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1. Resumen 
 
 

 El prop�sito de este trabajo fue comparar el efecto de dos m�todos de 

selecci�n esperm�tica sobre la calidad del semen de ovino antes y despu�s del 

proceso de congelamiento-descongelamiento. Se obtuvieron 20 eyaculados por 

medio de vagina artificial de cuatro carneros y se utilizaron aquellos con 

concentraciones superiores a 2,0 x 109 y una motilidad (M) superior al 70%. 

Posteriormente las muestras fueron diluidas en medio de cultivo HTF en relaci�n 1:3 

y fraccionadas para formar tres grupos: un grupo control (C) sin selecci�n 

esperm�tica, un segundo grupo sometido a filtraci�n con fibra de vidrio (FV) y un 

tercero seleccionado por swim-up (SU). Los resultados mostraron una mejor 

motilidad y viabilidad (V) (p<0,05) en el semen seleccionado por FV (M=86,3%; 

VI=80,4%) y en el semen seleccionado por swim-up (M=85,0%; V=77,7%) 

comparado con el grupo control  (M=75,6%; V=73,3%).   Posteriormente, el semen 

fue diluido y congelado utilizando yema de huevo, leche descremada y glicerol (2M) 

como crioprotector. El semen se mantuvo congelado por 24 horas en nitr�geno 

l�quido (-����&���GHVFRQJHODGR�\�HYDOXDGR�QXHYDPHQWH�� �/RV�UHVXOWDGRV�REWHQLGRV�

despu�s de la descongelaci�n mostraron una mejor calidad de seminal (p<0,05) en 

el grupo FV (M=39,4%; V=44,1%) comparado con el grupo control (M=34,4%; 

V=36,4%) y el grupo SU (M=20,6%; V=24,1%). En conclusi�n la selecci�n 

esperm�tica utilizando el m�todo de fibra de vidrio fue un m�todo eficiente para 

mejorar la calidad seminal antes y despu�s del proceso de congelaci�n y 

descongelaci�n.  

  

Palabras claves: ovino, semen, espermatozoides, selecci�n esperm�tica. 
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2.SUMARY 
 
 

 
The aim of this study was to comparing two methods of spermatic selection in 

relation to a semen quality before and after the process of frozen-thawed.  From 4 

rams were obtained 20 ejaculated using an artificial vagina.  Were utilized ejaculated 

with a concentration up to 2.0 x 109  and motility up to 70%.  The semen sample 

were diluted in HTF medium 1:3  and divided in three groups: no selected semen 

(control group=C); spermatic selection using glass wool (FV) and spermatic selection 

using swim up (SU).  Results obtained show a better (p<0.05) motility (M) and 

viability (V) in semen selected by FV (M=86.3%; V=80.4%) and selected by SU 

(M=85.0%; V=77.7%) compared with in control group (M=75.6%; V=73.3%),   After 

this, semen was diluted and frozen using egg yolk, milk and glycerol (2M). 24 hours 

after the straws were thawed  and evaluated. Results obtain after thawed show  a 

better (p<0.05) semen quality in FV group (M=39.4%; V=44.1%) compared with 

control group (M=34.4%; V=36.8%) and swim-up group (M=20.6%; V=24.1%).  In 

conclusion the spermatic selection using glass wool method was a efficient methods 

for improve the seminal quality before and after the process of frozen-thawed.  
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3. Introducci�n 

 

La producci�n de carne ovina en Chile en la �ltima d�cada ha experimentado 

fuertes fluctuaciones, ya que el consumo interno per capita no ha tenido un 

comportamiento homog�neo en su demanda. Sin embargo, hoy en d�a existe 

conciencia del potencial que representan los tratados de libre comercio (TLC) con 

los Estados Unidos y la comunidad econ�mica europea sobre la demanda de carne 

ovina, la cual en el caso del TLC con EE.UU, gozara de la liberaci�n inmediata de 

aranceles sin pago extraordinario de cuotas.  Por estas razones, Chile deber� en un 

mediano plazo, aumentar la poblaci�n ovina,  mejorar la calidad de sus animales y 

de las condiciones sanitarias de los mataderos de modo de poder cumplir las 

exigencias de los mercados internacionales. De igual manera, los pa�ses que hoy 

lideran el manejo, comercializaci�n y gesti�n empresarial del cordero, tienen la 

fortaleza econ�mica de ofrecerlo al mercado en toda la temporada, y no en forma 

estacional como en Chile.  

 

Lo anterior demuestra el alto inter�s cient�fico y econ�mico que tiene este 

animal para el desarrollo del pa�s. Por estas razones, el avance en gen�tica 

ganadera ovina tendr� que tener un gran desarrollo en los pr�ximos a�os, para as� 

mejorar los caracteres hereditarios de inter�s productivo, como mayor calidad y 

producci�n de carne, leche y lana, entre otros  En este �mbito, la inseminaci�n 

artificial es una herramienta que permite realizar un manejo reproductivo eficiente y 

que juega un rol importante en los programas de mejoramiento gen�tico. Sin 

embargo, una de las  mayores limitantes para el desarrollo de la inseminaci�n 
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artificial ovina, son las malas tasas de fertilidad que presenta el semen 

crioconservado con respecto al semen fresco. Es por ello que la inseminaci�n 

artificial con semen congelado no es un m�todo ampliamente utilizado en esta 

especie. 

La explicaci�n para la baja fertilidad al usar semen congelado es que la 

proporci�n de espermatozoides viables es reducida como consecuencia de 

procesos como enfriamiento, congelamiento y descongelamiento, ya que estos 

procesos generalmente tienden a disminuir el porcentaje de c�lulas m�tiles como 

resultado del da�o celular (Quinn y col., 1969).  Por lo anteriormente expuesto, es 

fundamental partir con una buena calidad inicial del semen antes de congelarlo, esto 

implica una buena motilidad, concentraci�n y formas normales de los 

espermatozoides del eyaculado. La calidad seminal del carnero se encuentra 

influenciada por diversos factores tales como: estacionalidad reproductiva, m�todo 

de colecci�n de semen, estado nutricional, sanidad, entre otros. En este sentido, en 

los procesos de colecci�n de semen se han encontrado diferencias tanto f�sicas 

como qu�micas del eyaculado. Por ejemplo, la colecci�n con electroeyaculador 

produce muestras de bajo volumen muy contaminadas con bacterias, c�lulas y 

desechos, en comparaci�n a la extracci�n con vagina artificial que entrega semen 

de mejores caracter�sticas (Mc Donald,  1991).  

 

Las tecnicas de selecci�n espermatica son m�todos que permiten la 

recuperaci�n y selecci�n de espermatozoides motiles y de formas normales desde 

el eyaculado. Para ello diferentes m�todos de selecci�n esperm�tica  han sido 

descritos en  las diferentes especies, siendo los m�s utilizados: los lavados 
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repetidos (Fukuda y col., 1990); swim-up (Parrish y col., 1987); gradiente de percoll 

(Bielanski y col., 1992); y filtraci�n a trav�s de fibra de vidrio (Stabbing y col., 1991). 

De igual manera, las t�cnicas de selecci�n espermatica, permiten mejorar la 

longevidad del semen fresco, como tambi�n mejorar�a la calidad del semen 

crioconservado (Sieme y col.,  2003). Por estas razones, es indispensable el estudio 

de t�cnicas de selecci�n esperm�tica, ya que estas no s�lo permitir�an mejorar la 

calidad del semen crioconservado, adem�s, permiten la recuperaci�n de 

espermatozoides de alta calidad desde el eyaculado independientemente del 

m�todo de extracci�n de semen utilizado y del estad�o reproductivo en que se 

encuentre el carnero.  

 

De igual manera, en la aplicaci�n de t�cnicas reproductivas, como es la 

fecundaci�n in vitro (FIV) y la inseminacion artificial (IA), tambi�n se requiere de 

t�cnicas de selecci�n esperm�tica que permitan la recuperaci�n de 

espermatozoides m�tiles, de formas normales e integridad funcional y libres de 

plasma seminal, par�metros que se correlacionan eficientemente para predecir la 

capacidad fecundante de los espermatozoides (Carlsson y col.,  1997). 

 

En ovinos, a diferencia de otras especies, la literatura no describe la 

utilizaci�n de t�cnicas de selecci�n esperm�tica. Es por ello que el objetivo del 

presente trabajo es evaluar el efecto de la selecci�n esperm�tica, sobre la calidad 

del semen antes y despu�s del proceso de congelamiento-descongelamiento. Para 

este trabajo se eligieron los m�todos de selecci�n esperm�tica swim-up y filtrado 

con fibra de vidrio, ya que estas dos t�cnicas presentan un bajo costo de ejecuci�n, 

como tambi�n un relativo grado de sencillez su montaje.   
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 4. Hip�tesis. 

 

La aplicaci�n pre-congelaci�n de las t�cnicas de selecci�n esperm�tica 

swim-up y filtrado con fibra de vidrio, mejoran la calidad del semen ovino antes y 

despu�s del proceso de congelaci�n. 

 

5. Objetivo general 

 

Evaluar el efecto de la aplicaci�n pre-congelaci�n de dos m�todos de 

selecci�n esperm�tica distintos, sobre la calidad del semen ovino antes y despu�s 

del proceso de congelaci�n. 

 

6. Objetivos espec�ficos 

 

1. Determinar el efecto de la t�cnica de selecci�n esperm�tica swim-up, realizada 

pre-congelaci�n, sobre la calidad del semen antes y despu�s del proceso de 

congelaci�n. 

 

2. Determinar el efecto de la t�cnica de selecci�n esperm�tica filtraci�n con fibra de 

vidrio, realizada pre-congelaci�n, sobre la calidad del semen antes y despu�s del 

proceso de congelaci�n. 

 

3. Comparar la tasa de recuperabilidad y calidad seminal, entre ambas t�cnicas de 

selecci�n esperm�tica, antes y despu�s del proceso de congelaci�n. 
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7. Revisi�n bibliogr�fica. 

 

7.1 Antecedentes generales. 

 

 El ovino es un animal de producci�n m�ltiple entre las que cuentan la lana, la 

carne, leche y piel, para no decir de otras tan dispares como el cebo y  el 

proporcionar materiales para la producci�n de jab�n (Bywater y Rowlands, 1970). 

 

 Hoy d�a se distribuyen en el mundo m�s de novecientas razas ovinas. 

Nuestra regi�n se caracteriza por tener alrededor de 400 mil cabezas ovinas, las 

cuales en su mayor�a pertenecen a una raza criolla, derivada de las razas europeas 

introducidas hace varios siglos (Sep�lveda, 1993). 

 

 Hasta hace poco los estudios sobre los factores que controlan la actividad 

reproductiva en el ovino, principalmente aquellos que ponen especial atenci�n en el 

desarrollo de m�todos para superar la estacionalidad de cr�a normal se han 

concentrado en gran parte en la oveja. Sin embargo, es evidente que los problemas 

de menor fertilidad que pueden presentarse en programas de reproducci�n 

controlada, en particular aquellos que involucran reproducci�n fuera de la estaci�n 

de cr�a, no se limitan a la hembra, sino que involucran al carnero, el cual tambi�n 

sufre fluctuaciones estacionales en su actividad reproductiva (Lincoln y Short,  

1980). 

 

 La variaci�n en la capacidad reproductiva puede atribuirse a factores tales 

como la cantidad y calidad de semen producido, el impulso y la actividad sexual 
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influenciados hormonalmente, la eficiencia copulatoria, las preferencias copulatorias, 

las preferencias en el apareamiento y a otros factores no menos importantes como 

la edad, salud o el excesivo engrasamiento de los machos (Fraser y Stamp, 1987).  

 

7.2 Factores que influyen en la producci�n de espermatozoides. 

 

 El semen esta constituido por una mezcla de espermatozoides producidos en 

los test�culos y de l�quido seminal generado por las gl�ndulas anexas. Sin embargo, 

la producci�n de espermatozoides puede variar por factores inherentes al animal 

como: edad, raza, y externos al mismo como: estaci�n reproductiva, nutrici�n, 

estado sanitario, etc. (Daza,  1997). 

 

7.2.1 Edad 

 

 Despu�s de la pubertad el tama�o testicular y, por lo tanto, la producci�n 

esperm�tica aumenta con la edad del carnero de modo que la fertilidad, medida por 

numero de ovejas fecundadas, se incrementa hasta los 4-5 a�os para declinar 

despu�s debido a una disminuci�n significativa de la calidad del semen producido     

(Daza, 1997). 

 

7.2.2 Raza 

 

Tambi�n entre razas se dan variaciones en los par�metros seminales y entre 

individuos de una misma raza (Daza, 1997). 
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7.2.3 Estaci�n reproductiva 

 

Generalmente se admite que aunque el carnero produce semen a lo largo de  

todo el a�o, su actividad sexual alcanza su m�ximo en oto�o y su m�nimo en 

primavera, pudiendo reducirse la fertilidad en el periodo anual de d�as decrecientes. 

 

La experiencia realizada con distintas razas ha demostrado que durante los 

d�as con mayor cantidad de horas luz (primavera y verano) las concentraciones 

plasm�ticas de FSH, LH y testosterona son m�s bajas que durante los d�as de 

menor numero de horas luz (oto�o e invierno), determinando una regresi�n del 

tama�o testicular y una disminuci�n del di�metro de los t�bulos semin�feros y, como 

consecuencia, una menor producci�n diaria de espermatozoides (Daza,  1997). 

 

Por la estaci�n reproductiva, la concentraci�n esperm�tica parece afectarse 

m�s que la motilidad y viabilidad, pero en general, las anormalidades morfol�gicas 

son m�s frecuentes en primavera que en oto�o. Por estas razones, se explica la 

menor fertilidad cuando se utiliza la inseminaci�n artificial con semen colectado en 

primavera comparado con el obtenido en oto�o (Colas,  1980).En este contexto, se 

ha encontrado que el periodo oto�o-invierno influye positivamente sobre la motilidad 

de los espermatozoides post-descongelado (D'Alessandro y col., 2003). 

 

7.2.4 Nutrici�n. 

Los estados de desnutrici�n, traen como consecuencia el mal 

funcionamiento glandular, con disminuci�n en el aporte hormonal especializado y 

consecuente disminuci�n en la producci�n de espermatozoides  (M�ndez,  1998). 
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7.2.5  Sanidad. 

 

 Todas las enfermedades febriles, en funci�n del aumento de la temperatura, 

alteran visiblemente la espermatog�nesis y en casos extremos (aftosa por ejemplo) 

pueden provocar la esterilidad. Las parasitosis externas y/o internas, seg�n sea la 

entidad de ellas, tambi�n influyen negativamente. Las lesiones testiculares               

(epididim�tis, atrofia, degeneraci�n seminal, etc) son quiz�s por su gravedad y 

frecuencia las m�s peligrosas pudiendo provocar agudos casos de infertilidad y/o 

esterilidad. En general todo deterioro de la salud es proclive a incidir negativamente 

sobre la calidad del semen (Dur�n del Campo,  1993).  

 

7.3 Factores de manejo que influyen en la calidad seminal.  

 

        7.3.1 M�todos de extracci�n de semen. 

 

 La extracci�n de semen puede realizarse por medio de dos m�todos: por 

vagina artificial o por estimulaci�n el�ctrica del tracto genital del macho. Las 

caracter�sticas de las muestras obtenidas difieren notablemente en su composici�n 

f�sica y bioqu�mica de acuerdo al m�todo empleado en la recolecci�n (Mc Donald,  

1991). 

 

La electroeyaculaci�n tiene una importante limitaci�n, que consiste en el 

frecuente fracaso del carnero para extender su pene mientras se encuentra bajo 

estimulaci�n, que da como resultado la eyaculaci�n dentro de la vaina prepucial. 

Esto produce una muestra de bajo volumen muy contaminada con bacterias, c�lulas 
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y desechos (Mc Donald, 1991). Adem�s, este m�todo de extracci�n produce 

algunos efectos indeseables como: intensas contracciones musculares, balidos 

excesivos, hemorragias rectales y un alto riesgo de contaminaci�n por orina. 

 

        7.3.2  Criopreservaci�n del semen.  

 

Es bien sabido que durante el proceso de criopreservaci�n se produce una 

disminuci�n aproximada del 50% en la viabilidad esperm�tica, debido 

principalmente al efecto de la temperatura y la presi�n osm�tica, ocurriendo 

cambios en la organizaci�n morfol�gica de las c�lulas, tales como la permeabilidad, 

composici�n lip�dica de las membranas esperm�ticas y en el liquido intracelular        

(Thomas y col., 1998).  

 

Cuando una c�lula se coloca en un medio acuoso y este se enfr�a a 

WHPSHUDWXUDV�LQIHULRUHV�D���&��OD�IRUPDFLyQ�de cristales de hielo se inicia en el medio 

extracelular. La cristalizaci�n de agua en el citoplasma se inicia normalmente antes 

de alcanzar ±��&�� SHUR� OD� FpOXOD� SHUPDQHFH� VLQ� FRQJHODUVH� KDVWD� WHPSHUDWXUDV�

cercanas a los ±���&� D� ���&�� (VWH� IHQyPHQR� VH� GHQRmina superenfriamiento 

celular. (Mazur, 1970). 

 

Como los cristales que se forman son de agua pura, se produce una 

concentraci�n de solutos en el extracelular (fen�meno termodependiente), esto 

significa que, a medida que disminuye la temperatura, se produce un incremento en 

la formaci�n de hielo y por ende aumenta la concentraci�n del medio extracelular. 

Una c�lula sometida a tales condiciones responde osmoticamente, dejando salir 
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agua a trav�s de su membrana con el fin de igualar la concentraci�n de solutos. 

Durante la congelaci�n la c�lula sufre deshidrataci�n, tendiendo as� a igualar la 

diferencia del potencial qu�mico entre el medio intracelular s�per enfriado y el 

extracelular hipert�nico (Mazur, 1970). 

 

Si bien la congelaci�n del semen es una estrategia necesaria, un mal manejo 

de esta puede producir da�o por factores tales como la formaci�n de cristales de 

hielo y el efecto soluci�n. 

 

 La producci�n de cristales de hielo es un fen�meno producido por una 

inadecuada deshidrataci�n de la c�lula lo cual, a su vez estar�a influenciado por 

factores como, la tasa de enfriamiento, la relaci�n superficie volumen de la c�lula, la 

constante de permeabilidad celular y el coeficiente de temperatura de dicha 

constante. Esta situaci�n ha llevado a sugerir que la formaci�n de hielo intracelular 

seria el factor responsable de la muerte celular, o que la deshidrataci�n, por si 

misma seria la causante de dicha muerte (Garner, 1991). 

 

Por otra parte el efecto soluci�n da�a a la c�lula cuando la velocidad de 

enfriamiento es m�s lenta que la optima. Esto traer�a como consecuencia que la 

c�lula aun no congelada est� sometida a altas concentraciones de sales por largos 

periodos de tiempo. Como se mencion� anteriormente, la concentraci�n de sales en 

el medio de suspensi�n donde se encuentran las c�lulas, va aumentando 

simult�neamente con la formaci�n de cristales de hielo, en la medida que disminuye 

la temperatura (Garner, 1991; Mc Laughlin y col., 1992).  
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        7.3.3 T�cnicas de selecci�n esperm�tica.  

 

La selecci�n esperm�tica es un mecanismo natural en todas las especies y 

est� asociada al transporte de los espermatozoides en las v�as del aparato 

reproductivo de la hembra, constituyendo un proceso din�mico que busca mejorar la 

calidad del espermatozoide por medio de mecanismos f�sicos y qu�micos efectuados 

en forma paulatina en los diferentes �rganos reproductivos como: la vagina, el 

cervix, el �tero y el oviducto (Hafez, 1987). En este contexto, Nani y col. (2001) 

reportan que la mucosidad cervical permite el paso selectivo de espermatozoides  

motiles y con  formas normales antes de que �stos migren por el cervix. 

 

Hoy en d�a es sabido que a mayor cantidad de espermatozoides motiles, los 

porcentajes de fertilidad aumentan, ya que �stos tienen mayor capacidad de 

interactuar con el ovocito despu�s de la inseminaci�n (Carlsson y col., 1997). Por 

estas razones, el hombre ha debido implementar t�cnicas de selecci�n esperm�tica 

que permitan la recuperaci�n de espermatozoides motiles, de formas normales y 

libres de contaminantes del plasma seminal (Risopatr�n y col., 1996). 

 

La evaluaci�n de nuevos m�todos de selecci�n esperm�tica, en las 

diferentes especies, es una etapa importante de considerar previo a la aplicaci�n de 

t�cnicas reproductivas como fecundaci�n in vitro (FIV) e inseminaci�n artificial (IA). 

En este contexto, se dar�n a conocer a continuaci�n, algunos resultados obtenidos 

por diversos autores que han evaluado la efectividad de los diferentes m�todos de 

selecci�n esperm�tica. 
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Van der Ven y col. (1988) evaluaron en humanos dos t�cnicas de selecci�n 

esperm�tica, filtraci�n con fibra de vidrio y swim-up obteniendo mejores resultados, 

en cuanto a la recuperaci�n de espermatozoides  motiles y de formas normales, con 

la t�cnica de filtraci�n con fibra de vidrio. Por su parte, Larson y col. (1999) 

compararon la selecci�n esperm�tica por filtraci�n con fibra de vidrio v/s la gradiente 

de centrifugaci�n, concluyendo que la segunda, permite una mayor recuperaci�n de 

espermatozoides motiles y de formas normales, sin embargo, la filtraci�n, conserva 

en mayor medida la integridad de la cromatina otorgando una mejor viabilidad 

esperm�tica. 

 

Con relaci�n a esto, Nani y col. (2001) reportan que la recuperaci�n de 

espermatozoides humanos por filtraci�n a trav�s de fibra de vidrio mejora 

ostensiblemente la calidad del eyaculado original como tambi�n hay una mayor 

uni�n de los espermatozoides a la zona pel�cida. 

 

Por otra parte, Esteves y col. (2000) estudiaron la utilizaci�n del m�todo de 

selecci�n esperm�tica swim-up sobre la calidad del semen humano antes y despu�s 

del proceso congelaci�n, concluyendo que los espermatozoides antes de congelar 

mejoran  tanto su motilidad como la viabilidad, pero no as� el porcentaje de 

acrosomas intactos. Sin embargo, los espermatozoides post-descongelado, adem�s 

de presentar mejores �ndices de motilidad y viabilidad, presentaron mejor porcentaje 

de acrosomas intactos.  

 

Finalmente, Trentalance y col. (2002) compararon las t�cnicas de swim-up 

v/s gradiente de percoll, llegando a la conclusi�n de que ambos m�todos de 
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selecci�n eran eficaces  para la recuperaci�n de  espermatozoides humanos de alta 

calidad, lo cual es ideal para una posterior crioconservaci�n. En este sentido, Sieme 

y col. (2003) reportan que las t�cnicas de selecci�n esperm�tica swim-up como 

filtraci�n con fibra de vidrio en semen de potro, mejoran tanto la calidad del semen 

fresco, como la del cr�oconservado. 

 

De acuerdo a los datos anteriormente expuestos, la aplicaci�n de t�cnicas de 

selecci�n esperm�tica, previo al proceso de congelaci�n, permitir�an mejorar la 

calidad esperm�tica antes y despu�s del proceso de congelaci�n.  
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8. Material y m�todo 

 

8.1 Lugar de estudio 

 

 El estudio se realiz� en el laboratorio del centro de Biotecnolog�a de la 

Reproducci�n (CEBIOR) de la Facultad de Medicina de la Universidad de La 

Frontera de Temuco, y la colecci�n de semen se efectu� en el Bioterio de la  misma 

Universidad. 

 

8.2 Inicio y duraci�n del estudio 

 

 El presente estudio se inici� en noviembre del 2003 y se extendi� hasta abril 

del  a�o 2004.  

 

8.3 Animales  

 

Se utilizaron cuatro carneros de la raza Romney Marsh pertenecientes a la 

Universidad de La Frontera.  

 

8.4 Obtenci�n de la muestra 

 Semen fresco de cuatro carneros adultos fueron utilizados en este estudio. 

Los eyaculados (n=20), fueron colectados mediante vagina artificial y transportados 

HQ� FRSDV� PDQWHQLHQGR� XQD� WHPSHUDWXUD� GH� ���� &� \� OOHYDGRV� LQPHGLDWDPHQWH� DO�

laboratorio para su an�lisis. 
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8.5 Medio de cultivo 

 

El medio utilizado para este estudio fue el medio de cultivo HTF (Human 

tubarian fluid). (Quinn y col., 1985). (anexo1).  

 

8.6 Preparaci�n de la muestra  

Una vez colectadas las muestras, se evalu� el patr�n de movimiento en 

masa con la ayuda de un microscopio a una amplificaci�n de 100x, de acuerdo a lo 

descrito por (Ax y col., 2000). En la tabla 1 se presentan los patrones de 

movimiento. Posteriormente se realiz� el recuento de espermatozoides en una 

c�mara de Neubauer. Para formar el pool de semen de trabajo se seleccionaron 

�nicamente aquellas muestras con un patr�n de movimiento de masa superior a 3 y 

con una concentraci�n mayor a 2,0 x 109 c�lulas/ml. Una vez obtenido el pool, se 

efectu�  la diluci�n del semen nativo con medio de cultivo HTF, para luego proceder 

con la selecci�n esperm�tica a trav�s de los m�todos de swim-up y filtrado con lana 

de vidrio. 

Tabla  1. Sistema de Valoraci�n de la motilidad en masa para semen ovino (Ax y 

col., 2000) 

 

 Escala            Clase             Patr�n de movimiento  

 

   0  Muertos             Inmovilidad total 

   1  Muy pobre   Movimiento individual 

   2  Pobre    Movimiento de ondas muy lento 

   3  Regular             Movimiento de ondas general, poca amplitud 

   4  Bueno    Movimiento r�pido de ondas  

   5  Muy bueno   Movimiento r�pido de ondas con remolinos 
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8.7   M�todos de selecci�n esperm�tica. 

 

 En cada ensayo swim up y filtraci�n con fibra de vidrio (n = 20) se utiliz� 

semen diluido en medio HTF en vol�menes de hasta 500 ml y con concentraciones 

aproximadas de 1,0 x 109 c�lulas/ml. 

 

8.7.1   Swim-up simple (SU) 

 

Este m�todo de selecci�n esperm�tica se basa en la migraci�n que 

experimentan los espermatozoides que se encuentran en el fondo del tubo hacia el 

medio de cultivo agregado, quedando en el sedimento los espermatozoides 

inm�viles junto con el resto de c�lulas. 

 

Se utilizo la t�cnica de swim-up simple (Inaudi y col., 2002). Para lo cual, se 

utilizaron dos tubos falcon y se colocaron en cada uno de ellos, 1ml medio cultivo 

�+7)���%6$�D����&���$�FRQWLQXDFLyQ�VH� LQWURGXMR�����ml de semen en el fondo de 

cada tubo. Luego los tubos fueron incubDGRV�HQ�OD�HVWXID�$�����&�GXUDQWH�XQD�KRUD�

HQ�iQJXOR�GH������ WUDQVFXUULGR�HVH� ODSVR�VH� UHFRJLy�����ml sobrenadante de cada 

tubo y se mezclaron, reconstituyendo nuevamente 500 ml. Luego se procedi� con la 

evaluaci�n de los espermatozoides recuperados. 
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Esquema de la t�cnica swim-up. 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Incubaci�n a ����&�����PLQ�HQ���� 

Evaluaci�n de los espermatozoides recuperados 
 

2 tubos falcon con 1 ml 
de medio HTF+BSA 

Se introducen 250 ul 
de semen (fondo) 

Recuperaci�n del sobrenadante 

Reconstituci�n 500 ul 
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8.7.2 Filtraci�n a trav�s de fibra de vidrio (FV). 

 

 Este m�todo de selecci�n esperm�tica se basa, en la adhesi�n al vidrio que 

experimentan los espermatozoides muertos o moribundos con defectos en su 

membrana, cuando est�n en presencia de concentraciones elevadas de prote�nas 

dejando pasar s�lo los espermatozoides de buena calidad. 

 

Se utilizo la t�cnica de filtraci�n con fibra de vidrio seg�n Van der Ven y col. 

(1988), Para lo cual se introdujo en una jeringa de insulina, 2 mg de fibra de vidrio. 

Inmediatamente despu�s se procedi� a lavar la jeringa con 3 ml de HTF previo a la 

filtraci�n del semen. Luego se filtro la muestra de 0,5 ml de semen y posteriormente 

se dejo pasar 0,2 ml de HTF para rescatar los espermatozoides que quedaron vivos 

pero atrapados. Una vez terminada la filtraci�n, se procedi� con la evaluaci�n de los 

espermatozoides recuperados. 

Esquema de la t�cnica. 

. 

  

 

  

   

  

 

Pesar 2 mg de fibra de vidrio 

 Introducir la fibra en una jeringa  hasta       
0,004ml 

Lavar la fibra con 3 ml de  medio HTF  

Filtrar 0.5 ml soluci�n esperm�tica 

 

Evaluaci�n de los espermatozoides recuperados 
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8.8 Evaluaci�n esperm�tica 

 

 La calidad esperm�tica se evalu� en la suspensi�n esperm�tica, despu�s de 

aplicar los m�todos de selecci�n esperm�tica y 24 hrs. despu�s de la 

crioconservaci�n. Transcurrido estos lapsos  se determinaron los siguientes 

par�metros: 

a) Concentraci�n  

b) Motilidad 

c) Viabilidad, Integridad acros�mica. 

 

8.8.1.  Concentraci�n (CONC) 

 

 La concentraci�n esperm�tica se determino en una diluci�n esperm�tica de 

1:1000. El recuento se realizo en c�mara de Neubauer y se expreso en 106 

c�lulas/ml. 

 

8.8.2. Motilidad (MOT) 

 

Esta consisti� en la toma de 5 ml de semen con 20 ml de medio HTF y se 

colocaron en una l�mina porta objeto previamente temperada. La muestra fue 

cubierta con una lamina cubreobjeto (18 x 18 mm) y la lectura se realizo en 

PLFURVFRSLR�ySWLFR�FRQ�SODWLQD�WHPSHUDGD������&��D���[� 
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8.8.3.   Viabilidad (VI), integridad acros�mica (VAI). 

 

 La evaluaci�n de la VI, VAI se realizo por medio de la t�cnica de doble 

tinci�n de (Didion y col., 1989). Para la t�cnica de doble tinci�n se tomaron al�cuotas 

de 50 ml de soluci�n esperm�tica de cada grupo y se le adiciono 50 ml de azul de 

WULSiQ� DO� ���� 'HVSXpV� VH� GHMDURQ� LQFXEDQGR� SRU� ��� PLQXWRV� HQ� HVWXID� D� ���� &��

Posteriormente se les agreg� 1 ml de medio HTF y se centrifug� a 1800 rpm por 6 

minutos. Este procedimiento se repiti� 2 a 3 veces hasta obtener sobrenadante claro 

y transparente. Posteriormente, 15 ml de cada pellet fueron extra�dos para ser 

extendidos sobre un portaobjeto. Se secaron a temperatura ambiente por 30 

minutos. Posteriormente se sumergieron en una soluci�n giemsa al 20% por 40 

minutos a temperatura ambiente y en oscuridad. Despu�s fueron lavados 

r�pidamente con agua destilada y se secaron en platina temperada. Las 

observaciones de los espermatozoides en los preparados se realizaron en 

microscopio �ptico de luz con aumento h�medo de 100x. Se contabilizaron 200 

espermatozoides  por muestra.  Los espermatozoides fueron categorizados seg�n lo 

descrito por (Didion y col., 1989) ver tabla 2. 

 

Tabla 2. Categor�as de espermatozoides de ovino con doble tinci�n. 

Categor�a           Clase   status acrosomal 

 

   1    Vivo                          Acrosoma intacto. 

   2    Vivo               Acrosoma reaccionado. 

   3    Muerto    Acrosoma intacto. 

   4    Muerto              Acrosoma reaccionado. 
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8.9 M�todo de congelamiento 

 

Se utilizo el m�todo de congelaci�n basado en los estudios de Santiani 

(2003), el cual se llevo a cabo, luego de la segunda evaluaci�n de la calidad del 

semen, en el que se procedi� a mezclar cuidadosamente la muestra con la primera 

fracci�n del diluyente de congelaci�n (anexo2), pUHYLDPHQWH�HVWDELOL]DGR�D�����&�HQ�

EDxR�PDUtD��(VWD�SULPHUD�GLOXFLyQ�IXH�FRORFDGD�HQ�EDxR�PDUtD�����&��SDUD�LQLFLDU�OD�

curva de enfriamiento. 

 

 (O� HQIULDPLHQWR� VH� UHDOL]R� D� XQD� YHORFLGDG� DSUR[LPDGD� GH� �� �&� ��PLQXWRV��

GHVGH� ORV� ���� &� KDVWD� ORV� ��� &�� (O� WLHPpo total de la curva de enfriamiento fue 

DSUR[LPDGDPHQWH� GH� ���� KRUDV�� 8QD� YH]� TXH� OD�PXHVWUD� DOFDQ]R� ORV� ��� &�� VH� OH�

agrego igual volumen de la segunda fracci�n del diluyente de congelaci�n (anexo2), 

previamente enfriado a la misma temperatura, y se dejo estabilizar por media hora. 

Esta segunda fracci�n  del diluyente de congelaci�n contiene el agente crioprotector 

glicerol el cual al ser mezclado con la primera fracci�n de diluyentes, alcanzara una 

concentraci�n de 2 M. 

 

 Posteriormente, se llenaron y sellaron las pajuelas (0,25 ml). Estas fueron 

colocadas sobre una gradilla en contacto con los vapores de nitr�geno l�quido por 

un lapso de 15 minutos, luego se depositaron las pajuelas en el nitr�geno liquido 

directamente. 
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8.10 Descongelaci�n del semen 

 

 Las pajuelas fueron descongeladas luego de un lapso m�ximo de 24 hrs en 

cada ensayo, para cada m�todo de selecci�n. Este proceso fue efectuado en un 

EDxR�GH�DJXD�D����&�SRU����VHJXQGRV��&DGD�SDMXHOD�GHVSXpV�GH�GHVFRQJHODGD�IXH�

secada y vaciada en un tubo eppendorf de 1.5 ml, para as� evaluar la motilidad y 

viabilidad de la muestra post-descongelado. 
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9. An�lisis estad�stico. 

 

Los porcentajes de motilidad, integridad del acrosoma y viabilidad fueron 

transformados  a valores angulares (�ngulo = arco seno ¥ porcentaje) para acercar 

los datos a la distribuci�n normal (Zar, 1999). El an�lisis de datos fue realizado 

XWLOL]DQGR�HO� SURJUDPD�HVWDGtVWLFR�3ULVPD��� YHUVLyQ������ /D�SUXHED�GH�DQiOLVLV� GH�

varianza (ANOVA) fue utilizada para evaluar el efecto de las diferentes t�cnicas de 

selecci�n esperm�tica sobre los porcentajes de motilidad, integridad del acrosoma y 

viabilidad esperm�tica. La prueba estad�stica Tukey fue utilizada para determinar 

entre que grupos existen las diferencias que son significativas para la prueba de 

ANOVA. 
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10. Resultados 

 

10.1  Concentraci�n total media pre-congelaci�n. 

 

Los resultados obtenidos por efecto de los diferentes m�todos de selecci�n 

esperm�tica en la concentraci�n total media son presentados en la tabla 3. La 

concentraci�n total media de espermatozoides fue mayor en el grupo control (p< 

0,05) el cual no fue procesado mediante las t�cnicas de selecci�n esperm�tica. 

Adem�s, el grupo seleccionado por  filtraci�n con fibra de vidrio fue superior al grupo 

seleccionado por swim-up (p< 0,05). 

 

Tabla 3. Efecto de los m�todos de selecci�n esperm�tica en la concentraci�n total 

media de espermatozoides ovinos previo al proceso de congelaci�n.  

 

M�todo de selecci�n Concentraci�n (x106 /ml ��'H) % Recuperaci�n 

Control �������6,84a 100,00 

Swim-up �����������c 23,20 

Filtraci�n fibra de vidrio ����������b 71,97 

 

9DORUHV�VRQ�SURPHGLRV�GH�ODV�FRQFHQWUDFLRQHV���'(�� 

a,b,c Indica diferencias significativas (p<0,05) entre  grupos. 
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10.2  Motilidad progresiva pre-congelaci�n. 

 

En la tabla 4 se observa que los grupos sometidos a selecci�n esperm�tica 

fueron estad�sticamente superior al grupo control (p< 0,05). Sin embargo, no se 

observaron diferencias significativas entre los grupos sometidos a los diferentes 

m�todos de selecci�n esperm�tica (swim-up y filtraci�n con fibra de vidrio).      

(Figura 1). 

 

Tabla 4. Efecto de los m�todos de selecci�n esperm�tica en la motilidad progresiva 

de espermatozoides ovinos previo al proceso de congelaci�n. 

 

M�todo de selecci�n �0RWLOLGDG�SURJUHVLYD�� DE   

Control �����������a 

Swim-up �����������b 

Filtraci�n fibra de vidrio �����������b 

 

9DORUHV�VRQ�SURPHGLRV�GH�PRWLOLGDG���'(�� 

a,b Indica diferencias significativas (p<0,05) entre  grupos 
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Figura 1. Porcentajes de motilidad progresiva previo al proceso de 

congelaci�n. 

 

 

10.3  Viabilidad e integridad acros�mica pre-congelaci�n. 

 

 En la tabla 5 se observa que los valores de viabilidad e integridad de 

acros�mica son mayores en los grupos procesados mediante selecci�n esperm�tica 

por swim-up y filtraci�n con fibra de vidrio (p<0,05) en relaci�n al grupo control.  
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Tabla 5. Efecto de los m�todos de selecci�n esperm�tica sobre la viabilidad e 

integridad acros�mica previo al proceso de congelaci�n.  

 

M�todo �9,���'( �9$,���'( 

Control ������������a ������������a 

SU ������������b ������������b 

FV ������������b ������������b 

 

 

VI: Espermatozoides viables; VAI: Espermatozoides vivos con acrosoma intacto. 

9DORUHV�VRQ�SURPHGLRV�GH�SRUFHQWDMHV�GH�YLDELOLGDG���'(�� 

a,b Indica diferencias significativas entre  grupos. 
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 Figura 2. Porcentaje promedio de espermatozoides viables previo al 

proceso de congelaci�n. 
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10.4   Concentraci�n total media post-descongelado. 

 

 En la tabla 6 se observa que el valor obtenido por el grupo control fue superior 

que los obtenidos a trav�s de los m�todos de selecci�n esperm�tica (p<0,05). 

Adem�s, se evidencia una superioridad significativa del grupo sometido a la 

filtraci�n con fibra de vidrio con respecto al m�todo swim-up (p < 0,05). 

  

Tabla 6. Efecto de los m�todos de selecci�n esperm�tica en la concentraci�n total 

media de espermatozoides ovinos descongelados.  

 

M�todo de selecci�n Concentraci�n  (x106 c�lulas/ml) 

Control �������������a 

Swim-up �������������c 

Filtraci�n fibra de vidrio ��������������b 

 

9DORUHV�VRQ�SURPHGLRV�GH�ODV�FRQFHQWUDFLRQHV���'(�� 

a,b,c Indica diferencias significativas entre  grupos 

 

 

10.5  Motilidad progresiva post-descongelado. 

 

 En la tabla 7 se observa que la motilidad progresiva del grupo sometido a 

filtraci�n con fibra de vidrio es superior al grupo control (p< 0,05) y al grupo swim-up 

(p<0,05). Adem�s, la motilidad obtenida por el grupo control demostr� ser  superior 

al m�todo swim-up (p< 0,05). (Figura 3). 
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Tabla 7. Efecto de los m�todos de selecci�n esperm�tica en la motilidad progresiva 

de espermatozoides ovinos descongelados.  

 

M�todo de selecci�n ��0RWLOLGDG�SURJUHVLYD���'( 

Control ������������a 

Swim-up ���������������������������������b 

Filtraci�n fibra de vidrio ������������c 

 

Valores sRQ�SURPHGLRV�GH�ODV�FRQFHQWUDFLRQHV���'(�� 

a,b,c Indica diferencias significativas entre  grupos. 
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Figura 3. Porcentajes de motilidad progresiva post-descongelado. 
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10.6  Viabilidad e integridad acros�mica  post-descongelado. 

  

En la tabla 8 se puede observar que la viabilidad e integridad acros�mica  del 

grupo procesado por el m�todo de filtraci�n con fibra de vidrio fue superior a los 

valores obtenido por el grupo control y el grupo swim-up (p< 0,05). Adem�s, el valor 

obtenido por el grupo control fue  mayor al obtenido por el grupo procesado por  

swim-up (p< 0,05). (Figura 3). 

 

Tabla 8. Efecto de los m�todos de selecci�n esperm�tica en la viabilidad e 

integridad acros�mica de espermatozoides ovinos descongelados. 

 

M�todo �9,���'H �9$,���'H 

Control �����������a ������������a 

SU ������������b ������������b 

FV ������������c ������������c 

 

 

VI: Espermatozoides viables; VAI: Espermatozoides vivos con acrosoma intacto. 

Valores son promedios de porcentajes de viabilidad ��'(�� 

a,b,c Indica diferencias significativas entre  grupos. 
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   Figura 4. Porcentajes de viabilidad post-decongelaci�n. 
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11. Discusi�n 

 

Los resultados del presente trabajo permiten indicar que los m�todos de 

selecci�n esperm�tica swim-up y filtraci�n con fibra de vidrio mejoran la calidad del 

semen de ovino antes del proceso de congelaci�n. Esto se ha podido inferir a partir 

de los mejores porcentajes en cuanto a motilidad y viabilidad que muestran los 

grupos procesados por selecci�n esperm�tica en comparaci�n al grupo control, en 

desmedro de una concentraci�n menor de espermatozoides/ml. Por otra parte, el 

efecto positivo sobre la calidad seminal post-descongelado, s�lo fue observado en 

los grupos sometidos al m�todo de filtraci�n por fibra de vidrio.  

 

En el presente estudio se observa que la concentraci�n esperm�tica pre-

congelaci�n disminuye en los grupos sometidos a selecci�n esperm�tica, lo cual se 

puede explicar por la migraci�n que experimentan los espermatozoides motiles y a 

la diluci�n con medio HTF  que experimentan los grupos seleccionados por el 

m�todo de swim-up. Del mismo modo, la disminuci�n en la concentraci�n 

esperm�tica en los grupos procesados por filtraci�n con fibra de vidrio, se deber�a al 

entrampamiento que sufren los espermatozoides anormales durante el proceso de 

filtraci�n con fibra de vidrio. La disminuci�n de la concentraci�n total media de 

espermatozoides del grupo swim-up y del grupo procesado por filtraci�n con fibra de 

vidrio, es similar a la disminuci�n de la concentraci�n esperm�tica descrita por 

Sieme y col. (2003) en la selecci�n de semen de equinos. Del mismo modo, existen 

evidencias en otras especie  como en bovinos (Somfai y col., 2002) y humanos (van 

der Ven y col., 1988) en donde se atribuye un efecto negativo de los m�todos de 

selecci�n esperm�tica, sobre la concentraci�n esperm�tica. 
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Otro par�metro evaluado en el presente trabajo fue la motilidad progresiva 

pre-congelaci�n, la cual mejoro significativamente en los grupos sometidos a los 

m�todos de selecci�n esperm�tica, en relaci�n al grupo control. Los porcentajes de 

motilidad en el grupo control, el grupo swim-up y el grupo procesado por filtraci�n 

con fibra de vidrio, son equivalentes a los descritos por Sieme y col. (2003) en 

semen de equinos, quienes reportan mejor�as en la motilidad progresiva una vez 

efectuadas las t�cnicas de selecci�n. Del mismo modo, existen evidencias en otras 

especies como en humanos (Van der Ven.,  1988;  Nani y col., 2001) y en bovino 

(Somfai y col., 2002) quienes atribuyen a los m�todos de selecci�n esperm�tica 

swim-up y filtraci�n con fibra de vidrio un efecto positivo sobre la motilidad 

progresiva del semen pre-congelaci�n, ya que estos m�todos permiten la 

recuperaci�n de espermatozoides motiles, de formas normales y libres de plasma 

seminal desde el eyaculado.  

  

En relaci�n a la viabilidad e integridad acros�mica pre-congelaci�n, esta es 

significativamente superior en los grupos sometidos a selecci�n esperm�tica con 

relaci�n al grupo control. Los porcentajes de viabilidad para el grupo procesado por 

swim-up y por el m�todo de filtraci�n con fibra de vidrio son similares a los 

reportados por  Van der Ven y col. (1988) en espermatozoides humanos y Sieme y 

col. (2003) en la selecci�n de espermatozoides de equino. En este contexto, al-

Hasani y col. (1993) reportan que la combinaci�n de los m�todos de selecci�n 

esperm�tica swim-up y filtraci�n de vidrio, en conjunto, arrojan mejores resultados 

en cuanto a viabilidad, que la aplicaci�n por separado de un s�lo m�todo de 

selecci�n, es decir, tienen un efecto sin�rgico. Estos resultados indicar�an, que los 

m�todos de selecci�n esperm�tica swim-up y filtraci�n con fibra de vidrio 
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constituyen una herramienta adecuada para mejorar la viabilidad del semen ovino 

pre-congelaci�n.   

 

En relaci�n a la calidad seminal post-descongelado, se observaron 

diferencias significativas entre los tres grupos, siendo estad�sticamente superior los 

grupos procesados por el m�todo de filtraci�n con fibra de vidrio. En este sentido, la 

motilidad progresiva post-descongelado para el grupo control y para el grupo 

procesado por filtraci�n con fibra de vidrio, son equivalentes a las reportadas por 

Sieme y col. (2003) en semen de equinos, y levemente inferiores a las reportadas 

por Esteves y col. (2000) en semen humano y Trentalance y col. (2002) en semen 

de bovino. Por otra parte, los bajos porcentajes de motilidad progresiva obtenidos 

por el grupo sometido a selecci�n por swim-up diferir�an a los descritos por Sieme y 

col. (2003) en semen de equinos, Trentalance y col. (2002) en semen de bovinos y 

Esteves y col. (2002) en semen humano, quienes utilizando el m�todo de selecci�n 

esperm�tica swim-up obtienen resultados mejores en cuanto a motilidad post-

descongelado. En este contexto Barrios y col. (2000) reportan que  el plasma 

seminal contiene factores que pueden influir en la viabilidad post-descongelado de 

los espermatozoides, ayudando a revertir el da�o estructural de los 

espermatozoides de ovino sometidos a congelaci�n. Estos factores serian prote�nas 

del plasma seminal que estar�an actuando a nivel de membrana del 

espermatozoide, los cuales absorber�an estas prote�nas del medio extracelular para 

restaurar su membrana despu�s de ser descongelados. En el presente estudio, los 

resultados obtenidos por el m�todo de selecci�n esperm�tica swim-up concordar�a 

con lo descrito por Barrios y col. (2000), ya que el semen de carnero, al ser 

procesado por el m�todo de selecci�n swim-up, es incubado en medio HTF, lo cual 
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hace disminuir la concentraci�n del plasma seminal por efecto de la diluci�n, lo que 

estar�a produciendo una menor motilidad y viabilidad de este grupo, ya que estos 

espermatozoides, serian incapaces de restaurar su membrana debido a la baja  en 

la concentraci�n de prote�nas del plasma seminal,  luego de la descongelaci�n. 

 

 Rec�procamente, se han reportado efectos perjudiciales del plasma seminal 

en la motilidad y viabilidad de semen de toros post-descongelado (Killian y col., 

1993). Esto indicar�a que el plasma seminal no se comporta de igual forma en todas 

las especies. Adem�s, cabe recordar que los espermatozoides de carnero son m�s 

sensibles al schok por fr�o que el de otras especies, lo que sugerir�a  que hay 

diferencias especie-dependiente (Barrios y col., 2000). 

 

En relaci�n a la concentraci�n esperm�tica post-descongelado, esta se ve 

disminuida por efecto de la adici�n de los diluyentes necesarios para que las 

muestras puedan ser cr�oconservadas. La disminuci�n de la concentraci�n total 

media de espermatozoides en el grupo control, en el grupo swim-up y en el grupo 

filtrado con fibra de vidrio, son similarmente disminuidas en especies como equino 

(Sieme y col., 2003) y bovinos (Somfai y col., 2002). 

 

De esta manera, en el presente estudio tambi�n se evalu� el efecto de los 

m�todos de selecci�n esperm�tica en la desestabilizaci�n de membranas. Los 

porcentajes de reacci�n acrosomal espont�nea observados en el presente trabajo 

tanto en semen fresco como en semen descongelado no son relevantes debido a 

que fueron m�nimos (<2%), en forma similar a lo descrito por otro investigadores 

(P�rez y col., 1996; Paulenz y col., 2002). 
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De acuerdo a los resultados, la aplicaci�n de los m�todos de selecci�n 

esperm�tica swim-up y filtraci�n con fibra de vidrio mejorar�an los porcentajes de 

motilidad y viabilidad esperm�tica pre-congelaci�n, como tambi�n la calidad seminal 

post-descongelado, en los grupos sometidos a filtraci�n con fibra de vidrio. Sin 

embargo, estos resultados no aseguran el �xito expresado en porcentaje de 

fertilidad, cuando se realiza inseminaci�n artificial en oveja a nivel cervical. Existen 

varios reportes indicando que un porcentaje significativo de espermatozoides que 

sobreviven el proceso de congelamiento-descongelamiento experimentan cambios 

en su membrana similares al proceso de capacitaci�n esperm�tica (P�rez y col.,  

1996). En este sentido, la inseminaci�n artificial a nivel intrauterino con semen 

descongelado produce mejores porcentajes de fertilidad debido a que los 

espermatozoides estar�an capacitados y listos para la fecundaci�n (Maxwell y 

Watson, 1996). Sin embargo, cuando los espermatozoides son depositados a nivel 

cervical, el proceso de maduraci�n celular reduce su tiempo de vida y no les permite 

alcanzar a recorrer todo el tracto reproductivo de la hembra para llegar a fecundar el 

ovocito (Maxwell y Watson,  1996). 

 

En general, la aplicaci�n de las t�cnicas de selecci�n esperm�tica swim-up y 

filtraci�n con fibra de vidrio, podr�an constituir una herramienta para mejorar la 

calidad de semen ovino tanto antes como despu�s del proceso de congelaci�n y por 

lo tanto aumentar los porcentajes de fertilidad cuando se realiza inseminaci�n 

artificial en ovejas a nivel cervical e intrauterino.   

 

 

 



 

 47 

12. Conclusiones. 

 

1. La criopreservaci�n de semen de ovino es un proceso que afecta negativamente 

la motilidad y viabilidad de los espermatozoides.  

 

2. Los m�todos de selecci�n esperm�tica de swim-up y filtraci�n con fibra de vidrio 

son herramientas reproductivas que permiten reducir la perdida de motilidad y 

viabilidad pre-congelaci�n. 

 

3. El m�todo de selecci�n esperm�tica swim-up, realizado en la fase de pre-

congelaci�n, perjudica la motilidad y viabilidad del semen post-descongelado. .   

 

4. La selecci�n esperm�tica por el m�todo de filtraci�n con fibra de vidrio permite 

obtener mejores resultados que el m�todo de swim-up por cuanto asegura una 

mayor recuperaci�n de espermatozoides con formas motiles y viables, tanto antes 

como despu�s del proceso de congelamiento. 
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13. Anexos 

 
 

Anexo1 

Medio HTF (Human tubarian fluid) 

(Quinn y col., 1985) 

      mM        g/L 

 

NaCl     101,60 mM 5,931 

KCl 4,69 mM 0,350 

CaCl2  * 2H2O 2,04 mM 0,301 

MgSO4 * 7H2O 0,20 mM 0,050 

KH2PO4 0,37 mM 0,050 

NaHCO3       25,00 mM 2,100 

Rojo fenol ----------- 0,005 

Glucosa (anhydrous) 2,78 mM 0,500 

Na-pyruvate 0,33 mM 0,036 

Na-Lactate (60% Syrup)       21,40 mM 3,998 mL 

Penicilina ------------ 0,060 

Sulfato de estreptomicina ------------ 0,050 

Hepes 20,00 mM 5,206 

 

 

Osmolaridad ajustada a 280 mOsm/Kg. 
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Anexo 2 

 

Preparaci�n de diluyentes 

 

Primera Fracci�n (10 mL): 

- 9,5 mL de leche descremada (0.5 g/L grasa) 

- 0,5 mL de yema de huevo  

 

Segunda Fracci�n (5 mL): 

- 0,2425 g Fructosa 

- 0,0150 g penicilina 

- 0,0200 g sulfato de estreptomicina 

- 0,25 mL de yema de huevo 

- Completar hasta 5 mL con Primera Fracci�n 

- Adicionar 0,737 mL del agente crioprotector glicerol, para 

obtener la concentraci�n de 2M.  

 

 

Al diluir la primera fracci�n del diluyente con igual volumen de la  

segunda fracci�n, la concentraci�n final del crioprotector llega a 2M 
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Anexo 3 

 

Efecto de los m�todos de selecci�n esperm�tica en la concentraci�n total media de 

espermatozoides ovinos antes del proceso de congelamiento. 

 

Fuente de 

variaci�n 

Grados  de 

libertad 

Suma de 

cuadrados 

Cuadrado 

medio 

F Nivel de 

significancia 

Grupos 2 2091000 1046000 988,8 P<0,0001 

Residuo 21 22210 1057   

Total 23 2114000    

 

 

 

Anexo 4 

 

Efecto de los m�todos de selecci�n esperm�tica en la motilidad progresiva de 

espermatozoides ovinos antes del proceso de congelamiento-descongelamiento 

 

Fuente de 

variaci�n 

Grados  de 

libertad 

Suma de 

cuadrados 

Cuadrado 

medio 

F Nivel de 

significancia 

Grupos 2 297 148,4 19,59 p<0,0001 

Residuo 21 159 8   

Total 23 455,9    
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Anexo 5 

 

 

Efecto de los m�todos de selecci�n esperm�tica en la viabilidad de 

espermatozoides ovinos antes del proceso de congelamiento. 

 

Fuente de 

variaci�n 

Grados  de 

libertad 

Suma de 

cuadrados 

Cuadrado 

medio 

F Nivel de 

significancia 

Grupos 2 99 49,35 11,79 p<0,0001 

Residuo 21 88 4   

Total 23 186,6    

 

 

 

Anexo 6 

 

Efecto de los m�todos de selecci�n esperm�tica en la integridad acros�mica de 

espermatozoides ovinos antes del proceso de congelamiento. 

 

Fuente de 

variaci�n 

Grados  de 

libertad 

Suma de 

cuadrados 

Cuadrado 

medio 

F Nivel de 

significancia 

Grupos 2 89,27 44,63 16,49 p<0,0001 

Residuo 21 56,83 2,7   

Total 23 146,1    
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Anexo 7 

 

Efecto de los m�todos de selecci�n esperm�tica en la concentraci�n total media de 

espermatozoides ovinos despu�s del proceso de congelaci�n. 

 

Fuente de 

variaci�n 

Grados  de 

libertad 

Suma de 

cuadrados 

Cuadrado 

medio 

F Nivel de 

significancia 

Grupos 2 229800 114900 438,4 p<0,0001 

Residuo 21 5504 262,1   

Total 23 235300    

 

 

 

Anexo 8 
 

Efecto de los m�todos de selecci�n esperm�tica en la motilidad progresiva de 

espermatozoides ovinos despu�s del proceso de congelaci�n. 

 

Fuente de 

variaci�n 

Grados  de 

libertad 

Suma de 

cuadrados 

Cuadrado 

medio 

F Nivel de 

significancia 

Grupos 2 612,7 306 61,39 p<0,0001 

Residuo 21 104,8 5   

Total 23 717,5    
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Anexo 9 
 

Efecto de los m�todos de selecci�n esperm�tica en la viabilidad de 

espermatozoides ovinos despu�s del proceso de congelaci�n. 

 

 

Fuente de 

variaci�n 

Grados  de 

libertad 

Suma de 

cuadrados 

Cuadrado 

medio 

F Nivel de 

significancia 

Grupos 2 612,8 308,4 113,4 p<0,0001 

Residuo 21 57,1 3   

Total 23 673,9    

 

 

 

Anexo 10 

 

Efecto de los m�todos de selecci�n esperm�tica sobre la integridad acros�mica de 

espermatozoides ovinos despu�s del proceso de congelaci�n. 

 

 

Fuente de 

variaci�n 

Grados  de 

libertad 

Suma de 

cuadrados 

Cuadrado 

medio 

F Nivel de 

significancia 

Grupos 2 620,5 310,2 310 p<0,0001 

Residuo 21 21 1,000   

Total 23 641,5    
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