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RESUMEN 

Rodríguez Galván Lucrecia. Evaluación del efecto de un retardador de 
metabolismo (rotenona) sobre la motilidad y vida media en semen congelado 
de ovino. (Bajo la dirección de: :"Jl.V.Z. Javier Hernández Ignacio y el Dr. 
Pedro Ochoa Galván). 

La fertilidad obtenida en la inseminación artificial con semen congelado por 

vía cervical en las ovejas es baja. Una de las causas, son los daños ocasionados 

durante los procesos de congelación y el agotamiento de las reservas energéticas 

del espermatozoide ovino. El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de la 

rotenona sobre la motilidad y la vida media de los espermatozoides al 

descongelado. Se utilizaron 6 sementales, se obtuvieron 5 eyaculados de cada 

uno. Se evaluaron dos concentraciones diferentes de rotenona (4 y 8 ¡LM). El 

semen se congeló con un medio comercial y se almacenó en pajillas de 0.25 mi 

con una concentración de 100 millones de espermatozoides. Se evaluó un total de 

de 162 pajillas, 27 por cada semental. 9 por cada tratamiento. La valoración de la 

motilidad y la sobrevivencia espermática se realizó a las o, 4, 8 y 12 horas 

postdescongelación manteniendo las muestras en baño María a 37ºC. Los 

resultados fueron analizados mediante un análisis de varianza. Se encontraron 

diferencias estadísticamente significativas entre grupos, sementales. tiempos y en 

la interacción grupo-tiempo, semental-tiempo (P<0.01 ). siendo superior la 

motilidad de los espermatozoides en el grupo testigo en las primera 3 

evaluaciones; la motilidad a las 12 h con de 8 1•M de rotenona fue superior así 

como la proporción de espermatozoides vivos en Jos cuatro periodos de 

evaluación postdescongelado. Se concluye que la adición de 8 1•M de rotenona al 

medio de congelación produjo una mejor motilidad a las doce horas 

postdescongelación y una mayor sobrevivencia espermática en el semen ovino. 
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1.- INTRODUCCIÓN 

Con la inseminación artificial (IA) se pueden establecer programas de 

mejoramiento genético, con el objetivo de incrementar la productividad de 

animales con calidad superior dentro de su raza. La utilización del semen 

congelado ha dado un gran desarrollo al empleo de la IA en animales domésticos 

y facilita el intercambio del material genético a grandes distancias. 

En el ganado bovino esta técnica está bien establecida 1
•2 . En el caso de los 

ovinos una de las limitantes más grandes es la baja fertilidad (menos del 20%) que 

se obtiene con la IA vía cervical al usar semen congelado. Con la IA por vía 

cervical con semen congelado, uno de los principales problemas que se tienen es 

la barrera anatómica que representa el tracto genital de la oveja (cérvix tortuoso y 

lumen cervical estrecho): así como también los problemas actuales que se 

presentan en los procesos de criopreservación para que el espermatozoide ovino 

mantenga su capacidad de tránsito por el cérvix 3 ·
4

. 

Existen vías de inseminación donde se utiliza semen congelado con 

me1ores resultados como la inseminación artificial intrauterina por laparoscopia. la 

cual requiere de un equipo costoso y mano de obra especializada; otra vía que 

actualmente se esta difundiendo es la transcervical (Sistema Guelph) donde se 

realiza una inseminación intrauterina via cérvix. sin embargo esta técnica ha 

arrojado resultados variables 5 . 

Son muchos los factores que influyen en los resultados cuando se lleva a 

cabo un programa de inseminación artificial con semen congelado. Los 

espermatozoides de carnero son muy susceptibles al "choque frío" y sufren una 

sene de cambios físicos y químicos que repercuten directamente en su viabilidad 

En el área de la criopreservación de semen de carnero existe una gran 

cantidad de estudios. pero aun no se cuenta con un método de congelación de 

semen que favorezca la inseminación cervical y que resulte en un aceptable nivel 

de fertilidad 8 • 

2 



El espermatozoide para mantener su capacidad mótil utiliza la energfa 

almacenada en forma de Trifosfato de Adenosina (ATP) y la producida a partir de· 

azúcares como la fructuosa contenida en el plasma seminal. ~.urante el 

procesamiento del semen se consume gran parte de la reserv~ a:!1er9~tica~_ lo ~ue 

conlleva a la acumulación de C02 y ácido fáctico 6 • 

El metabolismo espermático tanto como la motilidad:sei·. ven···alterad,os por· 

los procesos de congelación y descongelación; .el daño• pro.dúcido: 'en ias 

mitocondrias se reduce pero no se previene con el uso de· cí;iOPíOt~élOre·~. y los 

espermatozoides que sobreviven a dicho proceso op~ran por ·:?Bbajo de su 

potencial metabólico 9
. 

Se ha observado, que con el uso de retardadores del metabolismo celular y 

antioxidantes en los diluyentes, se logra incrementar la fertilidad del semen 

congelado en ovinos. Reguladores del metabolismo como la rotenona10
• 

antimicina11
, 2-deoxiglucosa12 y la monensina13 logran manipular el metabolismo 

de los espermatozoides. La actividad de estas sustancias es incrementar la 

capacidad de los diluyentes para preservar la vida espermática e incrementar la 

fertilidad del semen congelado. Pero como la información al respecto es escasa, 

no se conoce claramente el efecto de estas sustancias sobre la motilidad y vida 

media del espermatozoide así como las dosis adecuadas. 

La rotenona es un potente inhibidor de la función mitocondrial. que 

disminuye la tasa respiratoria de las células14
. La utilización de este producto en 

los medios empleados para la congelación, podría disminuir la gran demanda 

metabólica que tienen los espermatozoides, evitando los daños ocasionados a la 

mitocondria en el proceso de congelación y descongelación. Si se considera que 

parte de este daño mitocondrial se da a nivel de aparato genital de la borrega, 

debido a los bajos niveles de glucosa y otros azúcares glicolisables 15, la rotenona 

apoyaría para mantener la viabilidad del espermatozoide. Por esta razón en este 

trabajo se pretende evaluar el efecto de la rotenona a diferentes dosis, sobre :a 

motilidad y vida media de los espermatozoides al descongelado. 



HIPÓTESIS 

La adición de rotenona en el medio de congelación disminuirá la motilidad de los 

espermatozoides al descongelado prolongando su vida media. 

OBJETIVOS 

Evaluar el efecto de la rotenona sobre la motilidad de los .espermatozoides al 

descongelado, en diferentes tiempos de evaluaci~n. 

Evaluar el efecto de la rotenona sobre la sobrevivencia espermática al 

descongelado, en diferentes tiempos de evaluación. 



11. REVISIÓN DE LITERATURA 

VÍAS DE INSEMl-NACIÓN 

Han sido muchos· los estudios realizados con la_técnica de IA_en ovinos y 

aun no se cue~ta con un métod~ -~fi~~~nt·~· y é~o~-~fllic~ .. ;-·la_ raz.ón fun~a~~ntal ~stá 
tal vez en las barreras anatómicas. del ap.;rato. ·re.prod..;ctor_,de la heml:Í"ra _y la 

susceptibilidad de los espermatozoides de carn,ero al p~oce~o _d<a c;o~gelación y 

descongelación 6
. 

La oveja posee un canal cervical tortuoso y de lumen_muy estrecho._ Esta 

anatomía cervical restringe el paso de instrumentos Para la irlsa:rrlinación ·artificiSI 
,_ .. , '" 

de la forma que se haría en ganado vacuno. Por esta razóÍl, en Ja IA- ovi~a eS 

importante la vía de inseminación (o sitio de deposición) a usarse ya que- de esto 

depende la dosis de semen a utilizar y los resultados esperados 4
• 

Con la pérdida de espematozoides mótiles, agotamiento de reservas 

energéticas, capacitación y reacción acrosomal adelantadas aunado a las barreras 

anatómicas de la borrega, se hace muy dificil el tránsito a través del aparato 

genital de la hembra, razón por la cual la inseminación artificial cervical con semen 

congelado resultan en porcentajes de fertilidad muy bajos rn 

Inseminación artificial cervical 

La inseminación artificial cervical es el método más práctico (no invasivo) y 

económico en la industria ovejera. El material básico consiste en un vaginoscopio, 

una fuente de luz y una pipeta de inseminación 6 . Sin embargo; cuando se usa 

semen congelado los resultados obtenidos suelen ser bajos 17
•18, causado en gran 

medida por el ineficaz transporte de los espermatozoides a través del cérvix y la 

reducción de la viabilidad a través del aparato genital 18•19• A este método-se.le 

llama también "Inseminación artificial superficial" ya que la pipeta de inse_miÍiaciór1 

penetra sólo hasta topar con el primer anillo del cérvix 6
• 

La dosis de semen congelado recomendada para este método, _es· de<100 

millones de espermatozoides mótiles 6
·
20

. Se reporta que en promedio la fertÚfd.;d 

con este método es de alrededor de 20% 3 • 21 • El volumen recomendado por dosis 

para la IA cervical es de 0.1 a 0.2 mi. para evitar pérdida de semen por reflujo, y 

una concentración de 100 a 200 millones de espermatozoides mótiles 6 •22•23• 

5 



Inseminación cervical profunda 

Este es uno de-los métodos usados para mejorar la fertilidad en ovinos con 

la inseminación artificial. Consiste en la manipulación del cérvix por medio de 

forceps para ejercer tracción y obtener una profundidad con la pipeta de 2 a 5 cm 

en el cérvix. Cuando es utilizado semen fresco, diluido -o refrigerado pueden . . . ' . 
obtenerse buenos niveles de fertilidad (68-75%); : depositando el semen 

intracervicalmente, sin embargo, requiere de mant~-,,é~- .las·:.·hembras a ser 

inseminadas relativamente cerca, ya que la fertilidad 'd.;,~ci.;,nde de un 1 O - 35 % 

por día de almacenamiento 8
. 

Este método ha tenido resultados variados mostrando en algunos casos 

porcentajes de fertilidad más bajos que la IA cervical.- Se 'repC:.rtan resultados de 

fertilidad desde un 4 hasta un 55%. Los resultados' obt;_nidos en esie tipo de IA 

dependen de varios factores tales como el tipo de pipeta utilizada; estructura del 

cérvix, estado de estro, edad y número de parto, penetración de la pipeta a través 

del cérvix y habilidad del operador 18
• 

Inseminación intrauterina 

Con la finalidad de evitar el problema de la barrera del cérvix en la borrega, 

se ha realizado la deposición del semen dentro del úÍerO- vía ___ d~t cérvix 

(transcervical) o directamente dentro del útero via cavidad abdominal (laparotomia 

o laparoscopia) 24
• 

La técnica de inseminación artificial transcervical: (IATF ofrece una 

alternativa para IA uterina. Por medio de una pipeta- se logra'-pa;ar'EÍl _-cé..Vix de la 

borrega y depositar el semen directamente en el útero 25• El sist;.';;,.;, _Gú~lph para 

la inseminación artificial transcervical (GST-AI), es el método·:~ue~ pod;ia tener 

gran aceptación como una alternativa_ a l_a -IA por. laparo-~copÍa; _ lcis costos se 

reducen pero se tiene la desventaja de que hasta' la- teC::hél' h-.; a~rojado resultados 

muy variados 3
· 

26
. 

El método más utilizado actualmente en la IA intrauterina es la 

laparoscopia. Con ésta técnica se obtienen los mejores resultados de fertilidad, 

pero requiere de un equipo costoso además de gastos en tranquilizantes. 

anestésicos y personal especializado en el uso del laparoscopio8
•
21

• Sin embargo, 

por medio de este método puede reducirse en gran medida la dosis de semen; se 



reporta el uso de 1 o. millones de espermatozoides mótiles con porcentajes de 

fertilidad de 57% 8
. En .el caso de realizar la inseminación en el oviducto mismo, 

son. necesarios ·n:i·~~.a~· "~~·: ún .:millOn de espermatozoides 20
. Esto permite la 

obtención .de mayor número de .dosis por eyaculado. Algunos de los factores que 

se ha obse.rVado. qu·~ ,infJUy~·~· en la obtención de resultados con esta técnica son 

el méiodO dS. s\ricí~:n·i~a¿¡¿·~J.0staCión del año, momento de inseminación, número 

de espermatoz~ideS· mÓtiles y Sitio de deposición uterino. 18
•
27

• 

COLECCIÓN DE SEMEN 

La fuente del semen y el m.étodo de . colección afecta la concentración 

espermática. motilidad y también la fertilidad 25•· ·E·~· ~VirÍo'~::'..exf~ten· da·s técnicas 

comunmente usadas para la colección de .:serri·~.:i.:.:··la ·. ~ági.na artificial y el 

electroeyaculador 28
• 

El instrumento más usado es la vagina artificial por medio del cual se da un 
.·· :·:.: ... , . 

estimulo térmico (temperatura de 40ºC) y_'mecánico (presión) para provocar la 

eyacula1cón 29 En uno de los extremos del·tubo se conecta un cono de látex que 

termina conectado en un tubo recolector graduado. El tubo colector debe tener 

una temperatura de 30ºC para evitar el choque térmico de los espermatozoides, y 

estar protegido de los rayos del sol 28
. El uso de la vagina artificial proporciona el 

me¡or y más natural método para obtener muestras destinadas para la 

criopreservasión. El semen obtenido con este método es de buena calidad y se 

obtiene un volumen adecuado, sin embargo, se requiere de un previo 

entrenamiento del carnero 26
·
29

. 

Otro método de colección es la electroeyaculación; este método se utiliza 

niéis como último recurso en animales que no aceptan la vagina artificial. no están 

adiestrados o fisicamente están imposibilitados para hacerlo 28 •. Este método 

consiste en dar, por vía .rectal, estímulos eléctricos en el piso de la pelvi_s, con 'üna· 

intensidad de 1 O a 15 voltios durante 3 a 8 segundos, con intervalos. de· 7 a 15 

segundos e incremento de un voltio 29• El semen que se·obtiene"con·l3~i·e·mé.tÓdo 

se contamina frecuentemente con orina y contiene una ~'lla c8ntfd~d de 1Íquido 

seminal: esto provoca una disminución en la resistencia de los espermatozoides al 

choque frío y se considera por lo tanto, un semen de menor calidad 25• 
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La frecuencia de colección del semen afecta significativamente la calidad 

del eyaculado. En general hay una reducción en el volúmen y concentración 

espermática, pero un incremento en la. motilidad del esperlTlatozoide a medida que 

se incrementa la frecuencia de colección seminal 6·30~ 

EVALUACIÓN DEL SEMEN 

La necesidad de evaluar el Semen ~~.ra de,te~r::n~~~r.: ~~s- ~.arac::teristicas y 

definir su tasa de dilución, permite descartar eyaculados de probable baja fertilidad 

así como detectar cualquier problema en la ProdUcción senlin~I. 

Volumen " -~ - . . 
El volumen de eyaculado puede ser .medido directamente en el tubo 

colector cuando este es graduado. El volumen · n<>rmal qué. se obtiene de un 

carnero adulto, usando la vagina artificial, varia de 0.5 a 1.2 mi; sin 'embargo esta 

cantidad puede variar de una colecció-n a. ··otía -&.2~. E·n 9í ca~~.'. de usar 

electroeyaculador esta cantidad puede aumentar, pero no la concentración. Para 

evaluar el volumen se debe tener en cuenta' la época del año, la 0dad y cOndición 

corporal asi como la frecuencia de colección 31
• 

Color y olor 

El color normal del eyaculado es blanco ó blanco-crema, una apariencia 

opaca o mas cremosa puede ser indicativa de una mayor ?onC~ntráción de 

espermatozoides. Con esta evaluación se puede detectar anormalidades como 

presencia de orina, donde se observa un color más amarillo_ y_ ap~re~ta estar más 

diluido: un color rosa o incluso rojo, indica la pres~ncia de. -~a~gre y puede 

detectarse también contenido purulento. En condiciones normales no debe tener 

ningún olor 29 

pH 

El pH es un parámetro que puede ser medido con tiras reáctivas de papel 

para pH. El pH normal del eyaculado de carn ... ro pu;:;de 0ariar e;,tre 5.9 y 7.3. 

Puede haber variaciones sobre todo cuando la. muestra esÍá co;,taminada con 

orina 6
. 



Motilidad 

La prueba de motilidad es indispensable cuando se va a usar el semen para 

inseminación artificial. Este parámetro se valora mediante observación directa en 

un microscopio y podemos tener dos evaluaciones; una de ellas es la motilidad en 

masa u oleadas, el cual es un parámetro fácil y rápido; la otra es la motilidad 

progresiva o individual, esta se evalúa en una laminilla a 37ºC. Debe tomarse en 

cuenta la velocidad del desplazamiento y los movimientos laterales y lineales de 

los espermatozoides 28
·
29

. 

La velocidad y tipo de movimiento puede variar dependiendo del método de 

colección, factores ambientales, manejo después de la colección y variaciones 

individuales del propio semental 32
. Para realizar esta evaluación se puede tomar 

una escala de puntos (O a 5) o porcentajes (O a 100%), correspondiendo cada 

valor de la siguiente forma: 28
·
29 

EVALUACION SUBJETIVA DE LA MOTILIDAD EN SEMEN DE CARNERO 

Motilidad en masa j~~:~:~~~I progresiva c 

PUNTOS EQUIVALENCIA PORCENTAJE EQUIVALENCIA 

o Totalmente inmóvil o Muerto 

1 Movimiento individual 10 Muy pobre 

2 Movimiento muy lento 20-40 Pobre 

3 Movimiento en oleada generalizado, ondas 45-65 Regular 

con amplitud lenta 

4 Movimiento en oleada rápido, sin remolinos 70-85 Bueno 
5 Movimiento en oleada rápido, con remolinos 90 Muy bueno 

Chcmtneau et al .. 1991. Evans & Maxwell 1990. 

Para la congelación deben utilizarse sólo aquellos eyaculados que 

presenten una motilidad entre 4 y 5 o bién mayor al 70% 32_ Algunos 

investigadores hoy en día utilizan una evaluación, de motilidad :y conCentra.ción 

espermática más objetiva, asistidos por programas en computadora como el 

sistema de análisis CASA 33
·
34

·
35

, obteniéndose una evaluación de la motilidad y 

concentración espermática más objetiva, así como el número de espermatozoides 

con un tipo particular de movimiento 36•37_ 
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La concentración espermática se refien~.·.a_I. núme_ro ~e esperm.at'?zoides por 

unidad de volumen; este valor es importante -para conocer la dilución final y el 

número de dosis que se obtendrán por eyaculado. La concentración normal de 

espermatozoides en un carnero adulto está en un rango de 3.5 a 6 mil millones de 

espermatozoides por mililitro. Una evaluación subjetiva es por observación directa 

de la muestra; esta puede hacerse en campo e incluye color y consistencia, 

asignando valores de O a 5 que corresponden de la siguiente forma: 29
• 

Puntos 

5 

4 

3 

2 

o 

JConsistencia o aparienia 

Cremosa espesa 

Cremosa delgada 

Cremosa tenue 

Lechosa 

Nebulosa 

Clara u acuosa 

Evans & Maxwell 1990. 

Este método debe evitarse cuando el semen va a ser congelado o se 

requiere una determinada concentración de espermatozoides. 

El cálculo de la concentración por medio de un hemocitómetro es el método 

mas económico que permite un conteo más preciso aunque lento. El principio de 

esta prueba es el determinar el número de espermatozoides presentes en un 

volumen dado de solución con grado de dilución conocido 29
• 

Puede usarse también, un espectrofotómetro. que es un método de conteo 

ef1c1ente y rápido. El pricipio general de este método es el de medir la densidad 

óptica (a una longitud de onda de 550 nanómetros) al diluir una determinada 

cantidad de semen con solución salina y formol; esta se compara con ui:ia So.lución 

testigo que no contiene espermatozoides 28 . 

Por otro lado, con el empleo de diferentes tinciones se puede. diferenciar 

espermatozoides vivos, muertos y anormales (morfológicamente) en estado fresco 

y descongelado. Cuando se evalúa semen enfriado o descori:gel,;dá · pUede 

además, diferenciarse espermatozoides con daño acrosomal O· .. membranal 

mediante tinciones más especializadas. 

IO 



Con la tinción de eosina-nigrosina y Tripan azul se puede hacer un conteo 

de vivos y muertos 36
•38• Cuando se utiliza eosina-ni9rosina pueden' diferenciarse 

espermatozoides teñidos de rosa o rojo _como muertos además de álgunas 

alteraciones morofológicas como: espermatozoides con·cabeza. pequeña, ar:-'gosta, 

alargada o con acrosoma anormal; espeímatozoides sín cola o con aliormalidades 

de ella (cola corta, doblada, enroscada); espermatozoides con gota citoplasmatica 

(proximal o distal) 28
·
29

. 

Debido a que la criopreservación tiene efectos adversos en varias 

membranas del espermatozoide, se han desarrollado diferentes pruebas para 

determinar las alteraciones que ocurren. En el caso de la membrana plasmática 

han sido usados substratos como el carboxiflurescein diacetato (CFDA) 36
•
39

•
40

, 

acridina naranja 41 y propidio iodado como marcador de ADN en células dañadas o 

muertas 4~·43· 44 ·45 . Estos fluoroforos han sido combinados con pruebas de 

citometria de flujo para evaluar la función mitocondrial empleando Rodamina 123 9 • 

·
45

.4
7 

• .ia Otra prueba, donde se utiliza clortetraciclina va encaminada a determinar el 

estado de la reacción acrosomal 49
•
50

_ 

Estas pruebas sirven para eliminar individuos con una viabilidad 

espermática baja y para eliminar o modificar protocolos de manejo en el semen 51
• 

METABOLISMO ESPERMÁTICO 

El carácter mótil del espermatozoide provee una medida de su estado 

fisiológico, sin embargo, la motilidad misma no es un predictor eficiente de la 

capacidad potencial fertilizante 31
• 

La energía requerida para la motilidad es aparentemente derivada del ATP 

almacenado en la célula 52
. El uso de este ATP parece estar regulado por niveles 

endógenos de adenosin monofosfato cíclico (AMPc) 53
; este, ademas de regular el 

ATP, tiene un efecto directo sobre la motilidad espermática 31
•
54 Se estima ~ue el 

porcentaje del total del ATP, usado para la motilidad, varía en un rango de 70 a 

80°/o 55 

Aunque el espermatozoide carece de muchos de los organelos asociados 

con los procesos metabólicos. son metabólicamente activos, ya que poseen las 

enzimas necesarias para sus reacciones bioquímicas de glucólisis, ciclo del ácido 

11 



tricarboxílico, oxidación de ácidos grasos, transporte de electrones, y 

posiblemente l.; vi;, d!" hexosas monofosfato 31
• 

Bajo condiciones anaeróbicas el espermatozoide es capaz de degradar la 

glucosa, frutuosa o m;_nosa a··á:cido láctico 6 •56. Esta actividad glicolilica permite al 

esperrry~t~~z?i~~·· ~¡~·¡~·~:~~~.,.~-~~CÚCi.oneS -de anaerobiosis 31
• Esta característica ·es 

important~ '"_'d~~a~t~·: ~-!:.-: a1~~ce~amiento de espermatozoides par;:::1 inseminación 

artificial ya que. et: ácido láctico se acumula durante el almecenamiento, baja el pH 

y afecta la ;,iabilid;,;d espermática 6
• 'º·56

. 

El·· esp,ermatozoide · usa una variedad de substratos· en presencia del 

oxigeno; su capacidad respiratoria provee el medio para usar el lactato o piruvato 

resultado de la fructuolisis de azúcares hasta producir C02 y agUa 57
• Esta ruta 

oxidativa, localizada en mitocondria, es mucho más eficiente en la producción de 

energía que la frutuolisis 47
• Usando este proceso catabólico, el espermatozoide 

convierte la mayor parte de la energía en ATP. Aunque mucho del ATP es 

consumido por los procesos de motilidad 58
, algo es mantenido para conservar la 

integridad de los procesos de transporte activo de las membranas espermáticas. 

Este transporte activo previene la pérdida de componentes ionices vitales para la 

célula espermática. En ausencia de substratos exógenos, el espermatozoide usa 

sus reservas internas de plasmalogen para proveer la energía en un corto periodo 
6.31 

La energía necesaria para mantener la motilidad y viabilidad de los 

espermatozoides procede de. tos azúcares, especialmente la fructuosa, presentes 

en el plasma seminal 59• La glucosa que también es metabolizada por los 

espermatozoides, a . menudo se utiliza como componente de los diluyentes. 

Cuando los azúcares son metabolizados por los espermatozoides· se produce 

dióxido de carbono c·ca,¡, .:.gua y algo de ácido láctico 29. 

El dióxido de carbono en alta concentración tiene el efecto de inhibir la 

motilidad de los espermatozoides y puede ser utilizado como un medio de 

conservación del semen a corto plazo. El semen sin diluir incubado durante largos 

periodos puede acumular dióxido de carbono en cantidades suficientes para 

inhibir la motilidad de los espermatozoides. En estos casos, se puede recuperar la 

motilidad diluyendo el semen con diluyente fresco, con lo que también se diluye el 

C02. Por otro lado, el oxigeno incrementa notablemente, la actividad metabólica 
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de los espermatozoides con lo que se acumula ácido láctico 60.Si sé_ acumula 

ácido láctico metabólico, el -pH puede descender y -reducfr irreversiblemente la 

viabilidad de los éspermatozoides 29
• El semen, una vez obtenido, deberá úsarse 

de inm.ediat.~._y~_sea para la inseminación o su conservación. 

Los áSpermatozoides de loS rumiantes se caract0rizan por su alta 

capacidad para realizar la respiración oxidativa. El cérvix de la borrega· ·contiene 

adecuados niveles de ácido láctico y oxígeno para mantener la motilidad, pero es 

pobre en glucosa y otros azúcares glicolisables. Al parecer, esta es la razón por la 

cual el espermatozoide de carnero es altamente dependiente de la respiración 

mitocondrial para proveer ATP para la motilidad durante el tránsito cervical 15
•
61

• 

La temperatura del semen, en el momento de la eyaculación, se aproxima a 

la del cuerpo (37.SºC). La exposición del semen a temperaturas superiores a la 

indicada aumenta el ritmo metabólico, se agotan las reservas de energía y 

decrece la vida media del espermatozoide. La disminución de la temperatura 

reduce el metabolismo de los espermatozoides y un enfriamiento lento a 2 ó SºC 

contribuye a prolongar la viabilidad de los espermatozoides 29• 

rnLUYENTESDELSEMEN 

La necesidad de fertilizar un gran número de hembras con semen .de un 

mismo animal requiere de hacer una dilución _de cada eyaculado 9 • Los diluyentes 

deben proveer nutrientes (principalmente súbstratos energéticos), sllsÍancias 

protectoras contra el "choque frío" (en caso de enfriarse), y agentes 

crioprotectores (cuando va a congelarse). Deben también próvE>er: Lln _ síst.,-ma 

"buffer" o tampón para prevenir cambios bruscos de pH, además d;,_ un a;;;biente 

isotónico para evitar un "choque osmótico". Final~er:ite. ~ebe~ '~~~~~~-~r :.8,~~.fites 
antimicrobianos 62·63 . El plasma seminal es ya un_díJÚyent;,;_--·~-~tun,'1-:de'"1os -

espermatozoides, contiene componentes benéficos 64•
65 y puedE> :·.;ytdar:;a :-sus 

procesos de maduración 26 provee de resistencia contra el ,;hoque f~ío á'ctemás de 

nutrientes para los espematozoídes 66
, pese a esto es necesario ;,;9·;.;gar-~c:>i..;men 

y otros compuestos que ayuden a conservar la motilidad y capacidad fertilizante. 
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Amortiguadores 

En la dilución del semen se requiere de sustancias con una buena 

capacidad amortiguadora de los iones de hidrógeno para mantener el rango de 

"tolerancia espermática" de 6.5 - 7.5 8
• 

Entre los amortiguadores de más éxito tenemos el hidroximetil 

aminometano (TRIS), el ácido N-Tris (hidroximetil) - amino etano sulfónico (TES). 

el ácido N - 2 - hidroximetilpiperazina - 2 - etano sulfónico (HEPES) (Molinia 94) 

y el 3 - (N-morfolino) ácido propano sulfónico 26•
67

•
68

·
69

• El TRIS es el amortiguador 

orgánico más utilizado en la congelación de semen de varias especies y se ha 

combinado con muchos otros ingredientes con buenos resultados (con él se han 

obtenido mejores resultados) en cuanto a motilidad y espermatozoides vivos al 

descongelado 8
. 

Estos amortiguadores entran a la célula espermátíca y evitan cambios de 

pH intracelulares incrementando la tolerancia de las células a un aumento de 

cationes monovalentes 69
. 

Azúcares 

Los azúcares que se agregan a los diluyentes tienen varias funciones; 

actúan como reguladores de la presión osmótica del diluyente y tiene un efecto 

crioprotector ya que evita la formación de cristales de hielo dentro de la célula y 

mantiene la integridad de la membrana. Otra función im¡::>ortante es la de actuar 

como fuente de energía para la célula 26•7º. 
La fructuosa es el principal carbohidrato que se encuentra en el semen de 

forma natural 56, sin embargo, en los dilutores se agreg~n~ muchos otros azúcares 

como glucosa. sacarosa, arabinosa y lactosa, teniendo los mejores resultados con 

fructuosa y glucosa 66
. 

Crioprotectores 

Los espermatozoides en los procesos de enfriamiento, congelación y 

descongelación, requieren proteger las membranas celulares del "choque frío"; 

adicionando sustancias crioprotectoras al diluyente, tales como el glicerol, el 

dimetil sulfóxido (DMSO) 71
•
72

, el etilenglicol (EG), la polivinil pirrolidona (PVP), el 
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hidroximetil almidón (HES) y la yema de huevo 8
•
26

·
59

, se obtiene _tal efecto, 

aunque en cantidades suficientemente bajas para prevenir el "choque tóxif?o" 73. 

Los crioprotectores disminuyen el punto de congelación de 1'as soluciones. 

reduciendo la concentración intra y extracelular de electrolitos,, l_a ::._excesiva 

deshidratación celular a temperaturas bajo cero y reducen la . formación de 

cristales de hielo durante la congelación e influyen en su forma. 

El glicerol y la yema de huevo son las sustancias ·crioprotectoras mas 

comunmente usadas en los diluyentes para la congelación del SerTien ovino 8
•
69

• 

Sin embargo, existen otros compuestos también utilizados aunque no con mejores 

resultados, tal es el caso de la albúmina sérica bovina, suero fetal bovino. 

propano-1,2-diol (PD). adonitol y una proteína polar de peces conocida como 

"proteina anticongelante" 8
·
21

·
69

·
74

; actualmente se prueban productos vegetales 

como la lecit1na de soya. para evitar la cotaminación microbiana con productos de 

origen animal 75
·
76

• Algunos azúcares poseen también propiedades crioprotectoras 

como la rafinosa y la lactosa, además de compuestos anfipátios (hidrofóbicos e 

h1drofil1cos) como la glicina, betaina, glutamina y prolina, estas últimas usadas en 

combinación con glicerol y yema de huevo 17
•26• 

El ghcerol tiene la capacidad de entrar a las células y su efecto crioprotector 

se atribuye a su capacidad ligadora de agua que evita la formación de cristales de 

hielo 69
·
77

: también actúa como diluyente al disminuir el grado de disociación de 

sales y provoca una disminución en la presión osmótica del medio de congelación 
78 Sin embargo, su principal efecto benéfico es extracelular a nivel de membrana 

plasmática donde se une con los fosfolipidos, proteínas y lipoproteínas 78
. También 

se le ha conferido cierto efecto bacteriostático 69• La acción del glicerol es diferente 

en borregos que en toros ya que penetra más fácilmente en el espermatozoide 69
. 

El porcentaje de glicerol incluido en los diluyentes para la congelación de 

semen de carnero es limitada por su toxicidad (altera la osmolaridad) 20•
79

; este 

nivel depende del ritmo de congelación y enfriamiento, composición del diluyente y 

método de adición del glicerol 76
• Se ha encontrado que el ritmo mas alto de 

congelación, con la concentración más óptima de glicerol y la mejor sobrevivencia 

espermática observada es de 4-6% de glicerol y un ritmo de congelación de 10-

1 OOºC/min 8
·
80

·
61

. Cuando se adicionan antioxidantes al diluyente la concentración 

de glicerol puede bajar a concentraciones de 3.5°/o, 2.5°/o o 2º/o 6 . 
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El glicerol puede ser adicionado al . semen en una fracción separada del 

diluyente (dos pasos) o directamente (un paso). Inicialmente se encontraron más 

ventajas en adicionar la porción glicerolada del diluyente a 29ºC que a SºC pero en 

pruebas recientes ha sido más exitosa la adición a SºC: sin embargo, muchos 

investigadores no han encontrado diferencias entre adicionar el glicerol a 32ºC 

que a 3ºC ó a 22ºC que a 5ºC 5
• Actualmente se ha informado que Ja adición de 

glicerol 30ºC es más efectiva y práctica que Ja adición en porciones divididas, pero 

Ja eficiencia del método depende también del azúcar contenido en el diluyente 
8.82.83 

La yema de huevo es un constituyente común en los diluyentes del semen 

ya que confiere protección a Ja membrana plasmática del espermatozoide, 

previniendo el choque frie durante la congelación y descongelación. Ayuda a 

preservar la motilidad y Ja integridad del acrosoma y membranas mitocondriales, 

funciona como un amortiguador osmótico haciendo que las células sean más 

resistentes a diluyentes hipotónicos e hipertónicos. La protección dada por Ja 

yema de huevo es atribuida a su fracción Jipoproteica de baja densidad y a su 

capacidad de adherirse a Ja membrana plasmática; Ja yema de huevo actúa tanto 

fresca como seca 69
·
77

. La yema de huevo es necesaria para proteger del daño 

estructural del acrosoma, debe estar en Jos diluyentes para congelamiento en un 

15 a 20% máximo. porcentajes muy altos afectan Ja motilidad y fertilidad 84• Para 

congelar semen en ampolletas se requieren concentraciones de 3 - 6°/o, pero para 

pellets el óptimo es 15% 69
. 

Antibióticos 

Las sustancias antimicrobianas son necesarias para el procesamie!:"to ·del 

semen tanto en fresco como cong.".'lado; evitan el crecimiento de microorganismos 

reduciendo su número y la posibBida·d de transmitir enfermedades 63•6~.:· Una 

mezcla muy usada en las dilucio'nes dersemen es.la penicilina con estreptomicina 

ya que tienen un amplio especírC> á;:,tibacte~iano y no son a..:itibiÓticos tÓl<icos para 

Jos espermatozoides. El sulfato dE> a~ikaci;,a y Jos aminoglicósidos son fácilmente 

añadidos al diluyente y ayudan en el control de organismos resistentes a Ja 

estreptomicina 85
. 
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Sustancias antioxidantes 

Los cambios ocurridos durante la preservación del semen pueden contribuir 

a la acumulación de productos tóxicos del metabolismo y de Ja peroxidación; estos 

últimos muy importantes por las especies reactivas de oxigeno ó radicales libres 

(ROS) 17
•
2º·86 como el superóxido de hidrógeno (H202) y el anión superóxido (02-). 

que causan un estado de hiperactivación e inducen la reacción acrosomal 87
•
88

. 

Otro efecto detrimental de estos compuestos es la fragmentación del DNA 7
•
1 º·89

• 

Además de la peroxidación lipida extracelular, la mitocondria es la principal fuente 

de ROS, por la cadena de transporte electrónico donde se realiza la reducción 

monoelectrónica del 0 2 , 
90

·
91 generándose también un significante daño en la 

membrana interna mitocondrial 86
. Algunos de los intentos para evitar los daños 

por peroxidación incluyen el procesamiento de semen bajo condiciones 

anaerobias. adición de antioxidantes y agentes quelantes 26• 

Como el semen de carnero casi no contiene antioxidantes naturales han 

sido añadidos antioxidantes sintéticos en los diluyentes para inhibir la peroxidación 

de fosfolipidos espermáticos, particularmente los ácidos grasos insaturados 4
; 

algunos de ellos influyen también en el estado de maduración del espermatozoide 

ovino, equivalente a la capacitación o reacción acrosomal 17
·87. Se puso especial 

interés en el uso de la Vil E tanto natural como sintética pero se encontraron 

resultados variables dependiendo del los ingredientes utilizados en el diluyente 
18,65.9~ 

Muchas otras sustancias fueron probadas por su efecto antioxidante, tal es 

el caso del butilato de hidroxitolueno (BHT), 6-ditrat-butil-1, 4-kresol (~ionol" o 

"topanol") (DTBK), monoetanolamina ("Kolamina"), fosfoetanolamina, equinocromo 

A, y "epigin" (un producto soviético) 18
. Otras sustancias probadasp~r· los mismos 

efectos son butilato de hidroxianisole (BHA), n-propil galláte··c;.,~PG),·.deferoxamina 
mesilato (Desferal), glutation peroxidasa 93 , superoxido disIT1°ut~sa·i7.!ia; catalasa 
1º·17

·
9394 y piruvato 67

•
95

, estos últimos con poco efe~~~~~~obí'e la ~6l!li_c:fád .. _~lgunos 
como n-PG tuvieron un efecto tóxico 92• 

El eyaculado de carnero contiene una escasa cantidad de superóxido 

dimutasa y pequeñas concentraciones de glutation peroxidasa y catalasa, sin 

embargo, estas cantidades pueden ser reducidas considerablemente por la 

dilución del semen 93
•
95

• 
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Las altas concentraciones de inositol presentes en el fluido epididimal y 

plasma seminal de varias especies incluyendo el carnero, protege a varias 

enzimas del efecto de congelamiento y de la peroxidación de lipidos, además de 

mantener la integridad del acrosoma en el semen descongelado. Otras sustancias 

encontradas en el plasma seminal y que tienen una actividad antioxidante son la 

carnosina, el ácido dscórbico y la prolina 96• 

Aminoácidos como la taurina y la hipotaurina se encuentran en altas 

concentraciones en los tejidos y fluidos reproductivos en mamíferos tanto de 

hembras como de machos. De ambos se ha reportado un efecto crioprotector para 

los espermatozoides bovinos. La hipotaurina posee un efecto importante como 

antioxidante protegiendo de las especies reactivas de oxigeno 96
. 

Sustancias reguladoras del metabolismo 

Se ha observado que con el uso de retardadores del metabolismo celular y 

antioxidantes en los diluyentes, se ha logrado· incrementar la fertilidad del semen 

congelado en ovinos. Con el uso de reguladores del metabolismo como la 

rotenona 10
, antimicina 11

• 2-deoxiglucosa 15 y la ínonensina 14 se puede manipular 

el metabolismo de los espermatozoides. La actividad de estas sustancias 

incrementa la capacidad de los diluyentes para preservar la vida espermática e 

incrementar la viab1l1dad del semen congelado. 

La rotenona es un potente inhibidor de la función mitocondrial, que 

disminuye la tasa respiratoria de las células. Es un producto vegetal de 

Sudamérica utilizado como insecticida que bloquea el flujo electrónico del NADH a 

la coenzima O, actuando en forma competitiva 13
•
98

•99. Este producto ha sido 

utilizado en numerosas ocasiones em combinación con células espermáticas, con 

el fin de regular el metabolismo espermático; se ha utilizado en varias especies a 

diferentes dosis: 0.12 µM en ratones77, 0.5, 1 y 2 µM en equinos13
, 5 y 4 µM en 

bovinos 1º·11
·
1º1

• 1 µM en gallos102 y 10 µM en carneros15
. La utilizaciór:i de este 

producto en los medios empleados para la congelación, podría disminuir la gran 

demanda metabólica que presentan los espermatozoides evitando los daños 

ocasionados a ta mitocondria en el proceso de congelación y descongelación. Si 

se considera que parte de este daño mitocondriat se da a nivel de aparato genital 

de la borrega, debido a los bajos niveles de glucosa y otros azúcares glicolisables, 

... 



la rotenona serviría para mantener Ja capacidad de fertilización del 

espermatozoide ovino1º3
• 

CONGELACIÓN DEL SEMEN 

Las temperaturas y velocidades de congelamiento y descongelado son 

criticas para la fertilidad del semen. Se menciona como norma general que 

mientras más rápido se congele y descongele el semen se obtendrá una mejor 

recuparación espermática 104
. Existen algunos reportes en la literatura en donde 

se han evaluado el efecto de la velocidad de congelación sobre la motilidad y 

reacción acrosomal 105. O'Neill observó que el semen congelado rápidamente (de 

SºC a -25ºC con -ºSC/min) tuvo una mejor viabilidad, actividad mitocondrial e 

integridad de las membranas post-descongelación, que el semen congelado 

lentamente 106
. 

Con la finalidad de evitar el choque frío en los espermatozoides se requiere 

de un "periodo de equilibrio" antes de congelar el semen; este consiste en bajar 

lentamente la tempertura de 30ºC a SºC, temperatura que se alcanza manteniendo 

el semen en refrigeración durante 2 a 3 horas. Durante este proceso el semen 

puede ser envasado e.ze. 

El proceso de congelación consiste en descender la tempertura de SºC a -

196ºC que es la temperatura del nitrógeno liquido; a esta temperatura los 

espermatozoides detienen las reacciones metabólicas y Ja consecuente 

acumulación de ácido láctico que al ser acumulado baja el pH y la sobrevivencia 

de los espermatozoides". 

Para contener las dosis de semen a congelar pueden usarse pajillas de 

cloruro de polivinilo (PVC), minitubos o en forma de pellets. La congelación en 

pajillas se hace con nitrógeno liquido i¡ la velocidad de enfriamiento es regulada 

por la distancia entre éste y las pajillas. La distancia óptima entre las pajillas y el 

nitrógeno liquido es de 4 a 6 cm y pueden ser selladas con calor o alcohol 

polivinilico 6
•
18

• Alcanzada la temperatura entre -75ºC y -12SºC no se tiene efecto 

sobre los espermatozoides, pero los vapores a -55ºC reducen la sobrevivencia 8 , 

ya que la zona critica de temperatura es de -15ºC a -60ºC 18
•
106

• Después de 8 a 

1 O minutos en los vapores de nitrógeno las pajillas se sumergen a -196ºC para ser 

conservados. La mayoría de fas pajillas disponibles son de 0.25 mi y O.Sml. 
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En la congelación en forma de pellets se requiere una placa especial, con 

depresiones y enfriada en r;iitrógéno_liquido; _con este _método se alcanzan 

temperaturas de congelación de -1 oo·c a -1 SOºC. También pueden h·acerse éstas 

depresiones· sobre hielo· seco'· '(dióxido' de. carbono sólido a _:_79ºC} .. El· semen es 

vertido en dichas' é:lepie~iónes ~ liria' ve,;, ter;,.;i;,ada la congelación ;e tí-a,..;sfiere a 

un tanque de nitróg .. n() liqliido pa~a p~eservarse. La velocidadde .. nfriami;.;eto en 

esté método pllede vár'iar ~or el .volúmen de sem~n y por )a .temperatura del 

agente co;.;gela;.;te 8
• 

La congelación en pajillas tiene la ventaja de poder'identifi~ar l"'s i::tbsis de 

mejor manera, permiten un manejo simple y evitar.en gran·rl1eciida .el;·des¿erdicio 

de semen al-iTiomento de la inseminación 28
• ~na:.':1e,.1~5·:d8s~-~·nt~j~~\~qJ~·· Úe~~n 

los pellets es la posibilidad de ser contaminados du;a~te ·,·e.·1· ~rócese, de 

congelación y descongelación. Las pajillas pueden ser coíl~eladas. ~ sell.,;das de 

forma automática 26• La congelación en pellets es rílá~ ba~i;;¡~ ~ ~ápida: qué '1a 

congelación en pajillas, sin embargo, su almacenianíientci y des~C>n~~l~ción es 

más dificil 28
•
107

. 

DAÑOS AL ESPERMATOZOIDE 

SEME~os procesos de criopreservación incluyen: redu~~ió~ cl2 t:2~~~,;tura, 
deshidratación celular, congelación y descongelación 7 • Aur1qll_ei'~ía'·ni_~til·i-dad .es 

preservada en una proporción relativamente alta (40 a 60%} en_ semen de, ovino 

descongelado, sólo el 20 ó 30% de los espermatozoides permanecen 

biológicamente sin daños. Los cambios criogénicos del espermatozoide, son 

responsables de un decremento en la integridad funcional o transporte efectivo en 

el aparato genital femenino, hasta el sitio de fertilización 8
•
26

•
108

: 

El criodaño básicamente puede ser ultraestructural (físico}. bioquímico o 

funcional. El daño ultraestructural ocurre en la membrana plasmática, membrana 

acrosomal, el acrosoma. membrana mitocondrial y axonema; este es acompañado 

de un daño bioquímico, donde hay pérdida de elementos vitales, como: 

lipoproteinas, aminoácidos, colesterol, potasio, prostaglandinas; reducción de la 

sintesis de ATP y ADP. inactivación de la hialurodinasa y actividad proteolítica 

acrosomal, además de un incremento en la cantidad de sodio intracelular 8 •
9

• Otro 
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daño ultraestructural que se presenta es a nivel. de ADN, donde se modifica la 

estructura de la cromatina 8 . Estos cambios criogénicc:is son los responsables de la 

disminución en la integridad funcional .del ·asperm.atozoic:Íe ·y por lo tanto de la baja 

biavilidad 8
•
26

•
55

. .·: , ... _ ., 

Durante los procesos de enfrlami·ec,:;to,: congeÍ~ción y descongelación, las 

membranas celulares están . -~~Pue~'ta~: a estrés, desde la inclusión del 

crioprotector antes de conge!lar~e;=.· -·~ar;,bi~·5 - de volumen asociados con el 

encogimiento celular en reSpue~la: ·a so1Uciones hiperosmóticas que causan 

deshidatración, cambios· de ·temperatura que modifican los fosfolipidos de la 

membrana y finalmente la formación de hielo intracelular 78
. 

El primer criodaño que ocurre en la membrana es la ruptura por efectos 

térmicos, mecánicos, químicos y osmóticos 55
•
78

•
109

. Un efecto dramático ocurre 

entre los -15 a -60ºC (no durante el almaceniamiento en nitrógeno liquido) 7 ª" 06
• 

Sin embargo un cambio importante se da en la permeabilidad de la membrana 

plasmátíca, este fenómeno está relacionado con el cambio en la configuración de 

los fosfolipidos membranales como una respuesta a los cambios de temperatura 

que alteran su estado físico 7
·
20

·
26

·
36

·, esto es conocido como "choque fria" 7
•
16

•
26

•
110

. 

Cuando se desestabiliza la membrana plasmática se ocasiona la entrada de calcio 

a la célula 9
·
17

•
110 y se provoca un estado de capacitación prematura 

6,7.85, 108.111.112.113 

Otra membrana que es dañada con los procesos de congelación . y 

descongelación, es la acrosomal, donde se induce una desestabilzación de la 

membrana y termina en una reacción acrosomal adelantada. Se ha encontrado 

que de 43 a 57 % de la población espermática sufre daño acrosomal 
6,49.50.71,106,109.111,113.114 Esta condición no está del todo clara, se sabe que es 

promovida por los procesos de congelación (entrada de calcio) 20 y por algunos 

ingredientes de los diluyentes tales como el glic_erol. La respiración mitocondrial es 

disminuida desde que baja la temperatura 16
"

06
• Las alteraciones en la mitocondria 

pueden conllevar directamente a pérdida de la motilidad o tener como 

consecuencia indirecta un decremento en la producción de ATP 36
•
115

, el glicerol 

puede ayudar a incrementar la motilidad pero no proteger la mitocondria 115
• El 

daño en la mitocondria se lleva a cabo durante la congelación y descongelación 

(formación de cristales de hielo dentro) no durante el periodo de equilibrio (de 30 a 
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SºC) 16• Los ingredientes utilizados en el diluyente influyen en la.· actividad 

mitocondrial, como los observados. p,;·r ._Wi_ndsor and White 1 S95_ ai utilizar. sorbitol 

y DMSO 9
. 

Los procesos de criopreservación - causan Un-a, dismin.ución "del ;?Oº/o de 

espermatozoides viables 115, -aqueu·as-;·que--Permanec~~ ~Ótile-~· c~Parent~n ·esta·r 

funcionalmente intactos) pueden· P~~i-Cipa~~:~:~~-:-~a:~f~~~¡·li_~~-~i~-~ d~- óvulos 17
, sin 

embargo. hay una gran mortalidad .embrianari·a · te•;nprana_ ya qG~ muchos 

espermatozoides contienen un dañ.o ~~:sG AoN. 20. 

DESCONGELACIÓN DEL SEMEN 

Se ha encontrado que no hay mucha diferencia en .la sobrevivencia del 

semen congelado por diferentes métodos (ámpulas, pajillas o pellets), sin 

embargo. existen diferencias en la velocidad y temperatura de descongelación. 

Los espermatozoides que han sobrevivido a los procesos de enfriamiento y 

congelación a -196ºC requieren ser descongelados y calentados, lo que implica 

pasar nuevamente por un rango critico de temperatura que es entre -1 SºC y -60ºC 
18

·
106

. En el caso del espermatozoide ovino, el daño mayor ocurre entre los -10ªC y 

-25ºC. la zona de cristalización 106
. 

Ambos, velocidad y temperatura de enfriamiento y descongelación tienen 

un efecto sobre la sobrevivencia del espermatozoide. Este efecto depende de si el 

enfriamiento ha sido lo suficientemente rápido para inducir la congelación 

intracelular o lo suficientemente lenta para permitir la deshidratación celular. En 

ambos casos la descongelación rápida se requiere para evitar la recristalización o 

la presencia de hielo dentro de la célula espermática, así como los cambios de 

osmolaridad. Los espermatozoides descongelados rápidamente son expuestos, 

por un periodo corto de tiempo, a las concentraciones de solutos y del 

crioprotector (p. ejem. glicerol). y la restauración del equilibrio intra y extracelular 

es más rápido que al ser descongelado lentamente 18
. 

Los pellets de semen congelado de carnero pueden ser descongelados en 

solución o en tubos secos. En cualquier caso. no sólo la presencia sino también la 

composición del diluyente tiene influencia en la recuperación de la motilidad. 

Soluciones con inositol-citrato, glucosa-citrato y fructuosa fueron mejores que 

rafinosa-citrato-yema de huevo a igual temperatura de descongelación (37ºC) 8
• 
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Rangos de temperatura entre 37ºC y 75ºC han sido revisados en ambos 

casos. con o sin soluciones y generalmente se mejora la motilidad al aumentar la 

temperatura 8 . El semen de carnero congelado en pajillas ha sido descongelado 

en un rango de 38ºC a 42ºC. Algunos otros reportan descongelaciones a altas 

temperaturas (60ºC a 75ºC) con resultados similares. Esto se lleva a cabo con la 

inmersión de las pajillas en agua. El método más usado es aquel donde se 

mantiene la pajilla a 37ºC durante 15 o 20 segundos. Cuando se usan altas 

temperaturas el tiempo disminuye (8 segundos) 16
·
26

•
11 º·116

. 
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111. MATERIAL Y MÉTODOS 

El presente trabajo se realizó durante la época reproductiva del año 2001, 

en el mes de noviembre, en las instalaciones del Centro de Reproducción y 

Mejoramiento Genético Ovino-Caprino ubicado en el Km 4 carretera lrapuato

Salamanca, municipio de lrapuato en el estado de Guanajuato; el lugar se 

enr• •entra a una altura de 1794 m sobre el nivel del mar. a 20º44' de latitud norte y 

100º45' de longitud oeste. El clima es (A)C(Wo)(W)a(e)g con una precipitación 

pluvial promedio de 6.1 cm y una temperatura promedio de 20.3ºC 117
. 

Preparación del diluyente de congelación 

El diluyente base, utilizado como medio de congelación, se preparó de la 

s1gu1ente manera: 

Triladyl~ 1 

Yema de huevo 

Agua Tridestilada 

Colección del semen 

20% 

20% 

60% 

Para la obtención del semen se utilizaron 6 carneros adultos de difeíentes 

razas y edades como se muestra en el siguiente cuadro: 

Cada macho disponía de una sementalera individual con medidas de 3X3 

mts En promedio cada animal recibia al dia 300 gr de alimento comercial que 

contenia 18% de proteína cruda y 2.9 Mkal; además de 1 kg de alfalfa achicalada 

y paJa de avena ad libitum. Los sementales permanecieron 5 días previos a la 

colecta en descanso reproductivo. 

: Macho Raza Edad Peso 

AF901 lle de France 3 años 90Kg 

CH SIN -'Charol 3 años 95 Kg 

o -Dorper 9 meses 65 Kg 

EF(i65 East Frisian 3 años 85Kg 

EF139H 
-- -· -·------

East Frisian 2.5 años 95Kg 

F9 
-----~ 

Charol 4 años 110 Kg 
-------~-

1TriladylJIJ Minitub. Alemania. Ingredientes: Agua bidestilada, glicerol 6%1, Tris, Ac. cítrico, fructuosa; 
por cada 100 mi (5 mg tilosina, 25 mg gentamicina, 30 mg espectinomicina y 15 mg lincomicina). 

2~ 
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Para la colección se utilizó una hembra en celo como maniquí y una vagina 

artificial mantenida a una temperatura interna de 40 a 42ºC, conectada a un tubo 

colector graduado en mililitros, con temperatura de 30ºC y protejido de los rayos 

del sol 28
• Se obtuvieron un total de treinta eyaculados, es decir 5 de cada 

semental. Inmediatamente después de la colecta se hizo una dilución inicial 1:1 

del semen con el diluyente base para la congelación 17
, y se mantuvo en baño 

Maria a una temperatura de 30ºC, por un periodo de 20 a 30 minutos. 

Evaluación del semen 

Los eyaculados obtenidos fueron evaluados en cuanto a; color por 

observación directa, volumen dado directamente por el tubo colector graduado, 

concentración mediante un hemocitómetro 29
, motilidad por observación en 

microscopio óptico y morfología mediante una tinción de eosina-nigrosina 26
•
28

•
31

• 

Dilución del semen y tratamiento 

Después de conocer la concentración espermática de cada eyaculado se separó 

en tres porciones y se hizo una dilución final del semen del mismo semental.- para 

obtener una concentración de 1 00 millones de espermatozoides en 0.25 mi 

(dosis). A cada porción se le asigno el siguiente tratamiento: 

Grupo A 

Grupo B 

Grupo C 

se agregó el diluyente de congelación sin rotenona (testigo) 

se agregó diluyente de congelación con 4 ~·M de r.otenona 

se agregó diluyente de congelación con B ~·M de roteriona 

Congelación del semen 

El semen ya diluido se mantuvo en periodo de equilibrio durante 2 horas a 

temperatura de refrigeración entre 4 y 5ºC 28• Al inicio de este. periodo se hizo ei 

empajillado del semen en pajillas de 0.25 mi con una concen.tración espermática . . 

de 100 millones por dosis. La congelación se hizo .. en forma ·manual en un 

recipiente de poliuretano, colocando las pajillas horizontalmente a 5 cm de la 

superficie del nitrógeno líquido durante 1 O minutos para ser sumergidos finalmente 

en el termo de nitrógeno líquido 8 . 
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Descongelación del semen 

Las pajillas fueron descongeladas 24 horas después de haber terminado el 

proceso de congelación. Se mantuvieron 10 segundos en el aire y después en 

baño Maria a una temperatura de 37ºC por 20 segundos ª"'". El contenido de 

cada pajilla fue vertido en una alicuota de forma individual, manteniéndose a una 

temperatura de 37ºC por 12 horas. La vida media de los espermatozoides se 

evaluó observando su motilidad en el microscopio usando una platina caliente con 

una temperatura de 37ºC. Con la finalidad de evaluar células vivas se realizaron 

tinciones de Azul de Tripén 

Diseño experimental 

Se realizaron las evaluaciones del semen descongelado tomando las 

muestras de la alicuota cada cuatro horas hasta llegar a doce horas (O. 4, 8 y 12 

horas). En total se evaluaron 162 pajillas que correspondieron a 54 con diluyente 

base (Gpo. A); 54 pajillas con diluyente base mas 4 11M de rotenona (Gpo. B); 54 

con diluyente base mas 8 11M de rotenona (Gpo. C). 

Análisis estadístico 

Los datos correspondientes a motilidad y espermatozoides vivos 

expresados en porcentaje y en valores transformados mediante la función 

arcoseno fueron analizados mediante un análisis de varianza multivariado para 

mediciones repetidas. en donde las variables independientes son e-1 grupo, 

semental y el tiempo Los análisis se realizaron mediante el paquete estadístico 

Sistema de Análisis Estadistica -SAS- 118• 
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IV. RESULTADOS 

COLECCIÓN DE SEMEN 

El volumen del semen colectado por ey.Clculcido. entre l()s sementales, 

estuvo dentro de un rango de 0.4 a 1.2 ·m1:· con uria concentración de 2.2 a 6.4 mil 

millones de espermatozoide.- por milifitro/ los eyaculado,;· pr.;,;sentaron un color y 

olor normal.asi como un porcentaje merior·ai 1S dei'~normalidad_es morfológicas. 

MOTILIDAD 
*Semen fresco 

En el cuadro 1 se presenta el promedio de motilidad en masa de los 

diferentes sementales; al momento de la .. colecta los machos presentaron una 

motilidad entre 85 y 95% que se mantuvo. después de la dilución, terminado el 

periodo de equilibrio se notó una disminución de la motilidad teniendo como 

promedio 83.6%. 

La prueba de esfericidad de Mauchly indicó que es más adecuado el 

análisis multivariado para mediciones repetidas que un análisis de varianza simple 

para comparar los grupos. 

El análisis de varianza multivariado para.mediciones repetidas indicó que 

hay diferencia entre grupos (P<0.01 ). diferencja entre sementales (P<0.01 ), 

diferencia entre tiempos (P<0.01) y la interacción grupo-tiempo y semental tiempo 

fueron significativas (P<0.01 ). Por lo que debido a la presencia de la interacción, 

los resultados de los grupos se presentan para cada uno de los tiempos. 

·semen descongelado 

La motilidad al descongelado (O horas) presentó diferencia entre grupos, 

siendo mayor en el grupo A seguido de B y C. La motilidad a las cuatro horas 

presentó diferencia entre grupos, siendo mayor en el grupo A seguido de B y C. La 

motilidad a las ocho horas presentó diferencia entre grupos, siendo mayor en el 

grupo A seguido de B y C. La motilidad a las doce horas presentó diferencia entre 

grupos, siendo mayor en el grupo C seguido de B y A. Estos resultados se 

presentan en el cuadro 2. 
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En la gráfica 1 se observa que el semen descongelado presentó una 

motilidad superior en _el_ gr.upo testigo seguido de 4 ~tM -Gpo B- y 8 ~tM -Gpo C- de 

rotenona, manteniéndose así hasta las 8 horas. Sin embargo se mostró una ca ida 

drástica en la motilidad del grupo testigo -Gpo A- a las 12 horas, mientras que el 

grupo prueba con 8 ~tM de· rotenona presentó la motilidad más alta seguida del 

grupo B. 

La motilidad promedio presentada por cada semental en los periodos de 

evaluación mostraron un efecto significativo entre los diferentes grupos. En el caso 

del grupo A sobresalió el desempeño del semental D, el cual a las cero horas 

mostró una motilidad de 63.8% y un 25.5% a las doce horas; esto en comparación 

con el semental CHS7N que tuvo un 68.8%, y 

respectivamente (ver gráfica 1 A del anexo ). 

un 13.8% de motilidad 

En la motilidad del grupo B sobresalió el desempeño del semental CHS/N 

que presentó un 64.4% a las cero horas y la mejor motilidad del grupo a las doce 

horas con un 38.8°/o, en comparación coel semental F9 que inició con 60.5°/o y 

terminó con la motilidad más baja a las doce horas con 22.20/o(ver gráfica 2A del 

anexo). 

En el caso del grupo C el semental AF901 presentó la motilidad mayor con 

58.8°/o a las cero horas y 38.8°/o a las doce. comparado con el F9 que presentó la 

motilidad más baja con 53.8% al descongelado y 31.6% a las doce horas (ver 

gráfica 3A del anexo ). Los sementales restantes no señalados se mantuvieron 

dentro de los rangos mencionados. Los valores de cada semental se presentan en 

el cuador 1A del anexo. 

PORCENTAJE DE ESPERMATOZOIDES VIVOS 

Existió diferencia entre grupos en el porcentaje de espermatozoides vivos a 

las cero horas, siendo mayor en el grupo C seguido de B y A. El pcírce_ntaje de 

espermatozoides vivos a tas cuatro horas presentó diferencia entre grupos A y C, 

By c. siendo mayor el porcentaje en el grupo e seguido de EÍ y A. El porcentaje 

de espermatozoides vivos a las ocho horas presentó diferencia entre los grupos A 

y C, B y C, siendo mayor el porcentaje en el grupo C seguido de B y A. El 

porcentaje de espermatozoides vivos a tas 12 horas presentó diferencia entre 
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grupos, siendo mayor en C seguido de B y A. Estos resultados se presentan en el 

cuadro 3. 

En Ja gráfica 2 se observa que el porcentaje de, espermatozoides vivos 

presentó desde un inicio -O horas-. un valor mayor pa~ .. el. gfu~o C seguido de B y 

A Esta relación se mantiene con el paso del tie.nÍpo hasta· 1'3 úJÍinÍa evaluación 

donde se observa un valor muy superior de espermatoza°ides, viv<Js con 8~1M de 

rotenona. 

El promedio de espermatozoides vivos presentados para cada semental en 

los periodos de evaluación, mostraron un efecto significativo entre los diferentes 

grupos. En esta evaluación sobresalió el comportamiento del semental AF901 que 

presentó Ja mayor sobrevivencia a las doce horas postdescongelación en Jos tres 

grupos (A-26.2%. B-32.7% y C-40.7%) comparado con el semental F9 que mostró 

el promedio más bajo a las doce horas postdescongelación con un 12. 7% para el 

grupo A y 30. 1 % para el grupo C (ver gráficas 4A y 6A del anexo), En el caso del 

grupo B el semental con el promedio más bajo de espermatozoides vivos fue el 

EF065 con 20.8% (ver gráfica 5A del anexo). Los sementales restantes no 

señalados se mantuvieron dentro de Jos rangos mencionados. Los valores de cada 

semental se presentan en el cuador 2A del anexo. 

Cuadro "1 
Motilidad promedio del semen de carnero 
en estado fresco de los diferentes sementales 

¡Macho Colectaª Dilución .... P. Eouilibrio 
~F901 90,0 88.3 86.7 
¡CH SIN 90.0 90.0 83.3 

l~F065 85.0 85.0 80.0 
95.0 95,0 90.0 

1

1
EF139H 85.0 85.0 78.3' 

c9 
90.0 90.0 83.3 

Promedio 89.2±3.8 88.9±3.7 83.6±4.2 
a Los valores de Ja celda en Ja Colecta corresponden a n=1 
b Los valores de las celdas Dilución y P. Equilibrio corresponden a n=3 
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Cuadro 2 

Motilidad promedio del semen de carnero al descongelado 
de los grupos: A (Diluyente base ó testigo), B (Diluyente base más 4 µM de 

rotenona) y C (Diluyente base más 8 µM de rotenona) 

Grupo TIEMPO 
Oh 4h Bh 12 h 

~TESTIGO 67.7 c±3.8 1 59.5 c±2.8 J51.7c.±4.2 1 19.7 ª±5.0 
B 4µM 64.3 u±3.4 156.2 u±3.6 149.1 u±3.8 1 29.8 u±5.9 
e 8µM 58.4 ª±3.3 1 52.7 ª±2.8 1 46.2 ª .±3.5 1 35.5 c±3.3 

Letras diferentes en la misma columna 1nd1ca d1ferenc1a entre los promedios de 
motilidad (P<0.05) 

Gráfica 1 

Motilidad promedio del semen al descongelado de los grupos: A (Diluyente 
base), B (Diluyente base más 4 µM de rotenona) y C (Diluyente base más 

8 µM de rotenona) 
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Cuadro 3 

Porcentaje de espermatozoides vivos en semen de carnero al 
descongelado en los grupos: A (Diluyente base ó testigo), B (Diluyente base 

más 4 µM de rotenona) y C (Diluyente base más 8 µM de rotenona) 

TIEMPO 
Grupo Oh 4h 8h 12 h 
~TESTIGO 55.5 ª.±.4.5 1 49.8 ª±5.1 143.8 ª±4.9 1 18.7 ª±5.5 
B 4µM 58.5 "i3.4 1 51.0 ª±4.9 1 44.0 ª±3.4 1 25.5 "±4.7 
e B ~1M 62.2 c±4.3 l 56.2 ".t4 7 l 49.9 º,~3.6 1 36.1 c±3.9 

Letr:as diferentes en la misma columna 1nd1ca d1ferenc1a entre los promedios de 
motilidad (P-c0.05) 

Gráfica 2 

Porcentaje de espermatozoides vivos en semen de carnero al 
descongelado en los grupos: A (Diluyente base ó testigo), B (Diluyente base 

más 4 µM de rotenona) y C (Diluyente base más 8 µM de rotenona) 
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V. DISCUSIÓN 

La motilidad es esencial para el ·proceso de fertilización. Sin embargo 

aunq1Je es una característica esencial; _de . los espermatozoides viables, no 

necesariamente es indicativo de ~u capacidad fecundante 31
• Por lo que también 

es necesario valorar el tiempo de. sobrevivencia de los espermatozoides al 

descongelado, para lo cual los espermatozoides deben de mantenerse en 

condiciones propicias (temp.eratura a 37ºC, medio nutritivo bajo condiciones de 

incubación) 92
. 

En el presente estudio para evaluar el efecto de la rotenona como inhibidor 

metabólico, la motilidad del semen fue valorado al descongelado (cero horas), 4, 

8. y 12 horas. Los resultados obtenidos muestran que al momento de la 

descongelación (cero horas), la motilidad en el grupo A (67.7 %) es mayor en 

relación al 8(64 %) y al C(58.4 %), observándose diferencias significativas entre 

grupos(P-.c 0.05). 

La valoración de la motilidad individual realizada en este trabajo. fue de 

manera subjetiva. Los porcentajes de esta variable se observan superiores a los 

rangos que algunos investigadores han reportado con respecto al semen 

descongelado en ovinos y en otras especies (45- 55°/o)32
·
64

·
77

·
104

·
119

. Pero a pesar 

de esto el porcentaje de motilidad registrado en el grupo A y B son inferiores al 

porcentaje, reportado por D'Alessandro et al 2000 (73%), donde realizan una 

evaluación de semen envasado en pajillas de manera también subjetiva120
. Bag, et 

al en 1999, evalúan la motilidad espermática al descongelado en ovinos con el 

apoyo del sistema CASA y reportan un (72.2 %)121
• El porcentaje observado en el 

grupo C está dentro de los rangos reportados. Estos reportes nos indican que en 

este trabajo la motilidad no fue sobreevaluada. Según Chemineau et al 1991, el 

semen no debe tener menos de un 40% de motilidad al descongelado28
, y 30 % 

después de 5-6 horas de incubación29
, para alcanzar buenos porcentajes de 

fertilidad con semen congelado en los programas de inseminación. Apoyándonos 

en este reporte se considera que los promedios de motilidad registrados al 

descongelado en el presente estudio son óptimos para la inseminación artificial. 



El comportamiento de la motilidad individual de Jos espermatozoides en Jos 

3 grupos, nos indica ya un efecto de los tratamientos, en donde se aprecia que en 

el grupo A (testigo) la motilidad es alta con respecto al B y C. La motilidad 

observada a las cuatro y ocho horas postdescongelación tanto en e.1 grupo A, B, y 

C. muestran diferencias (P< 0.01) (cuadro 2). Los promedios .de· motilidad 

obtenidos a las cuatro horas son inferiores a lo reportado por o·Aiessandro et al., 

2000 (69%) donde evalúa bajo condiciones de incubación por 3 horas Ja motilidad 

del semen. congelados en pajillas con una concentración de 100 millones de 

espermatozoides. mediante un programa computarizado 120
• Valcárcel et al., 1994 

reportan una motilidad del 40% a las cuatro horas y un 14% a las ocho horas, 

estos promedios están por debajo de Jos alcanzados en este estudio44; hay que 

mencionar que la motilidad del semen que ellos emplearon en la congel.ación 

mostraba desde uri inicio una motilidad menor (71 %) al presentado por Jos 

sementales utilizados en este trabajo (89%), posiblemente ésto fue un factor. que 

influyó en el resultado obtenido en su evaluación44
• 

La evaluación de la motilidad realizada en.estos periodos de tiempo en los 

diferentes grupos muestra el efecto de la roteno~a46· 1 º 1 , .y -~e ob~erva ·~·lar~n:lente 
en la valoración realizada a las doce horas postdescongelación;·como el Grupo C 

mantiene una motilidad mayor con respecto a B y A, las diferencias observadas 

entre B y C están dadas por las concentraciones de Ja sustancia usada en estos 

grupos. 

El comportamiento de la motilidad espermática en los tres grupos, en Jos 

cuatro periodos de valoración, mostró en el grupo A y B una mayor motilidad hasta 

las ocho horas postdescongelación, posteriormente a las doce horas se observa 

que en el grupo C mantiene una motilidad superior al grupo A y B. El 

comportamiento de la motilidad registrado en este trabajo se le atribuye ai efecto 

de la r<?tenona, debido a que es un potente inhibidor de la función mitocondrial, 

que disminuye la tasa respiratoria de las células 9
•
1º2

•
103

• Esta sustancia 

probablemente provocó una disminución en la gran demanda metabólica que 

presentan los espermatozoides del ovino. Reflejándose en la conservación .de una 

motilidad aceptable en el grupo C por un periodo de tiempo mayor, dado que no 

se presento el mismo gasto energético como el que tuvieron los espermatozoides 

en los otros grupos. 

33 



Las diferencias de motilidad y sobrevivencia espermática, observada entre 

los sementales. en los diferentes gr~p~s,: Podr.Ían,,. ser. atribuidas a las 

caracteristicas individuales ya que se encontró difere.ncia en el grupo testigo, por 

lo que estas variaciones no se atribuyen-- '.a· ÍoS-'-' tíat~rTiientos dados. Algunos 

investigadores argumentan que estas ya-ri-~·'di~-n~s::=:~~-'t~~-~---r~zas e individuos, 

posiblemente están dadas por los compone,;t.;~·b·¡C::,~uiC:.,icios del líquido seminal 
'. ,! -•. ·--·-" 

que modifican de alguna manera la respúesta·· de·:: lá: célula espermática a la 

criopreservación6 ·16·26· 122 _·, :._ .:/::~:::\·\.'··. :-·_::·º·. 

La sobrevivencia .de los espermal~z-C)ide.s:: e~110~ .periodos de tiempo en el 

cual se realizó 1a valoración en tos -·~rup·os-~~~~::- B~_y ··c. en este trabajo. mostraron 

diferencias entre grupo (P<0.05). El,n¿,,:;.;ri:)'cie'.;~permatozoides entre grupos al 

descongelado (O horas) esta dentro de los rangos reportados por otros 

investigadores que han obtenido de un 50 hasta un 65 º/o de células vivas16
•
72

•
82

·
119

. 

Dichos resultados están dentro del 50 % de células vivas postdescongelación 

1nd1cado por Salamon., 20008
. 

La viabilidad espermática observada postdescongelación a las cuatro horas, 

aún existiendo diferencias entre grupos. sigue estando dentro del margen del 50 °/o 

de células vivas informado por Salamon., 2000 y D'Alessandro et al., 20008
•
120

• 

Estos resultados son similares a los informados por Bilodeau et al., 2002 en 

semen bovino evaluado tres horas postdescongelación (55°/a)95
. 

En la evaluación de espermatozoides vivos a las ocho horas se encontró un 

mayor porcentaje en el grupo C, lo cual es muy similar a lo reportado por Bilo_deau 

et al. 2002. en una evaluación realizada a las seis horas postdescongelación en 

bovinos (50%)95
. En el caso de semen descongelado se dispone de escasa 

información donde se evalúe la sobrevivencia espermática mas allá de seis horas. 

por lo que los datos obtenidos a las ocho y doce horas en este estudio no pueden 

ser comparados. 

Lo que resalta en la evaluación de esta variable, es que en el grupo C se 

observó una mayor cantidad de espermatozoides vivos. durante los cuatro 

intervalos de tiempo valorados; se obtuvo un rango de sobrevivencia de las cero 

hasta las doce horas de 62.2 y 36.1 %. Estos resultados nos sugieren que la 

rotenona probablemente favoreció la sobrevivencia espermática en el grupo C, 

debido a su efecto regulador en la tasa metabólica del semen ya que fue mayor en 



este grupo que en el grupo A y B. Si consideramos, que cuando el metabolismo 

espermático se realiza en condiciones anaeróbicas, aunado a una mayor tasa 

metabólica, hay una mayor producción de ácido láctico, modificándose el pH del 

medio en donde se mantiene el semen, ésta alteración repercute en forma 

detrimental en la integridad del espermatozoide, comprometiendo su sobrevivencia 
47

·6 º· 123 Por lo que se considera que una de las causas que probablemente 

influyeron en la baja sobrevivencia espermática de los grupos A y B se debió a 

este fenómeno bioquímico. 

La sobrevivencia espermática observada a las doce horas con 8 µM de 

rotenona mantiene un porcentaje de células vivas suficientes que podría asegurar 

una posible fertilización. El porcentaje de sobrevivencia espermática es importante 

considerarlo ya que el lapso de vida fértil de los espermatozoides y del óvulo 

determina la tasa de concepción. La longevidad del espermatozoide que ha sufrido 

los procesos de congelación y descongelación se reduce en comparación con el 

semen fresco. lo cual toma relevancia dependiendo del sitio de deposición en la 

IA En algunos reportes se dice que con 15 millones de espermatozoides motiles 

se garantiza Ja fertilización intrauterinaª; las concentraciones de espermatozoides 

vivos obtenidos en el grupo C a las doce horas, está por encima de ésta cantidad, 

por lo que, el empleo de la rotenona en Jos medios de conservación de semen 

podría mejorar los resultados en los programas de IA, sin embargo para evaluar la 

efectividad de la rotenona, es necesario realizar inseminaciones con medios 

donde se incluya para la congelación, empleando diferentes vías de inseminación. 

JS 



VI. CONCLUSION 

Se concluye que la motilidad del semen de carnero postdescongelado 

mantuvo una motilidad. superior en el grupo testigo, sin embargo, a las 12 horas la 

concentración de 8 ~·M de rotenona tuvo un efecto favorable en el medio de 

congelación, manteniendo una mejor motilidad in vitro y una mayor. cantidad de 

espermatozoides vivos durante las cuatro evaluaciones 
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ANEXO 
Gráfica 1A 
Motilidad promedio del semen de carnero al descongelado, de los diferentes 

sementales en el grupo A (Diliuyente base) 
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Gráfica 2A 
Motilidad promedio del semen de carnero al descongelado, de los diferentes 

sementales en el grupo B (Diluyente base más 4 µM de rotenona) 
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Gráfica 3A 
Motilidad promedio del semen de carnero al descongelado, de los diferentes 

sementales en el grupo C (Diluyente base más B µM de rotenona) 
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Promedio de espermatozoides vivos en semen de carnero al descongelado, 
de los diferentes semantales en el grupo A (Diluyente base) 

70 

60 

50 

40 
~ 

30 

20 

10 

o 
o 4 

Horas 
8 12 

Scn1cntal 

¡....:.:....:.AF901-
\---CHS/N 
:--o 
i-M-EF065 
¡--EF139H 
!--F9 

1 
i 

1 
' 1 



Gráfica SA 
Promedio de espermatozoides vivos en semen de carnero al descongelado, 

de los diferentes semantales en el grupo B (Diluyente base más 4 µM de 
rotenona) 
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Gráfica 6A 
Promedio de espermatozoides vivos en semen de carnero, al descongelado 

de los diferentes semantales en el grupo C (Diluyente base 1 M de 
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Cuadro 1A 

Motilidad promedio del semen de carnero al descongelado, de los diferentes 
sementales en los grupos A (Diluyente base), B (Diluyente base más 4 ~1M de 

rotcnona) y C (Diluyente base más 8 µM de r<>tenona), expresado en 
porcentajes. 

GRUPO A 
¡:cmental iO Horas 4 Horas 8 Horas 12 Horas 
:AF901 S9.• 58., 47. 21.E 
¡cHS/N S8.I 58.E 52 . .l--- 13.E 

l~F065 
63.1 58.1 52. 

.. ~ 
se.: S1.E 57. 1S.1 

:EF139H 71.E S1.E 52. 22.• 
F9 S4.• 57.• 47. 18.' 

r!S_e_m_e_n-ta-1 ---r;~~~~~~-aº~s~ª~-----------~------
!AF901 
;cHS/N 

l~F065 
:EF139H 
F9 
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:EF139H 
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GRUPOC 
'~_oras 4 Horas 8 Horas --~~E__!_~.:!.__-

58.1 51.1 43. 38.E 
1----5_7_.~·~----5_1_.-+-E _____ ~~ ___ 3!Q 

58. 53.' 4S. 37. 
su SS.1 5 3S.I 

6( 54.• 49. 33., 
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Cuadro 2A 

Promedio de espermatozoides vivos en semen de carnero al descongelado, 
de los diferentes sementales en los grupos A (Diluyente base), B (Diluyente 

base más 4 ~1M de rotenona) y C (Diluyente base más 8 µM de rotenona), 
expresado en procentaje. 

!Semental 
~F901 
l~HS/N 

\eF065 
¡EF139H 
F9 

GRUPO A 

GRUPO B 

_____ s Horas 

59~.5ct-------~~ 

~emental !O Horas 4 Horas 
r-F901 58.7 
f-HS/N 62 

l~F065 ~~.~ 
iEF139H 61 .5 
B! _____ _,_ _____ _,5,_,7_.8L_ 4_9,5 

~:';0e1ntal 
tHS/N 
D 

IEF065 
IEF139H 
F9 

8 Horas 12 Horas 

___ :_ 5o:7 ---·-4-=4c..c:·'r----"4=0'-'o!.; 
58.6 52.I 36.! 
63. 7 52.~ 35.< 
54.3 49.~ 38.B 
57.5 52.:< 34.B 
52.4 47.E 30.1 
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