertid 5. m1 de ym de huevo y 43 ml de

golucién madre, mAs dos mililitros de glicerol. obteniendo asi_
el diluente con el 10% de yema de huevo, y 4% de glicerol, ‘ge.
agité para homogeneizar la mezcla y se agregé un_u go:a de cold- T

rante vegetal rojo sin alterar el volumen vy he”iidefntiti::‘é con R

una etiqueta con la leyenda de "yema 10",

En la otra probeta se agregaron 10 ml de yemndehuevo y 3.
ml de solucién madre, mis dos mililitros de giiceio'l,;,v obtg’ﬁ‘iéu:tl_o -

agi el diluente con 20% de yema y 4% de gliderol yunu g'dta‘ s,in.l'.

13




alterar el volumen de colorante vegetal azul y se le colocd una
etiqueta con la leyenda de "yema 20".

Una vez preparados los diluentes con cada una de las concen-
traciones de yema, se colocaron en un baflo Maria a 37°C.

En otra probeta de 50 ml se prepararon 50 ml de soiucidén de
citrato de sodio al 2,9% en agua desmineralizada, de la cual se
prepararon dos tubos, cada uno con 9.9 ml, los tubos se conserva-
ron sumergidos en baifio Maria a 37°C.

Se prepardé la vagina artificial colocando una hembra como
maniquf{ en una trampa de contencidn, se sacaron los machos. uno
por uno y se les rxealizé una limpieza previa del prepucio con un
paflo himedo, para reducir la contaminacién en el eyaculado.

Una vez obtenida la muestra se detexminé poi observacién
directa el volumen, colox y mctilidad‘maaél del semen eyaculado y
se colocd en bafo Maria a 37°C; Después de haber recolectado la
muestra de semen de los dos animales se procgdiﬁ'a iomar 0.1 ml '
de semen de cada muestra y se diluyé en los dos ﬁupos'con‘B.S ol

de citrato de sodio, de manera que se obtuvo una 511u¢16n~‘i;1ob

'{semen:volumen), Con una pipeta de Pasteur 5e tomé una gbta de

esta dilucién semen citrato de cndn mueptra y bljo el licroacopio3l

con aumento 100 X se evalué la motilidad progresiva en un porta-

objetos calentado a 37°C,. ddndole un>valor_subjgtiy¢,4g410“u.100%_,.

Para ser procesada la muestra debid tehe?;SOS‘dé motilidad o

més,

Se prepararon dop nlicuohas en pattes proporcionnles ul"("‘ S

volumen del semen obtenidos pox cada muestra Y se agregd diluente

en relacidén 1:10 (semen:diluente) prepuréndose los liguientes;fjf,fv: 3

tubos.
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a) Un tubo con capacidad de 10 ml con la dilucién semen
diluente del 10% del carnero de 6 afios.

b) Un tubo con capacidad de 10 ml con 1la dilucidén sgemen
diluente del 20% del carnero de 6 afios.

c) Un tubo con capacidad de 10 ml con la dilucidén semen
diluente 10% del carnexo de 2 aiios.

d) Un tubo con la capacidad de 10 ml con la dilucién semen
diluente 20% del carnero de 2 ailos,

Todas estas dilucicnes se efectuaron en condiciones de baiio
Maria a 37°C.

Después de realizada la dilucidn semen diluente se procedid
a envasar en pajillas de 0.5 ml, dos por cada alicuota, respecti-

vamente, y se prepard una pajilla extra sin sellar de yema al 10

o de yema al‘ 20%, la cual se utilizé para medir el tiempo de

enfriamiento del semen contenido dentro de la pujill'a, poi medio
‘de 1a introduccién del electrodo de un termémetro digital con
rango de temperatura - 180 a 100°C.

Las -pajillas se fueron rotando. para cada dia dc txabujo,

utilizando primero una pajilla de yema 10. (roja) y al sigulonte‘

dia. que se trabajaba, se utilizaba la pajilla de: ym 20 (uul) y

agi sucesivamente. _

Una vez obtenida la muestra de semen del cnmero uno Y del‘
carnero dos ya enpajilladas, Be. trunsporturon al 1nboratorlo en“

dop tubos de ensaye con capacidad de 35 ml previmo__nte p:otggidos . f o

de la radiucién ‘solar,

En uno de los tubos de ensaye con. la capncidad de 35 ml se'_\ '

Introdujo un termémetro quimico con rango de -30 & 50°C junto con . -
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lasg cuatro pajillas a procesar, previamente identificadas, con
el f£in de medir el tiempo de enfriamiento.

En el siguiente tubo se colocaron lag otras cuatro pajillas
wm&s una extra, la cual se utilizé para la introducecidén del elec-
trodo del termémetro digital, El cudl abarcd todo el didmetro de
la pajilla.

Estos tubos de engaye con 4us respectivaa pajillas y termd-
metros se introdujeron en dos matraces de pldstico con capacidad
de 150 ml, con agua previamente calentada a 37°C. Estos dos
matraces estuvieron pegados a su vez en el fondo de otros dos
recipientes de pléstico con capacidad de 1 000 ml a los cuales
también se les agregd agua previamente calentada a una temperatu-
ra de 37°C, una vez ajustada la temperatura se colocé el electro-
do del termbémetro digital dentro de la pajilla a muesﬁrgar.

El paso siguiente fue introducir las muestras experimentales

dentro de un refrigerador anotando la temperatura y la l::'a,ta a-la

que entraron, después se widié cada 15 minutos el Eie__npo de el;’,
descenso ‘de la temperatura en cada termémetro; una v.g'zr_qbi;_e_‘nldua ‘
las temperaturas hasta alcanzaxr log 5°C se éacnfon lué @qﬁtﬁs y
ge colocaron 10 minutos en vapor de nitrégenﬁ para dqs_p\'l_ié_"_ igﬁgq- :

ducirlas al mnitrégenc liquide, para su preaervacii‘_h duun\:e

aproximdmente 90 dias, .

Con 1a dilucién semen citrato de sodio al 2.9%, se midi6 1a
concentracidn espermitica utilizando un eapectofotéﬁetlro, p;‘&vig# ‘
_mente calibrado con una longitud de onda de soorn@. E

Ya que se congelaron las 30 muestras de gemen, ge prdc_edié' a

deacongelaﬂas 90 dias después, para 1o cual ge ‘p'repdraron'“.s

tubos de ensaye previamente identificados con 0.5 ml de '_'sblu'ci‘é'n
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de citrato de sodio al 2,9% cada uno, los cudles se sumergieron
en bafio Maria a 35°C a 37°C,

Después se procedid a sacar las pajillas del tanque de
nitrégeno liquido y répidamente con la ayuda de unas pinzas de
kelly se sumergieron en el agua del bafic Maria y se dejaron
incubar por periodos de un minuto para su descongelacidn,

Una vez descongeladas las pajillas Be cortaron de ambos
extremos para vaciar el contenido de cada pajilla en el tubo
correspondiente, Se esperaron 10 minutos para obtenér una comple-
ta recuperacidn de la motilidad y se cbservd con un microscopio
Gptico en aumento 100 X la motilidad progresiva del semen descon-
gelado, de la misma manera que en el gemen fresco,

Se utilizaron 120 tubos de microcentrifuga pfevimente
identificados para realizar tinciones, agregandc 0,2 ml de semen
diluido descongelado y 0.5 ml de colorante Wells Awa, se esperd
un lapso de 48 horas en reposo para poder realizar la oﬁaexﬂcién
por medio de un frotis en condiciones de la plutinu témica a
37°C durante 15 minuteos, para ohtemer un secado unitorme y eva-
luar la integridad acrosomal utilizando un microscvopio..c_lev con-
traste de fase en aumento 1000X (Wella y Awa, 1970) .v _ 7_ ' |

Con el semen fresco se preparé una diludi‘én 1‘:2'00- (iemén-,
volumen) con saolucién Hancock y se prepararon 30 tuboa da micro-
centrifuga prevlwente identit:lcados a los cuales ge les ugregé’_
0.5 ml de la dilucitén y 0.5 ml - de colorante de_Well's Lya_, " ge
esperd un periodo de 48 horas en reposo par'ak dgépué‘s 'r'eaiizir,"m"
trotia para evaluar asi la integridad acrosomal vdel*s@n £xfé§1c6
utilizando un microscopio de contrate de fase en aumento 1000 “x

{Hancock, 1957; Wells y Awa, 1970),
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ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados fueron evaluados por correlacién lineal, sin
enbargo debido a las pocas correlaciones significativas existen-
tes, 86lo se har8 referencia a aquellas que en la discusién
sirvan para explicar fendmenos bioldgicos.

Los datos fueron evaluados estadisticamente mediante andli-
gis de varianza con arxeglo factorial 2 X 2, utilizande 1los
valores del semen fresco para cada caracteristica, el volumen del
semen fresco, la concentracidén espermitica de la alicuota,asi
como la motilidad espermitica y la concentracién espermitica de
la muestra, el pH del semen fresco y el volumen de la alicuota
como covariables y transformando los valo;es en porcentaje al
Arcoseno-Raiz de porcentaje (Steel y Torrxie, 1980). De acuexdo al
siguiente modelo, ‘

Yik=p+ 81+ T+ Yk+ 01(Vn-Va) + 02(S¥n-SFA) + 03(CAn-CAR) + BHCEn-CER)+ B In-l'lln)Hl&(VM- VAd)+ ik :
Dondes ; n |
Yijk & Variable de respuesta (motilidad, dafio acro,ao'ml,':‘e‘cuperé
cidn de la motilidad y concentracién’espermiticA.,' 7

p = Media poblacional conatante, o

81 = Efecto del semental nnnliiqdo como bloque, _
Tj =" Efecto de la medicidn de la temperatura (j = ;,2)._:':
' Yk = Efecto de la concentracién de yema (k = 1,2). - ‘
81 (Vn-VA) = Volumen del semen fresco utilizado c6§§;§6va:1;blé;;.
R2 (SPn-SPl) = Caracteristica dg‘la moéilidid asti;idi §n‘hi-v
semen fresco utilizado como covariable. » ‘ ‘ ',:
83 (CAn-CAfl) = Concentracién espermitica de la alicubtgvu;ilizadi‘f

como covariable.
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R4 (CE;-CEﬂ)

R5 (PHn-PHil)
86 (VAn-VA#)

Eijk = Error

= Concentracién espermitica de la muestra utilizada
como covariabla.

pH del semen fresco utilizado como covariable.

= Volumen tetal de la alicuota utilizado como cova
riable,

aleatorio.
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IV RESULTADOS.

Motilidad progresiva.

En el cuadro uno se presenta el andlisis de varianza para la
motilidad progresiva del semen ovino congelado con dos niveles de
yema de huevo y midiendo el tiempo de el descengso de las
temperaturas con cada tipo de termémetro,

La motilidad progresiva para cada macho presentd una dife-
rencia significativa (P< 0.01),

Para el tiempo de el descenso de la temperatura, la motili-
dad progresiva presentd significancia a {P< 0,001),

Para el nivel de yema de huevo el efecto fue significativo
(B< 0.05). | |

Las covariables que tuvieron efectos significatives fueron:
Volumen del semen fresco (P< 0.01) y la concentracidn espermitica
de la alicuota (P< 0.001). |

En el cuadro 2, se anctan los resultados para el efecto de -

- la medicién de el tiempc de descenso de la temperatura durante la

refrigeracién de 37°C a 5°C, se aprecia que el tiempo de el
descenso de la temperatura fue de 12.2 % 1.65% a 103 6b minufos‘

contra 38.0 i 1.65% para la medicién de la tempe:dturq{n 1os ;35"

ninutos‘(P< 0.05).

En el cuadro 3, que se réfiere al efecto del nivéi de_?épay
se ve que en la concentracidén de yema de huevo alvld%,_laipotiliJ
dad progresiva fue de 22.28 1.73% contra 27.92 iﬂiQB?% pgrijla
concentraci6n al 20% (P< 0.05). o ;
Recuperacidn de la Motilidad Progresiva.

En el cuadrd 1 de andlisis de varianza se pbserva que los.
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efectos pignificativos para recuperacién de la motilidad progre-

giva fueron:
La variacién individual entre machos (P< 0.05); La velocidad

de enfriamiento (P¢ 0.,0001) y el nivel de yema de huevo (P«
0.405).

En el mismo cuadro 1 ge nota que las covariables significa-
tivas fueron: El volumen del semen fresco (P< 0.05) y la concen-
tracién espermdtica de la alicuota (P< 0,0001).

En el cuadro 2, a los 60 minutos la temperatura para la
motilidad progresiva fue de 15.6 ¢+ 2.07% contra 48.5 ¢ 2.08% para
el tiempo de enfriamiento de 135 minutos (P< 0.05).

Mientras que en el cuadro 3, pse pregenta la recupéracidn de
la motilidad progresiva , para el nivel de yema al 10% fue de
28,75 ¢ 2.17% contra 35.50 i 2.35% del nivel al 20% de yema de
huevo (P< 0.05), '

Morfologia Acrosdmica,
Acrosomas Normales. ‘

Para el porcentaje de acrogomas normales ningdn efecto fue ‘ . :
significativo {cuadre 1) y las covariabléa aighifica:i;vas :u‘erém .
El volumen del semen fresco (P< 0,05) y la concentracién esperm:
‘tica de la alicuota (P< 0,0001). k‘ - " e
Acrosomas Hinchados, , ‘ ’ :

Para acrosomas - hinchados hubo efecto aignificati,vo“ ‘_‘del
semental (P< 0.05 ) (Cuadro 1), | | -

Las covariables que influyeron k‘eignifidntivamel_xté 'ﬁé_bré _el‘y
porcentaje de acrosomas hinchados se presentan“é‘n‘ el’élvxdd'td‘ ly
gon: Volumen del semen ttesco (P< 0.01) y el‘p!j del smn_,‘ fro;ac:o. :

(P< 0.01) (Cuadro 1). .
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Acrosomas Rotos.

Para el porcentaje de acrosomas rotos el Unico efecto signi-
ficativo fue la variabilidad entre sementales (P< 0.05).

El volumen de la alicuota estudiada anali;ada como covaria-
ble tuvo efecto significativo sobre el porcentaje de acrosomas
rotos (P< 0.05).

Acrosomas Ausentes.

Para acrosomas ausentes, ninguno de los efectos £ijos tuvie-
ron significancia (cuadro 1), pero si afectd el volumen de 1la
alicuota utilizado como covariable (P< 0.01),

En la grdfica 1, se presentan los tiempos de en:riamiento

para las concentraciones de yema de huevo,
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CUADRADOS MEDIOS

CUADRO 1.

PARA EL ANALISIS DE VARIANZA EN SEMEN OVINO CONGELADO CON
DOS NIVELES DE YEMA DE HUEVO.

RRCUPERACION A C R O 8§ O ¥ A s
FUENTES DE MOTILIDAD |DE MOTILIDAD
VARIACION g1|PROGRESIVA | PROGRESIVA |NORMALES|HINCEADOS|ROTOS |AUSENTES
MACHO 1| 1548.32%%| 1128.71* 45.35 77.57+ lo.24~ | 0.24
‘TERMOMETRO 1}19602.27%%*| 31898.13*+~| 80.50 33.27 |18.88 | 0.33
|y 1| 678.69*% 972.82% 49.60 10.07 |10.93 | 0.44
| VOLUMEN  DEL
SEMER FRESCO 1| 1370.55%w 1029.41* 1199.92% | 104.64**| 0.00 | 0.05
CONCENTRACION ‘
ESPERMATICA 1| 463.56 490.28 2.16 4.68 0.16 | 1.30
| CONCENTRACION
| ESPERMATICA
|DE 1A~
‘|aLICUOTA 1] 2827.57*==| ~ 4384.36=~~|157.75~ 32.91 [15.47 | o.oC
PH DEL SEMEN
PRESCO 1] 19.29 23.17 55.26 |[111.77** | 1.07 | 0.77
VOLUMEN DE _ .
LA ALICUOTA 1| 143.70 689.78 60.11 26.21 28.91%| 5.92*w
ERROR “ioe 160.45 28.92 13.30 4.58 | 0.58

Los asteriscos en las-’ co:l.mas rep:esentan d:.fezenc:.as significativas:

* (P<0.05);

**(P<0. 01);

Bobeled (P<O. 001)




B B i . COADRO 2.
EFECTO DEL TERMOMETRO UTILIZADO DURANTE LA REFRIGERACION DE 37°C A 5°C SOBRE LAS
CARACTERISTICAS ESPERMATICAS DE SEMEN CONGELADO DE OVINO (MEDIA t E.E.)

: RECUPRRACION A c ®R O S O ¥ A s.
©  |MOTILIDAD °|DE MOTILIDAD -
TERMOMETROS { PROGRESIVA |PROGRESIVA | NORMALES |HINCHADOS ROTOS AUSENTES
 DIGITAL | 12.2+1.65 | 15.6£2.07 | 88.1340.7 | 7.330.47 | 4.02:0.27 0.40+0.9
S b b - a a a a
- QUIMICO | 38.0$1.65 | 48.532.08 | 89.84+0.7 | 6.2+0.47 | 3.2230.27 0.5140.10
: : a a a a a a

Letras diferénteé ‘en ‘1as columnas, Trepresentan difexencias significativas (P<0.05)




CUADRO 3.

EFECTO DEL NIVEL DE YEMA DE HUEVO DURANTE LA REFRIGERACION DE 37°C A 5°C SOBRE LAS
'CARACTERISTICAS ESPERMATICAS DE SEMEN CONGELADO DE OVINO. (MEDIA + E.E.).

RECUPERACION A (o4 R o] s o M A S.
MOTILIDAD DE MOTILIDAD
YEMA - PROGRESM PROGRESIVA NORMALES |RINCHADOS ROTOS AUSENTES
10% | 22.28+1.73| 28.75$2.17 [89.8810.78{7.2120.55 | 3.26+0.29 0.53:0.10
b . b . a a a a
20%7 :7-9231-87 35.50:2.35 88.17+0.85{6.39+0.60 3.58+0.31 0.38+0.12
) a a - a a a a

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




GRAFICA 1. RITMO DE ENFRIAMIENTO PARA
SEMEN OVINO DILUIDO EN DOS NIVELES DE
S YEMA DE HUEVO.
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V. DISCUSION

De acuerdo a log resultados obtenidos en el cuadro 1, se
observa que los efectos gque afectaron la motilidad progresiva
fueron la diferencia entre machos, la cudl esta documentada en
la literatura (Gutiérrez y col,, 1990). El tiempo de descenso de
la temperatura afectd tanto la motilidad progresiva comc la
recuperacién de la motilidad progresiva, esto quizd se debid a
que el termémetro digital utilizado con rango de - 180 a 100°C es
un instrumento muy sensible y el semen gse colocd para su enfria-
miento en un refrigerador con ventilador en la parte superior,
muy cercana al sensor del termdmetro y posiblemente se activé con
el aire frio el sengor o bien la pajilla se enfrié directamente
con el aire del ventilador, superando asi el énfriamientobméa
lento en el baflo Maria y no exactamente con la tempgraturﬁ'del
semen al interior de la pajilla, por esta sensibilidad seria
adecuado recomendar que égte tipo de termémetros aunqué:preciéos

no deben Ser utilizados a nivel de campo en nuestro paib; debido

a que su alta sensibilidad puede estar monitoreando la Eeﬂﬁgratu- ‘

ra ambieptal y no la del semen. El pércentaje-de yema también

afectd tanto a la motilidad progresiva como a la recuﬁqrucidh de

esta motilidad pos descongelado, siendo mejor el nivel de ?0%,

ésto coincide con trabajos similares realizados en qvinos”yxent ,

caprinos (Barba y col., 1590; Anaya y-ﬂernindeif 1995) , debido a

la aécidn protectora de la yema de hueyo, al'aumentnrué'au~n;vg1 ,
dentxo del diluente sin llegar a concehtracioned‘t6x£c53,=f¢v¢?e- e

ce las cualidades espermiticas en semen derfumiédtes (Valencia y

col., 1994),

Hubo efectos interesantes de algunas cova:iableskutilizadﬁsu
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en el modelo estadistico, tanto para motilidad progresiva como
para recuperacidn pos descongelado, hubo efecto del volumen del
semen fresco, el semen fresco se diluyd en el presente trabajo en
proporeidn 1:10 (v/v), por lo gue al aumentarse el volumen semi-
nal, se aumentd por ende el volumen del diluente, lo cudl permi-
tié que una superficie mayor del tubo de cristal estuviera en
contacto con el fluido del semen:diluente a 37°C, lo cudl posi-
blemente retardé la transmisidn de calor del fluido al cristal
ejerciendo una mejor accién protectora sobre los espermatozoides
al reducirse mis lentamente la temperatura.

La concentracién espermatica de la alicuota afectd tanto a
la motilidad progresiva como a la recuperacidén de la motilidad
progresiva, sin embargo la coxrelacidén entre eptas dos caracte-
rigticas no fue significativa, lo que sugiére que el ajuste por
covarianza se debid a un efecto Sptico, siendo la prueba utiliza-
da la observacidén directa de manera aubjetiva} al aume‘ntarse‘:el
nimerc de células espermiticas que se chservan por cqmﬁé, .es

posible confundirse y estimar una motilidad mayor a 1a‘ qu'e..r]e_al-

mente existe, por lo que seria recomendable asigmar conc@tfaciov :

nes iguales a cada pajilla con fines de evaluacién conphr"aéiv_a.

Con relacién a los acrosomas, -Healey (1969) menciona que en “
las células con dafic acrosomal no necesn;iément:e« se‘-i}hg\;:eihpra'-
afectada la motilidad, pero si su fertilidad 'en'np:qxiﬁa't_la'geht:'_el'(

el 68%, al estar distribuldo este dafio acrosomal sl azar entre ls

poblncidh de céiulaa mdétiles. Debido a esto la evnlu&ciéddg 1a

motilidad nos d& un margen poco confiable de la fertilidad del
_semen descongelado, De los efectos fijos. la va‘riabluli'dad‘ entre '

sementales fue el inico que afects el dafio acrosomal mostrando

28




acrosomas hinchados y acrosomas rotos, pero en las covariables
de ajuste que se observa el daiflo acrosomal, se encuentra afecta-
do el volumen del semen fresco por acrosomas normales e hincha-
dog, el PH del semen fresco por acrosomas hinchados y el volumen
de la alicuota por acrosomas rotos y acrosomas ausentes.

El volumen del semen fresco influyd sobre el porcentaje de
acrosomas normales y acrosomas hinchados pero no scbre acrosomas
rotos o augentes, sin embargo no se encuentra alguna explicacién
biolégica para este fendémeno, a no Sser que en eyaculados con
mayor volumen, que generalmente Se presentan en los primeros
eyaculados después de un periodo de reposo, existe una correla-
cién entre volumen del semen fresco y acrosomas normales, aunque
no fue significativa fue negativa lo que indica . que a mayor j
volumen menos acrosomas normales, debido probablemente a que
existen mis espermatozoides en vias de eliminarge por éi'conducto
deferente y son expulBados en el eyaculado, Por otro iado la
correlacidn entre volumen del semen fresco y. acrosomasg hinchados,
aunque no es significativa fue poaitiva poxr lo tanto al aumentar—"
ge el volumen de eyaculado se aumentan los acroaomna hinchndos,
este efecto contrario de una misma caracteristica sobre’ ncrosqmas
normales o hinchados, puede apoyar la teoria antes expunsta sobre ‘ -
peziodoa de descanso del semental y el volumen eyaculado.:

El ajuste a pH del semen £resco fue Bignificatzvo para :
acrosomas hinchados, existe alguna relacidn entrg '31 ,px ,del
liquido seminal y su osmolaridad, lo qué-gugie?é:qpe:;{ﬁbyéﬁ pH
poaiblgmente el medio fue hipoténico ‘lo qﬁé ‘b:&biéiaivqﬁe  1ﬁ‘
célula espermitica absorba agua en cantidad sufiﬁieﬁhéf:pdig“‘ -g;‘ ‘é 1

hincharla pero es escasa para causar su ruptura, por 1o dﬁe'§¢roa
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gomas rotos o ausentes no fueron afectados por esta covariable,

Los acrosomas rotos se vieron afectados por el volumen de la
alicuota y la correlacidén fue negativa, por lo que a mayor volu-
men meno3 acrosomas rotos, éste fendmeno puede ser explicado
igualmente porque a mayor volumen pgeminal y mayor volumen de
diluente a 37°C en el tubo, la perdida de calor de la nuestra
suele ser menor y por lo tanto existe mayor amortiguacidén del
choque frio,

Aunque en algunos trabajos no se encuentra correlacién eatre
la motilidad progresiva y el dailo acrosomal (Grajales y Trejo
1991; Anaya y Herndndez, 1995), Bernabé y Tello (1985), obsgerva-
ron qua 81 existié una correlacidén entre las anormalidades acro-
sémicas y la motilidad progresiva, pero estos autores 8ge lo
atribuyeron al tipo de diluente, mientras que en esté trabajo se
utilizé el mismo diluente con la variable de la p:oporci.én« de
yema de huevo.

El volumen de la alicuota, afecté el porcentaje déieap‘gm-

tozoides con acrosoma roto, siendo la correlacién negativa .por lo

que a mayor volumen menor cantidad de acrosomas rotos péro a

diferencia que en los acrosomas ausentes en este cago la correla-

cién s8i fue significativa lo que apoya la teoria de a _mqyor -

volumen seminal - mayor-volumen de diluente - menor pérdida de

calor de la muestra - menor efecto de un choque frio.

En este trabajo se obtuvo una mejor motilidad p:og_:'_es;tﬁ'del :
semen descongelado de ovinos, con la dilucién del 20‘8'_cqn,r'ea-:
paéto a la dilucién de yema al 10%, pero estos :egixltiadod ‘gon. ol

inferiores a los reportados por Tuli y col. (1994) , los cuales

obtuvieron 44.5% y 45.6% de motilidad progresiva post descongela-
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cién, sin embargo Valencia y col.(1994), obtuvieron un rango de
motilidad progresiva de 58.7 a 62.7% de motilidad progresiva del
semen congelado y por Medrano (1993), que trabajé con una concen-
tracién de yema de huev§ al 24% y reporta una motilidad progresi-
va del 50% post descongelacitn,

Roca y Martinez, (1993), mencionan que aunque existen varia-
ciones en el plasma seminal , no se puede considerar que estos
cambios afecten la calidad del semen, debido a que no se han
encontrado diferencias significativas entre los pardmetros que
estudiaron; motilidad, morfologia, e integridad acrosomal, Ademés
que no se puede establecer una concentracidén de yema, determinada
de manera individual para cada eyaculado con fineg de dilucién
del semen ovino, debido ‘a distintas .vuriaciones 'que suelen
presentar los machos entre si.

Para eatgblecer el tiempo de enfriamiento adecuado en v1a
sobrevivencia de los espermatozoides' en congelacién, alk gser
comparados los tiempoa de descenso sge observd que la i;iotilidad
progresiva del semen congelado fue mejor en el tiempo d‘e'de.s‘c'envsd
de 135 minutos, que mantuvo mAs tlempo el semen en rrelr_fi_ciéera-.
cién, obtuvo una motilidad progresiva de 38.0% y una ,recﬁpérggiéﬁ
derla motilidad progresiva la cull fue de 48.5% cont‘:;.a_" 1229‘ de:
motilidad progresiva y 15,6% de la recuperacién _deii motilidad

progresiva cuando la temperatura bajd en 60 minutos,. Al 'co'n'lpva;‘:ar'

estos resultados con los de otros autoreg,*klmﬁﬁi'st_ ycol ,..‘

(1982), al enfriar el semen bovino en 3.5 horas ﬁe"ZB:'af'S‘C«

obtuvieron mayor porceﬁtaje de acrosomas intactos (6‘1'&)_ utiligaix-‘

- do una concentracién del 20% por lo cual se puede co@arar que e‘xi”

este trabajo se obtuvé un porcentaje mayor de dc:bbonas 'norin‘t‘;lves"” :
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el cual fue de 88,1%, para la refrigeracidén en 60 minutos y 89.8
para la velocidad de enfriamiento de 135 minutos. Por lo cual se
concluye que el efecto de enfriamiento no afecta significativa-
mente la integridad acrosomal, Dhami y Shani (1993), utilizando
el diluente TRIS como base y una concentracién de yema al 10%
obtuvieron un porcentaje de 40,8% de motilidad progresiva al
descongelar y utilizar un enfriamiento de 30 a 50°C durante un
periodo de dos horas lo cual fue similar a lo obtenido en este

trabajo.
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VI. CONCLUSIONES,

Despuég de haber analizado los resultados se concluye que el
efecto de la concentracién de yema de huevo del 20 % resultd con
mejor proteccidén que la de 10 % en relacién con la motilidad
progresiva y recuperacién de la motilidad progresiva del semen
descongelado, .

El tiempo de enfriamiento mds adecuado para la presexvacién
y congelacién del semen ovino fue el trascurrido en.135 minutos
para cambiar de 37°C a 5°C. Contra 60 minutoa para este cambio de
temperatura.

Las propoxciones del dafio acrogsomal no se vieron afectadas
en este trabajo por las dos concentraciones de yema’ utiliiadas ni

por el tiempo de enfriamiento.

De acuerdo a las diferencias y alteraciones Fque a’e-obdérir& -
ron en el presente trabajo, se recomianda séguii‘ in‘veutigénddi en

relacién al tiempo de enfriamiento que puqda mntener la mjor,

viabilidad después de la congelacién del smen de- ovinoa.‘ X
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ANEXO 1.

COMPARACION RNTRE EL SEMEN FRESCO Y DESCONGELADO PARA LOS EFECTOS DEL TERMOMETRO
SOBRE LAS CARACTERISTICAS ESPERMATICAS DE SEMEN CONGELADO DE OVINO (MEDIA i+ E.E.)

RECUPERACION A € R O s o # s.
. |MOTTILIDAD ' |DE MOTILIDAD
TERMOMETROS | PROGRESTVA | PROGRESIVA NORMALES |HINCHADOS ROTOS AUSENTES
DIGITAL . | 77.9:0.99| 100.0:0.00 | 90.9+1.0 | 3.740.3% | 4.90%0.77 0.3110.0
- FRESCO T
- DIGITAL 12.241.65] - 15.642.07 | 88.130.7 | 7.330.47 | 4.02:0.27 0.400.3
DESCOMGELADO ‘ ‘
QUINICO: 78.1$0.99{ 100.0+0.00 | 90.911.0 | 3.6:£0.39 | 5.00:0.77 0.31:0.0
¥RESCO : ‘
QUIMICO 38.041.65] '48.5£2.08 | 89.830.7 | 6.2:0.47 | 3.22:0.27 0.51:0.10
DESCONGELADO| .~ . |.° ' .




DE HUEVO DURANTE LA REFRIGERACION DE 37°C A 5°C SOBRE LAS CARACTERISTICAS ESPERMA-

ANEXO 2.
COMPARACION ENTRE EL SEMEN FRESCO Y DESCONGELADO PARA LOS EFECTOS DEL NIVEL DE YEMA

TICAS DE SEMEN CONGELADO DE OVINO. (MEDIZA + E.E.).
RECUPERACION A Cc R (o] s (o] M A S.
MOTILIDAD DE MOTILIDAD
YEMA PROGRESIVA |PROGRESIVA RORMALES |{HINCHADOS ROTOS AUSENTES
10% 78.09+0.95{100.0040.00 {90.76+1.02[4.93+0.37 | 4.1140.74 0.1940.07
FRESCO
S 10%. 22.28+1.73| 28.75+2.17 [89.88+0.78]7.21+0.55 | 3.26+0.29 0.5310.10
DESCONGELADOC
. 20% .| 78.00$1.02{100.00£0.00 [51.18+1.09/2.4310.40 | 5.80:0.80 0.43+0.07
FRESCO - -
L 20% 27.9231.87| 35.50:2.35 |88.1740.85|6.39+0.60 | 3.98:0.31 0.3840.11
DESCONGELADOC |
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