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Abstract

The aim of the study was to compare the effect of two temperatures and thawing rates on motility and fertility of frozen
ram semen. A total of 208 ewes and 13 rams of different breeds were used. Semen was collected with an artificial vagina,
and it was evaluated, diluted with a Tris-citric acid-fructose-glicerol-yolk extender and centrifugated at 200g/15 min. The
sediment was then resuspended with the same extender. Diluted semen was frozen in 0.25 ml straws containing 300
millions of motile sperm. Post-thaw motility was evaluated in 212 straws which were thawed in awater bath at 36°C/8 sec
(Group 1) or 70°C/4 sec (Group 2), and another 208 straws were used for intracervical insemination of ewes. Ewes
lambed (%) per ewes inseminated with semen thawed at different rates was also evaluated. Post-thaw motility was 51.28
and 47.98% for Groups 1 and 2, respectively, and fertility was 30.7 and 29.2% for the same groups, respectively, without
differences between groups (C %; P>0.05). Thawing straws at 36°C/8 sec is amore practical and safer method.
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Resumen

El objetivo del presente trabajo fue comparar €l efecto de dos temperaturas y tiempos de descongelacion sobre la
motilidad y fertilidad del semen del ovino. Se utilizé un total de 208 ovejasy 13 carneros de diferentes razas. El semen se
obtuvo por medio de una vagina artificial. Se evalud, se diluy6 con Tris-acido citrico-fructosaglicerol-yema de huevo y
se centrifugé a 200 g/15 min; el paguete celular se resuspendid con el mismo diluyente. El semen diluido se congelé en
pajillas francesas de 0.25 ml con 300 millones de espermatozoides motiles. Se determind la motilidad al
descongelamiento en 212 pgjillas descongeladas en bafio Maria a 36°C/8 seg (grupo 1) o a 70°C/4 seg (grupo 2) y otras
208 dosis se utilizaron en la inseminacion artificial de las ovejas por via intracervical. Se determiné el porcentgje de
ovejas paridas/ovejas inseminadas con semen descongelado a dferentes ritmos. La motilidad a descongelar fue de
51.28% y 47.98% en el semen descongelado de los grupos 1y 2, respectivamente, y la fertilidad de 30.7% y 29.2%, para
los mismos grupos, respectivamente, sin que existiera diferencia significativa entre grupos (C?; P>0.05). Se concluye que
la descongelacion de las pajillas a 36°C durante 8 segundos es un método mas préactico e inocuo.
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En los ultimos afios ha aumentado el interés en el uso de
la inseminacion artificial (I1A) en los ovinos, con el fin de
mejorar los sistemas de explotacion, asi como la calidad
genética de la especie. Los métodos tradicionales de la 1A
con semen fresco en ovinos tienen la limtante de tener
que utilizar un carnero que se encuentra en lugares
apartados, lo que reduce el numero de ovejas por
inseminar.*? Ademés, el estrés que se produce con el

transporte, tanto del macho como de las hembras,
disminuye el porcentaje de fertilidad.?

Con la técnica del congelamiento del semen se
incrementan las posibilidades de utilizar lalA y se facilita
el desarrollo de programas tendientes a mejorar esta
especie, ademas la calidad genética de los ovinos se veria
aceleraday el costo de la adquisicion de sementales seria
inferior a necesario.? Esto es principamente importante
en lasregiones tropicales.?

El semen de ovino presenta una aceptable supervivencia
espermética a proceso de descongelado’ Se ha
encontrado que el indice de concepcién con semen
descongelado es, por 1o menos, 20% inferior a logrado
con semen fresco, encontrandose asi una fertilidad del

42.20% en ovejas inseminadas con semen descongelado a
36°C durante 8 segundos.”

Entre las causas que afectan la viabilidad del semen
congelado esta la formacion de hielo intracelular, tanto en
la congelacibn como en la descongelacion; los
espermatozoides pueden sufrir la pérdida de la integridad
de las membranas celulares, asi como una inactivacion de
20% de enzimas acrosomales y la pérdida de fosfolipidos
23678 | os espermatozoides tienen mejor recuperacion si
un crioprotector estd presente en € medio que los
suspende al congelar y a descongelar.

El dafio celular de los espermatozoides congelados con
glicerol es menor que € producido a utilizar otros
crioprotectores como e DMSO.3%"%10 | a concentracion
del glicerol, requerida para proteger a un maximo de
espermatozoides, se determina mediante la velocidad del
enfriamiento y del descongelamiento.® El glicerol
utilizado como crioprotector reduce laformacion

del hielo intracelular y evita la muerte de los
espermatozoides 23567

Estudios recientes han demostrado que la concentracion
de 5% de glicerol en el diluyente es la Optima gara la
proteccion de los espermatozoides del carnero.®™® Otros
puntos que deben tomarse en cuenta son la temperatura y
el tiempo de descongelado.

Se ha encontrado que es mejor descongelar a temperatura
de 65°C que a 40°C, ya que a medida que se incrementa la
temperatura de descongelacién, aumenta el porcentaje de
motilidad espermética y disminuye e nUmero de
espermatozoides con dafio acrosomal,}1011213 g
embargo, no se sabe qué tanto afectaalafertilidad.
Algunos investigadores mencionan que el descongelar las
pgillas de 0.5 ml a temperaturas de 75°C durante 12
segundos, es mejor que descongelar a 35°C durante 30
segundos ™ Por otro lado, hay autores que recomiendan
descongelar las pgjillas a una temperatura semejante a la
del aparato reproductor de la hembra, de 36°C a 38°C *>*°
Sin que exista un acuerdo sobre este punto.

Son muy pocas las investigaciones en las que se han
comparado diferentes temperaturas y tiempos para la
descongelacién del semen del carnero, por lo que €l
presente trabajo tiene como finalidad, determinar entre
dos tratamientos diferentes el efecto que muestran la
temperatura y tiempo de la descongelacion, sobre la
motilidad y lafertilidad del semen.

El trabgjo fue realizado durante plena época reproductiva
en el Centro de Ensefianza Préctica e Investigacion en
Produccion y Salud Animal (CEPIPSA), localizado en el
km 29.5 de la Carretera Federal México-Cuernavaca. El
CEPIPSA se encuentra ubicado a 19° latitud Norte y 99°
longitud Oeste, a 2760 msnm, con una precipitacion
pluvial de 0 a 1 200 mm anuales y una temperatura
promedio de 19°C**

Se utilizaron 208 ovejas y 13 carneros de las razas
Suffolk, Polled Dorset, Tabasco, Finnish Landrace y
Hampshire. Se obtuvo un total de 43 eyaculados por
medio de unavaginaartificial. La evaluacion de los

CUADRO 1

PORCENTAIES DE FERTILIDAD EN OVEJAS INSEMINADAS CON SEMEN DESCONGELADO A DOS
DIFERENTES RITMOS

NUimero de hembras

Numero de hembras Porcentaje de

Tratamiento inseminadas paridas fertilidad

Semen

descongelado a 36°C

durante 8 segundos 143 44 30.8
Semen

descongelado a 70°C

durante 4 segundos 65 19 29.2
Total 208 63 30.3
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eyaculados se realiz6 tomando en cuenta los siguientes
puntos. volumen, motilidad (movimiento en masa y
movimiento progresivo), concentracion y morfologia
espermética’

Esta evaluacion se realizd con un microscopio optico y
condicionando una botella plana con agua a 38°C, a modo
de termoplatina. Sdlo se utilizaron aquellos eyaculados
con una concentracion mayor a 2 000 millones de
espermatozoides por mililitro, con un movimiento
progresivo no menor a 60% y con menos del 20% de
anomalias morfol égicas.

Para el procesamiento del semen se usdé una técnica
descrita para el caprino que consiste en realizar un lavado
del semen previo a la dilucion final, con el objeto de
eliminar e plasma seminal’® De manera que una vez
evaluado el eyaculado fue diluido en una proporcion de
1:9 utilizando el diluyente de Tris (Tris [Hidroximetil]
amino metano, 36.05 g; &cido citrico, 20.2 g; fructosa,
14.88 g; agua bidestilada, 100 ml), adicionando 20% de
yema de huevo y 5% de glicerol.®® Posteriormente fue
centrifugado a 200 g durante 15 minutos. Y a centrifugado,
el sobrenadante se decantdé dejando el paquete de los
espermatozoides; y éste fue aforado a volumen final
necesario para envasar 300 x 10° espermatozoides métiles
en pgjillas francesas de 0.25 ml.

Las pgjillas fueron sumergidas en un recipiente de
poliuretano con agua a 22°C y se introdujeron al
refrigerador (0°C) durante 2 horas, tiempo en el que
paulatinamente el semen alcanzé la temperatura de 5°C sin
sufrir choque térmico.* Transcurrido este periodo de
equilibramiento, las pajillas se expusieron a vapores de
nitrégeno liquido a una distancia de 4.5 cm sobre €
nitrégeno, durante 10 minutos.

Y a congeladas las pgjillas se introdujeron directamente al
nitrégeno liquido del termo ¢196°C) y se almacenaron
aproximadamente un mes, hasta el dia en que se
utilizaron.

Las pgjillas se descongelaron en bafio Maria a dos
diferentes temperaturas. a 36°C durante 8 segundos o a
70°C durante 4 segundos?

De las 426 pajillas obtenidas de los eyaculados solamente
se usaron 420. En 212 se evalud la recuperacion de los
espermatozoides al descongelar a las dos diferentes
temperaturas y tiempos, este procedimiento se hizo
observando el movimiento  progresivo de los
espermatozoides al microscopio. De las dosis restantes,
208 fueron descongeladas también a las temperaturas y
tiempos mencionados, y con ellas se inseminaron a las
hembras que presentaron el celo. La deteccion de calores
se realizo por la mafiana (7:00) y por latarde (15:00) con
machos vasectomizados, provistos de un mandil. Las
hembras que presentaron celo en la mafiana se
inseminaron en latardey las que lo presentaron en latarde
seinseminaron en lamafianadel diasiguiente.*®

La IA se realizd utilizando un espéculo de pico de pato
con iluminacion propia; el semen se depositdé lo mas
profundamente posible dentro del canal cervical.

Durante los 45 dias que duré e empadre se insemind un
total de 208 hembras, 143 con semen descongelado a

36°C durante 8 segundos y 65 con semen descongelado a
70°C durante 4 segundos. La evaluacion de la fertilidad se
llevé a cabo tomando en cuenta el nimero de ovejas
paridas. Para evaluar la recuperacion espermadtica y la
fertilidad después de la descongelacion, se utilizd la
Prueba de Ji-cuadrada .*’

Se observd que el promedio de 106 muestras por
tratamiento referente a movimiento progresivo en el
semen descongelado a 36°C durante 8 segundos fue
ligeramente mayor (51.2%) al presentado en e semen

descongelado a 70°C durante 4 segundos (47.9%), sin que
hubiera diferencia estadistica significativa (P>0.05) entre
los tratamientos.

Con respecto a la fertilidad en términos de porcentgje de
ovejas paridas con relacién al nimero de ovejas expuestas,
no se encontré diferencia estadistica significativa (P>0.05)
a comparar los dos ritmos de descongelacion utilizados
(Cuadro 1).

No se encontrd diferencia estadistica entre dos ritmos de
descongelacion utilizados, aun cuando diferentes autores
mencionan que a medida que se aumenta la temperatura
de descongelacion, aumenta el porcentaje de movilidad
espermética y disminuye el nimero de espermatozoides
con dafio acrosomal.}>11213

Aamdal y Andersen (11) mencionan un menor porcentaje
de espermatozoides muertos a descongelar a altas
temperaturas (75°C) que a descongelar a bajas
temperaturas (35°C), lo cual no pudo ser detectado en el

presente trabajo. Tampoco fue posible encontrar
diferencias indicadas por otros autores>'>!3 en favor
del incremento de temperatura a descongelar sobre las
caracteristicas seminales.

Existen trabgjos con resultados superiores con la
descongelacion rapida, pero con la observacion de que
deben considerarse las pequefias variaciones en el tiempo
de descongelacién, que pueden provocar dafios
irreversibles en |la sobrevivencia de los espermatozoides.
Por gjemplo, se ha observado hasta 62.0% de motilidad en
los espermatozoides descongelados a 65°C durante 6
segundos, y a 70°C durante 4 segundos.'>*®

También se ha encontrado que con semen de bovino, no
hay diferencias significativas en la motilidad progresiva e
integridad del acrosoma cuando descongelan a 35°C o a
75°C .°

Con respecto a la fertilidad, Colas ®> menciona valores de
42.2% en ovejas inseminadas con semen descongelado a
36°C durante 8 segundos, 1o que es superior alo obtenido
en este trabajo y alo informado por Linge,'° quien obtuvo
porcentajes menores (30%) a utilizar la misma
temperaturay tiempo de descongelacion .

Lopez® menciona que no hay diferencia significativa de
fertilidad al inseminar con semen descongelado a 40°C 0 a
70°C, lo que coincidiria con los resultados del presente

trabgjo.

En relacion con la fertilidad obtenida a inseminar
intracervicamente, los porcentajes de concepcion
obtenidos (30.7% y29.2%) se encuentran en los rangos
encontrados por diferentes autores.* Se conoce que cuando
el semen congelado se deposita
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intracervicalmente, la fertilidad es considerablemente
menor que con el semen diluido o refrigerado,® ya que no
se establece una poblacion suficientemente grande de
espermatozoides viables en €l cérvix, y aque € transporte
de los espermatozoides a través del aparato genital esta
aterado.?! Este problema se ha solucionado depositando
el semen congelado directamente al interior de los cuernos
uterinos por medio de |alaparoscopia.”

Por lo anterior se concluye que a no haber diferencia
significativa entre los dos ritmos de descongelacion, es
posible utilizar ambos. Sin embargo, es méas recomendable
la descongelacion a 36°C durante 8 segundos por la
facilidad que presenta tanto al obtener esta temperatura
como para mantenerla y utilizarla, sobre todo a nivel de
campo; ademés, se evita €l riesgo de que por pequefios
errores en el tiempo de descongelacion, cuando se usan
altas temperaturas, provoguen un descongelamiento
insuficiente si el tiempo es corto o un dafio irreversible a
los espermatozoides, si el tiempo se pasa uno o dos
segundos. Los resultados obtenidos son preliminares pero
permiten definir 10s siguientes trabajos para comparar raza
del semental, delahembra, edad y otras variables.
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