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RESUMEN  

 

Para optimizar la crioconservación de semen de morueco de las razas Xisqueta y Aranesa, 

se estudió utilizar otras alternativas a la yema de huevo fresca en la elaboración de los 

medios para reducir la heterogeneidad, contaminación microbiológica y algunos  de sus 

componentes que interfieren negativamente en su capacidad crioprotectora, analizando 

diferentes tipos de yema de huevo (fresca, en polvo y clarificada), así como la eliminación 

del plasma seminal previamente a la conservación y la edad del donante.  En segundo lugar, 

con el afán de elaborar diluyentes libres de crioprotectores de origen animal y de 

composición definida se analizó la eficacia de la lecitina de soja o el butil hidroxitolueno 

(BHT), combinados con glicerol o trehalosa, así como dos sistemas tampón, TRIS vs 

TEST, y la adición de BHT como antioxidante en la criosupervivencia espermática. 

Asimismo, se pretendió determinar la concentración óptima de BHT, estudiando 

simultáneamente el efecto de la presencia de plasma seminal en el diluyente. Finalmente, se 

valoró el efecto de la edad del donante y fotoperiodo, así como de la aplicación de 

implantes de melatonina en los sementales en primavera, la adición de antioxidantes (BHT 

vs melatonina) en el medio y el efecto del individuo en la criopreservación espermática. 

 

Para ello se utilizaron 8 moruecos (4 de cada raza), a los que se les colectó semen, desde 1 

a 2.5 años de edad aproximadamente, realizando un total de 6 réplicas/experimento. 

Brevemente, tras recolectar los eyaculados y valorar su motilidad masal y volumen, éstos 

fueron mezclados y divididos en las alícuotas requeridas en cada experimento, excepto 

cuando se congeló individualmente. Para la eliminación del plasma seminal, el semen se 

centrifugó 2 veces (a 600 g por 10') y el sedimento fue resuspendido en el diluyente 

correspondiente a una concentración final de 400 x106 de espermatozoides/mL. Las 

distintas suspensiones fueron refrigeradas a 5ºC durante 4h, envasadas en pajuelas 0.25 mL 

y congeladas en vapores de nitrógeno y sumergidas en él hasta su descongelación (30'' a 

37ºC). 

 

La viabilidad, morfología y resistencia osmótica de las suspensiones espermáticas en fresco 

y refrigeradas se evaluó mediante eosina-nigrosina y el test de endosmosis (HOST). Los 
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parámetros cinéticos tras la refrigeración y descongelación se analizaron mediante el 

sistema ISAS®, asi como la morfometría espermática siguiendo el protocolo comercial 

Diff-Quik. Para evaluar la integridad de las membranas espermáticas y actividad 

mitocondrial tras la descongelación, se utilizó una tinción cuádruple con las sondas 

fluorescentes (SYBR14, ioduro de propidio, lectina Arachis hipogea con Ficoeritrina y 

Mitotracker deep red,) y la ayuda de un citómetro de flujo.  

 

Los resultados obtenidos mostraron que la yema de huevo en polvo puede utilizarse de 

forma satisfactoria en la refrigeración y congelación de espermatozoides ovinos, 

presentando una mejor capacidad crioprotectora cuando se combina con glicerol y el 

sistema tampón TRIS. Por otra parte, la eliminación del plasma seminal mediante 

centrifugación mejoró la criosupervivencia espermática, aunque su presencia en los 

diluyentes no afectó negativamente la calidad seminal. Generalmente, la adición de BHT 

(5.0mM) mejoró la calidad de los espermatozoides conservados, independientemente del 

lavado del semen, edad del donante o fotoperiodo, mientras que el uso de melatonina como 

antioxidante en el diluyente, no. Tampoco el uso de implantes de melatonina proporcionó 

ninguna ventaja a la hora de conservar espermatozoides de morueco en primavera. 

Respecto a la edad del donante, nuestro trabajo parece indicar que el semen de moruecos de 

18 meses, junto la adición de BHT en el diluyente, presenta una criosupervivencia similar a 

la de individuos mayores. Por último, la congelación individualizada del semen de nuestros 

moruecos parece mostrar la existencia de individuos malos, buenos y también “regulares” 

congeladores.  
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ABSTRACT 

 

In order to optimize ram semen preservation of Xisqueta and Aranesa breeds, we studied 

alternatives to the fresh egg yolk in extender making to reduce heterogeneity, microbiology 

pollution and some components that interfere negatively in its cryoprotection capability, 

analyzing different types of egg yolk (fresh, powdered and clarified). Simultaneously, 

seminal plasma removal previous to cryopreservation and donor age were tested. Secondly, 

our aim was to obtain an extender free of animal origin cryoprotectants with a clearly-

defined composition, therefore the efficiency of the soy lecithin or butylhydroxytoluene 

(BHT), combined with glycerol or trehalose were assessed. Moreover, the effect of two 

buffer systems, TRIS vs TEST, and the addition of BHT as antioxidant on sperm 

cryosurvival was analyzed. Optimal concentration of BHT and the presence of seminal 

plasma in the extender were also studied. Finally, donor age and photoperiod as the 

application of melatonin implants on rams in spring, the addition of antioxidants (BHT vs 

melatonin) in the extender and individual effect on sperm cryopreservation were evaluated.  

 

Therefore, semen from 8 rams (4 of each breed from 1 to 2.5 years old approximately) were 

collected, doing a total of 6 replicas/experiment. Briefly, after semen collection, mass 

motility and volume were assessed. Then ejaculates were pooled and split in the required 

aliquots in each experiment, except when semen was preserved individually. For seminal 

plasma removal, pooled semen was centrifuged twice (at 600 g for 10 minutes) and the 

sediment was resuspended in the corresponding media at a final concentration of 400 x106 

of sperm/mL. The different sperm samples were refrigerated at 5ºC during 4h, packaged in 

straws of 0.25 mL, freezed in nitrogen vapors and immerged in it, until the samples were 

thawed (30'' at 37ºC). 

 

Viability, morphology and osmotic resistance of fresh and refrigerated sperm samples were 

tested by eosine-nigrosine stain and hypoosmotic swelling test (HOST). The kinetic 

parameters after the refrigeration and thawing were analyzed by ISAS® system as sperm 

morphometry, following the trade protocol Diff-Quik. Integrity of sperm membranes and  

mitochondrial activity after the thawing were evaluate using a quadruple fluorescent stain 
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(SYBR14, propidium iodide, Arachis hipogea lecithin labeled with phycoerithin and  

Mitotracker deep red) with a flow cytometer. 

Our results showed that powdered egg yolk can be used satisfactorily on refrigeration and 

cryopreservation of ram semen, obtaining a better cryoprotectant capability when is 

combined with glycerol and TRIS buffer system. On the other hand, seminal plasma 

removal by centrifugation improved sperm cryosurvival, although its presence in the 

extender does not affect negatively sperm quality. Generally, the supplementation of BHT 

(5.0mM) improved the quality of preserved sperms, regardless of semen washing, donor 

age or photoperiod, meanwhile the use of melatonin as antioxidant in the media does not. 

Neither the use of melatonin implants on males provided any advantage on ram sperm 

cryopreservation in spring. Related to the age of the donor, our work seems to indicate that 

semen from 18 months old rams, together to the addition of the BHT in the extender, shows 

a similar cryosurvival that semen of older males. Finally, the individual semen preservation 

seems to show the existence of bad, good and regular freezer rams.  
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1. INTRODUCIÓN 

 

 La preservación de los recursos genéticos ganaderos ha alcanzado una gran 

relevancia a nivel internacional. De las 7.600 razas registradas en la base de datos de la 

FAO (2007) sobre recursos genéticos de animales domésticos, 190 se han extinguido en los 

últimos 15 años y otras 1.500 se consideran al borde de la extinción (Rodero y col., 2009). 

Sin embargo, existen múltiples razones por las cuales se justifica la conservación de las 

distintas razas, es decir, desde la conservación de la variación genética animal permitiendo 

la adaptación a distintos ambientes, condiciones de producción o nuevas enfermedades 

hasta el valor ecológico de la conservación de razas autóctonas en su hábitat natural, 

manteniendo el equilibrio entre el clima, flora y fauna, así como la posibilidad de 

proporcionar un excelente material de investigación para la realización de estudios 

genéticos de las distintas razas que podrían aportar genes mejoradores al cruzarlos con otras 

razas. 

 

Según el catálogo de razas de ovinos, en España existen 10 razas autóctonas de 

fomento y 33 de protección especial (Esteban, 2003), que se encuentran localizados 

generalmente en zonas marginales, en las que con dificultad se explota otro tipo de ganado. 

Son zonas rurales desfavorecidas, con suelos pobres de escasa rentabilidad agraria y alguna 

de ellas ubicadas en parques naturales. 

 

En el caso de la raza ovina Aranesa, ésta se encuentra en el estatus de raza en 

peligro debido a un descenso en su población, favorecido, a su vez, por un escaso relevo 

generacional en la ganadería. Sin embargo, estos ovinos tienen un valor zootécnico muy 

importante, pues son animales orientados a la producción de carne en base a corderos de 

tipo “pascual”, muy adaptada a las duras condiciones de pastoreo tradicional de subir los 

animales en los periodos estivales a alta montaña y pastoreo en los valles en invierno. La 

distribución geográfica de esta raza se encuentra en el Valle de Arán, al norte de la 

provincia de Lleida, lindando con la frontera francesa. Según los Servicios de Agricultura, 

Ganadería y Medio Ambiente del Consejo General del Valle de Arán, en el 2003, había 64 

ganaderos de ovino con un total de 2.569 ovejas Aranesas y 92 machos, de los cuales, 1.489 
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ovejas y 61 machos se consideran de raza pura siguiendo el estándar racial descrito por 

Parés (2008). 

  

Al igual que la raza anterior, la oveja Xisqueta también conocida como “Pallaresa”, 

se ubica mayoritariamente en las comarcas leridanas del Pallars Jussà, Pallars Sobirà, Alta 

Ribagorça y en la Ribargoza oscense. También podemos encontrar núcleos dispersos de la 

raza en las comarcas oscenses de Monegros, Sobrarbe y Hoya de Huesca y en las comarcas 

que configuran la Plana de Lleida. Se caracteriza por su alta rusticidad y las madres, por su 

alta capacidad lechera, cuyo objetivo principal es la producción de carne, orientada a la 

producción de  cordero, tipo "ternasco". Según Avellanet y col., (2005), el número de 

reproductores se sitúa entre 12.000 y 15.000 individuos que están en peligro de extinción 

(RD 3322, BOE Núm. 33, 1995).  

 

El interés de estas razas se basa en que se localizan cada una en zonas concretas del 

país a las que se han adaptado muy bien, y en las que no se podría sobrevivir con otro tipo 

de ganadería, permitiendo realizar una actividad económica en estas zonas desfavorecidas y 

facilitando así el asentamiento de familias, evitando su despoblación. No obstante, el futuro 

de estas razas es complicado debido al escaso relevo generacional en ganadería, por lo que 

su conservación podría provocar un nuevo interés cultural y un reclamo en el agroturismo y 

en el consumo de productos característicos de cada zona. Además del factor humano, la 

conservación de estas razas mantiene los distintos ecosistemas colaborando en la 

prevención de incendios forestales y en la protección y conservación de numerosos 

espacios rurales, contribuyendo así al equilibrio ecológico. 

 

De hecho, el trabajo y esfuerzo realizado por el Dr. Jordi Jordana y la asociación de 

criadores de ovinos de la raza Aranesa (ACORA) como la asociación de criadores de 

ovinos de la raza Xisqueta (ARACOXI) en la caracterización y conservación de estas razas, 

junto con el proyecto de Creación de un banco de semen de razas catalanas autóctonas en 

peligro de extinción de ovino y caprino: Xisqueta, Aranesa y Blanca de Rasquera, a partir 

de la selección genética temprana de los reproductores (RZ2009-00-08-000), financiado 

por el Instituto Nacional de Investigaciones Agraria (INIA) han inspirado el presente 
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trabajo de investigación sobre criopreservación del semen ovino a partir de reproductores 

de estas dos razas seleccionados por su potencial capacidad de aportar variabilidad genética 

a las distintas razas. Con ello, y gracias a la inseminación artificial (IA) en los rebaños de 

origen, se pretende poder colaborar en primer lugar, en frenar las pérdidas de variabilidad 

genética de estas poblaciones y en segundo lugar, evitar la disminución (y/o extinción) del 

censo poblacional. 

 

Sin embargo, es conocido que la IA en ovino no está tan desarrollada como en el 

caso del bovino, presentando tasas de fertilidad variables (de bajas a medias) cuando se 

realiza IA cervical con semen congelado (O’Meara y col. 2005, Barbas y Mascarenhas, 

2009). Estos pobres resultados se deben principalmente al daño que sufren los 

espermatozoides por el proceso de congelación/descongelación, así como también a la 

mortalidad embrionaria u otros factores relacionados con la hembra (Anel y col., 2005; 

Aisen y col., 2005). Así, con el objetivo de mejorar la supervivencia y funcionalidad de los 

espermatozoides ovinos tras la descongelación, el presente trabajo de investigación se ha 

centrado principalmente en la optimización de los protocolos de su crioconservación 

mediante el estudio de la sustitución de varios de los componentes clásicos utilizados en la 

congelación espermática, la presencia o no de plasma seminal, la adición de otros 

componentes como diferentes antioxidantes, así como el efecto del fotoperiodo, la edad, el 

individuo, la raza y la aplicación de implantes de melatonina fuera de la época 

reproductiva, mediante un complejo análisis in vitro del semen crioconservado. 

 

De hecho, un tema que siempre ha preocupado tanto a los investigadores como a los 

técnicos dedicados a la conservación de semen, es la utilización de componentes de origen 

animal, como el suero sanguíneo, la yema de huevo o la leche. En el caso concreto de los 

ovinos, la yema de huevo fresco es el crioprotector no penetrante más comúnmente usado 

durante años por su capacidad de estabilizar la membrana del espermatozoide en los 

diluyentes para congelar semen (Salamon y Maxwell, 2000; Leboeuf y col., 2000). Sin 

embargo, el hecho de contener sustancias que pueden interferir en el metabolismo celular 

reduciendo la motilidad espermática (Moussa y col., 2002), la heterogeneidad de su 

composición entre lotes de huevos, junto con el potencial riesgo de contaminación 
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microbiológica, hacen que la posibilidad de utilizar un sustituto a la yema de huevo sea 

muy deseable.  

 

En los últimos años se han sugerido diferentes propuestas, siendo la  yema de huevo 

en polvo, una de ellas, al ser un producto que sufre un proceso de pasteurización para 

destruir la contaminación bacteriana, obteniéndose resultados satisfactorios en ovinos 

(Marco-Jiménez y col., 2004). Asimismo, las lipoproteínas de baja densidad (LDL) del 

huevo (Moussa y col., 2002 en toro; Tonieto y col., 2010 en morueco), el hidroxitolueno 

butilado (BHT) (Khalifa y col., 2008) o la adición de lecitinas de origen vegetal como la 

lecitina de soja (Gil y col., 2003 ab, Forouzanfar y col., 2010), parecen presentar 

prometedoras cualidades para ser posibles candidatos a sustitutos de la yema de huevo, lo 

que podría suponer una mejora sustancial en la optimización de los protocolos de 

crioconservación espermática.  

 

Por otro lado, el glicerol es el crioprotector penetrante más utilizado y eficaz  en los 

diluyentes de congelación para rumiantes (Leibo y Songsasen, 2002), a pesar de ser 

potencialmente citotóxico (Holt, 2000; Watson, 2000). La adición de azucares como la 

trehalosa en diluyentes para la congelación de semen sin glicerol parece mejorar la 

motilidad espermática, pudiendo ser utilizada como crioprotector (Molinia y col., 1994), lo 

que pudiera representar una alternativa al glicerol muy interesante (Tonieto y col., 2010), 

aunque su efecto crioprotector podría ser también atribuido a su actividad antioxidante 

(Aisen y col., 2005). 

 

Asimismo, es de capital importancia valorar y reducir en lo posible el daño 

producido por el aumento en la generación de especies de reactivas de oxigeno (ROS) 

durante la crioconservación (Álvarez y Storey, 1992). La gran susceptibilidad de los 

espermatozoides a la producción excesiva de ROS se debe a que su membrana plasmática 

tienen un alto contenido de ácidos grasos insaturados, lo cual la hace susceptible a sufrir 

peroxidación lipídica (Amann y Pickett, 1987). Dicha peroxidación está relacionada con 

una disminución de la motilidad, viabilidad, integridad de la membrana plasmática y del 

acrosoma, y de la fertilidad, así como con un aumento de la fragmentación de DNA de los 
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espermatozoides (Salamon y Maxwell 2000). Una manera de reducir los efectos 

perjudiciales de las ROS podría ser la adición de componentes con capacidad antioxidante 

al diluyente de congelación para bloquear o prevenir el estrés oxidativo. Entre los diferentes 

componentes antioxidantes, el butil hidroxitolueno (BHT) ha sido probado en distintas 

especies como en espermatozoides de toro (Ijaz y col., 2009) y de macho cabrío (Khalifa y 

col., 2008), así como también componentes tioles no proteicos como el Glutatión (GSH), o 

como la cisteamina, trehalosa y la cisteína que mejoran la motilidad post-descongelación y 

la capacidad antioxidante (Aisen y col., 2005; Bucak y col., 2007; 2008). Igualmente, la 

melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) como antioxidante, ha sido probado en la 

criopreservación de espermatozoides del toro (Ashraf y col., 2013), en moruecos (Succu y 

col., 2011) y porcinos (Jang y col., 2010) mejorando la motilidad, viabilidad y la integridad 

de la membrana, después de la descongelación. 

 

Otro aspecto crucial en la conservación del semen es el mantenimiento del pH del 

diluyente en el que los espermatozoides son diluidos. Entre las soluciones tampones más 

empleadas se encuentran las de fosfato, citrato y bicarbonato. No obstante, a pesar de los 

escasos estudios realizados para evaluar otras alternativas, la utilización de tampones 

zwitteriónicos parece mejorar la calidad in vitro de los espermatozoides ovinos tras la 

descongelación (Molinia y col., 1994). 

 

También la eliminación o no del plasma seminal y sus posibles efectos sobre la 

supervivencia espermática sigue siendo un tema de controversia en la crioconservación 

espermática. De hecho, podemos encontrar tanto estudios que demuestran un efecto 

positivo sobre la motilidad y aumento de la resistencia de espermatozoides al choque de 

frío, como efectos deletéreos de la presencia del plasma seminal durante la congelación 

(Ashworth y col., 1994; Barrios y col., 2005 Aboagla y Terada 2003 Maxwell y col., 2007). 

 

De igual manera, encontramos diferentes opiniones acerca del beneficio de 

adicionar plasma seminal al semen descongelado. Mientras unos sugieren un aumento de la 

motilidad espermática y un incremento en el porcentaje de preñez en ovejas inseminadas 

(Maxwell y col., 1999), o incluso de promover la fecundación in vitro de oocitos (Ghaoui y 
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col., 2007), otros autores reportan efectos perjudiciales (Moore y col., 2005; Maxwell y 

col., 2007) o sencillamente la ausencia de efecto del plasma seminal (Morrier y col., 2003; 

de Graaf y col., 2007; Domínguez y col., 2008; Rovegno y col., 2012). 

 

Definitivamente, las técnicas de contrastación del semen, tanto para la utilización en 

investigación como en la práctica, depende todavía del análisis seminal rutinario clásico. 

Desafortunadamente, el análisis clásico de la calidad seminal tiene un valor muy limitado 

para predecir la subsiguiente fertilidad de una muestra (Rodriguez-Martinez, 2003, Gillan y 

col., 2005; Gadea, 2005), ya que éste implica la valoración de parámetros seminales como 

la concentración, motilidad y morfología, en que, a menos que el parámetro sea 

extremadamente anormal, este análisis proporciona poca información pronóstica (Freeman 

y col., 2001, Gadea 2005).  

    

Los estudios actuales sobre contrastación seminal persiguen como objetivo final 

identificar algún parámetro cinético, morfológico o bioquímico que indique el estado de la 

célula espermática en un momento dado y que también pueda ser correlacionado con la 

fertilidad y calidad del eyaculado (Graham, 2001; Foote, 2003; Gillan y col., 2005; Gadea, 

2005; Rodriguez-Martinez, 2006; Silva y Gadella, 2006). En este sentido, los avances 

tecnológicos realizados en los últimos años han permitido valorar características 

espermáticas de forma objetiva. Así, se han desarrollado sistemas automáticos de análisis 

de imágenes (CASA) (González-Recio, y col., 2005; David y col., 2007) y sistemas 

basados en la citometría de flujo (Kruger y col., 1999; Axner y  Linde Forsberg, 2007), los 

cuales proporcionan una gran cantidad de información para estudiar distintas características 

del espermatozoide. Así pues, el conocimiento de la calidad seminal tras la descongelación 

permitirá determinar el rendimiento de los machos para inseminaciones artificiales y por 

tanto poder planificar el régimen de recuperaciones (Alvarez y col., 2000) en un programa 

de conservación de recursos genéticos. 
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2. REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1. PRODUCCIÓN ESPERMÁTICA 

 

Con la madurez sexual, se inicia la producción continuada de espermatozoides 

en el testículo o espermatogénesis, proceso cíclico que comprende una serie de 

fenómenos de división y diferenciación celular, que en los pequeños rumiantes tiene una 

duración aproximada de 49 días (Franca y col., 1999; Folch, 2000). El tiempo para que 

se desarrollen las células es constante y no puede ser acelerado por ningún estimulo 

hormonal, alimentación o ritmo de eyaculación. De hecho, la producción espermática 

está en relación al volumen testicular, concretamente el morueco produce diariamente 

unos 20 millones de espermatozoides por gramo de testículo (Beltrán de Heredia, 2009).  

 

 Sin embargo, una vez concluida la espermatogénesis, los espermatozoides 

mamíferos aún no poseen el movimiento adecuado ni la capacidad de fusionarse al 

oocito, a pesar de estar altamente diferenciados. Es durante su tránsito y 

almacenamiento en el epidídimo y posterior transporte a través del tracto reproductor de 

la hembra, donde los espermatozoides experimentan una secuencia de cambios 

morfológicos, bioquímicos y cinemáticos a través de los cuales adquieren su capacidad 

fecundante (Cooper, 1986).  

 

El cambio morfológico que se produce con mayor constancia durante la 

maduración espermática en el epidídimo es, en la mayoría de las especies, la 

migración de la gota citoplasmática de proximal a distal y su posterior eliminación del 

flagelo. En estudios recientes, el análisis morfométrico asistido por ordenador ha 

revelado cambios en el tamaño y la forma de los espermatozoides durante el tránsito 

epididimario (Soler y col., 2000). La morfología del núcleo no cambia drásticamente, 

pero sí se incrementa la estabilidad de la cromatina espermática, como resultado del 

aumento progresivo de puentes disulfuro (-S-S-) entre las protaminas del ADN ricas en 

cisteínas (Yanagimachi 1988 y 1994). Los cambios de forma y estructura del acrosoma 

son poco marcados en la mayoría de las especies, a excepción del cobaya o la 

chinchilla, donde si son mucho más evidentes (Bellvé y O´Brien, 1983). Algunos 

componentes de la cola del espermatozoide también se estabilizan mediante puentes 
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disulfuro, lo que puede condicionar las características del movimiento del 

espermatozoide maduro (Glover y col., 1990).  

 

 Durante su paso por el epidídimo, los espermatozoides también sufren cambios 

bioquímicos, que aunque afectan a todos sus compartimentos, las mayores 

modificaciones se centran en la membrana plasmática (Yanagimachi, 1988). El hecho 

de que la osmolaridad y composición química del fluido secretado por el epidídimo sea 

diferente en sus distintas partes justifica los cambios producidos en la membrana 

plasmática del espermatozoide durante su tránsito, ya que su exposición al fluido es 

directa (Yanagimachi, 1994). La acción de sustancias secretadas por el epitelio 

epididimario como proteínas, carnitina, ácido sálico o iones inorgánicos, entre otros, 

modifica la cubierta glicoproteica, de manera que la adsorción de estas sustancias a la 

superficie de la célula, sobre todo de las glicoproteínas, podría adquirir importancia en 

la interacción entre los gametos en el momento de la fecundación (Bains y col., 1993). 

Además la cantidad y composición de los lípidos de la membrana espermática también 

varia y se da un aumento en la cantidad de colesterol. 

 

La cinética de los espermatozoides también se modifica durante su tránsito 

epididimario, adquiriendo el máximo potencial en la región de la cola, donde más del 

80% de los espermatozoides son ya móviles (Beltrán de Heredia, 2009). Probablemente, 

son dos los procesos que regulan la motilidad en el epidídimo; uno es la maduración 

efectiva del aparato flagelar, y el otro es la inhibición de la motilidad para inmovilizar 

los espermatozoides en el epidídimo y cuidar sus reservas energéticas (Waberski 2007). 

Esta fase de maduración en el epidídimo de los espermatozoides de morueco suele durar 

entre 12 a 20 días. 

 

2.1.1.  Factores sobre la producción y calidad espermática   

 

 La actividad reproductiva de los pequeños rumiantes está influenciada, entre 

otros, por varios factores estacionales (Pelletier y col., 1988), entre ellos se encuentra el 

fotoperiodo (Delgadillo y col., 1991; Rodríguez y col., 2003), cuya acción se produce a 

nivel del eje hipotálamo-hipofisis-gonada, vía glándula pineal. Esta glándula recibe las 

variaciones en las horas de luz/día y actúa como mediador transformando los impulsos 

ópticos de la luz en descargas hormonales de melatonina. Durante los días cortos, la 
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glándula pineal aumenta la síntesis y secreción de melatonina que actuaría a nivel del 

sistema nervioso central variando la pulsatilidad de la secreción de GnRH en el 

hipotálamo. Esto supone, en última instancia, un aumento de la secreción de 

gonadotropina LH, lo que favorecerá el crecimiento testicular y la secreción de 

testosterona. Por el contrario, cuando el fotoperiodo es ascendente, a través del 

mecanismo anteriormente citado se deprime la secreción de LH y en consecuencia el 

tamaño testicular y la secreción de testosterona (Pelletier y col., 1988).  

       

 Sin embargo, la influencia del fotoperiodo depende a su vez de la localización 

geográfica, reduciéndose a medida que nos acercamos a los trópicos (Corteel, 1981; 

Chemineau, 1986). En este sentido, el tamaño testicular, la producción espermática y la 

calidad de los eyaculados, así como la capacidad de cubrición varían dependiendo de la 

latitud en la que se ubican las diferentes razas (Vázquez y col., 1986). Así, por encima 

de los 40º de latitud, las variaciones estacionales son muy marcadas (Thimonier y 

Mauleon, 1969), entre 30º- 40º se aprecia mayor producción espermática en verano y 

otoño, como en el morueco Ile-de-France, donde la producción de espermatozoides 

diaria por testículo pasa de alrededor de 1.000 millones en primavera a 5.000 millones 

en otoño (Dacheux y col., 1981). La calidad del semen y su fertilidad en inseminación 

artificial varían también. En la misma raza se ha observado más de 20 % de 

espermatozoides anormales y una fertilidad del 47,1 % en primavera, mientras que estos 

valores son de 10 % y 68,4 % en otoño, respectivamente (Colas, 1980). En zonas 

situadas a menos de 30º de latitud, sin embargo, las variaciones estacionales en la 

producción de células espermáticas son muy ligeras (Alonso de Miguel y Cognié, 

1980), presentando los machos una calidad seminal aceptable durante todo el año 

(Lahlou-Kassi y Marie, 1985; Pérez y Mateos, 1996). En zonas de clima tropical o 

subtropical, donde las variaciones del fotoperiodo a lo largo del año no son tan 

marcadas, cobran mayor importancia otros componentes climáticos tales como la 

temperatura y la humedad relativa (Pérez y Mateos, 1996), y quizás también la 

disponibilidad de alimento (Walkden-Brown y col., 1994; Pérez y Mateos, 1996). 

 

 En el ganado ovino también se ha evidenciado que tanto el comportamiento 

sexual como la calidad seminal varían en función de la edad y raza (Chemineau, 1986; 

Aisen 2004), aunque la libido puede estar más condicionada por la estación del año que 

por la propia edad de los animales (Delgadillo, 2004; Aisen y Venturino, 2004), 
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pudiéndose observar que el número de montas, así como de cópulas disminuyen durante 

semanas e incluso meses fuera de la estación reproductiva. Según Beltrán de Heredia 

(2009), los parámetros seminales evolucionan de acuerdo a la edad de los animales, es 

así en los moruecos de la raza rasa aragonesa, donde la concentración espermática a los 

9 meses varia entre el 50 y el 75 % de la de los moruecos adultos de 4 años (Folch, 

1984), de tal manera que los moruecos adultos presentan mejores resultados de 

fertilidad y prolificidad que los animales menores de 1 año (Beltrán de Heredia, 2009).  

 

 Para Delgadillo y col., (1991), Aisen y Venturino (2004) y Beltrán de Heredia 

(2009), existen diferencias estadísticamente significativas en las características 

espermáticas entre razas, tanto cuantitativas (volumen, concentración y número de 

espermatozoides por eyaculado) como cualitativas (porcentaje de espermatozoides 

móviles, movimiento progresivo y porcentaje de anomalías). Varios autores concluyen 

que además hay variabilidad individual en la producción espermática, existiendo 

además una interacción entre machos y estación, para los distintos parámetros seminales 

(Delgadillo y col., 1991; Pérez y Mateos, 1996).  

 

 Por otro lado, la calidad seminal de los animales domésticos está influenciada 

también por la actividad sexual o la frecuencia de recogida de esperma (Foote, 1978). 

Jennings y Mcweeney (1976), en morueco, observan que el volumen de eyaculado, 

junto a la concentración y el número total de espermatozoides disminuyen 

significativamente tras eyaculados consecutivos. Asimismo se presenta una disminución 

de los movimientos progresivos en eyaculados de machos sometidos a una intensa 

actividad sexual (Kaya y col., 2002).   

 

 Tampoco podemos olvidar que la temperatura del testículo debe ser unos 5 ºC 

inferior a la temperatura corporal. Cuando esto no ocurre como consecuencia del calor, 

fiebre, estrés,… la espermatógenesis se altera, provocando un aumento de las anomalías 

espermáticas en el eyaculado, disminuyendo la producción y capacidad fecundante, 

pudiendo llegar a la esterilidad de los moruecos, dependiendo de la intensidad del calor 

y de la duración en el tiempo que tenga el efecto (Colas, 1980; Delgadillo, 2004; Aisen 

y Venturino, 2004). 
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2.1.1.1.  Uso de implantes de Melatonina 

 

 La melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) es una hormona secretada por la 

glándula pineal del cerebro y participa en una serie de funciones fisiológicas incluyendo 

el control de la reproducción estacional y también afecta el sistema inmune y los ritmos 

circadianos (Awad y col., 2006). Los niveles plasmáticos de melatonina en la oveja son 

basales durante el día, de manera que inmediatamente, pasado unos 10 minutos del 

inicio de la oscuridad, se elevan hasta alcanzar concentraciones entre 100-500 pg/ml.  

Estas características determinan que el perfil de secreción de melatonina en periodos de 

24 horas sea largo en invierno y corto en verano, de manera que la evolución de la 

duración del mismo a lo largo del año informa a la oveja del fotoperiodo prevalente 

(Zarazaga y col., 1998). 

 

 Al igual que en las ovejas, en los moruecos, la melatonina presenta un ritmo de 

secreción circadiano, con concentraciones plasmáticas elevadas durante la noche y 

disminuidas con la aparición de la luz del día (Lincoln y col., 1982). La variación 

estacional de los parámetros reproductivos es menos marcada en el morueco que en las 

ovejas, aunque en estación no reproductiva también se observa una disminución del 

volumen y del diámetro testicular, deterioro en la calidad del semen, así como una 

alteración del perfil hormonal (Schanbacher y Lunstra, 1976), afectando el desempeño 

reproductivo de los moruecos. 

 

 Ha sido ampliamente demostrada la capacidad de la melatonina para revertir los  

efectos de la estacionalidad en la reproducción tanto en machos como hembras 

(Fitzgerald y Stellflug, 1991; Chemineau y col., 1992; Abecia y col., 2008). El uso de 

implantes de melatonina en el morueco durante la estación no reproductiva se ha 

asociado con mejoras en parámetros reproductivos como el diámetro escrotal, la 

producción y calidad espermática (Palacín y col., 2008). Se conoce que esta hormona 

parece ejercer su acción principalmente en el eje hipotálamo-hipofisario (Webster y 

col., 1991). Recientes estudios han demostrado su presencia y su variación estacional, 

junto con la testosterona, en el plasma seminal (Casao y col., 2010a), lo que, además de 

su acción relevante a nivel testicular y de las glándulas accesorias, sugiere también una 

acción directa sobre la célula espermática (Casao y col., 2010b) 
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2.2  PLASMA SEMINAL 

 

 El plasma seminal es un fluido complejo, formado principalmente por 

compuestos inorgánicos y orgánicos, entre los que se encuentran aminoácidos, ácidos 

grasos, iones inorgánicos, ácido cítrico, carbohidratos, sales orgánicas, prostaglandinas 

y proteínas de bajo y alto peso molecular, en el cual se encuentran inmersos los 

espermatozoides tras la eyaculación. Está constituido por una mezcla de secreciones 

procedentes de los testículos, del epidídimo y de las glándulas sexuales accesorias, que 

constituyen más del 90% del eyaculado (próstata, vesículas seminales y glándulas 

bulbouretrales; Mann y Lutwak-Mann, 1981). La formación de los diferentes 

componentes del plasma seminal se producirá según se desarrolle el proceso de 

maduración del espermatozoide, así en la red testicular se les van adherir varias 

proteínas de la familia ADAMs (Blobel, 2000) y la hialorunidasa (pH20/2B1) (Seaton y 

col., 2000) entre otras. Durante su tránsito por el epidídimo, se producirá la 

remodelación proteica y fosfolipídica de la membrana plasmática espermática con la 

integración de nuevas proteínas secretadas por el epidídimo, principalmente en la región 

de la cabeza y el cuerpo (Gatti y col., 2004). 

  

 Tras la eyaculación actuarán las distintas secreciones procedentes de la vesícula 

seminal, próstata y glándulas bulbouretrales. Entre los compuestos secretados por estas 

glándulas sexuales se encuentran metabolitos energéticos, como fructosa, inositol, ácido 

cítrico y ácido ascórbico (Garner y Hafez, 1993); aminoácidos tales como ácido 

glutámico, carnitina, taurina e hipotaurina; también enzimas protectoras contra 

sustancias oxígeno reactivas (sustancias ROS), y otras que intervendrán en la digestión 

de los espermatozoides muertos y dañados, así como en la penetración del ovocito 

(Strzezek, 2002). Entre los compuestos inorgánicos secretados se hallan principalmente 

el zinc y el calcio, que actúan como bactericidas y en la capacitación espermática, 

respectivamente (Strzezek y col., 1987). Sin embargo, y a pesar de la gran cantidad de 

componentes que posee el plasma seminal, son las proteínas las que contribuyen, de 

forma más relevante, a la regulación de la mayor parte de las funciones espermáticas. 

 

 De hecho, las funciones de las sustancias contenidas en el plasma son complejas 

y parcialmente conocidas, siendo algunas de ellas, la de medio de suspensión, 

regulación del transporte de los espermatozoides y eliminación de éstos en el órgano 
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reproductor de la hembra (Matousek, 1985; Troedsson y col., 2005), prevención de la 

capacitación prematura y estabilización de la membrana plasmática (Desnoyers y 

Manjunath, 1992; Villemure y col., 2003), además de mantener el pH y la osmolaridad 

adecuada en cada especie. Así mismo, también se han descrito funciones como la de 

proteger a los espermatozoides de la fagositosis y del proceso inflamatorio en el tracto 

de la yegua, (Alghamdi y col., 2004), acelerar la ovulación en vacas (Revisado por 

Juyena y Stelletta, 2012) o incluso inducirla en cerdas y camélidos (O'Leary y col., 2004 

; Ratto y col., 2005), así como la de asistir a las interacciones de espermatozoide-óvulo 

(Souza y col., 2008), ayudar a preparar el tracto reproductor materno para la 

implantación y desarrollo del embrión (Robertson, 2005) o incluso influir sobre la 

fertilidad (Rozeboom y col., 2000). 

 

 Por otra parte, el conjunto de sustancias que componen el plasma seminal y la 

cantidad producida es específico y altamente variable entre especies. Las especies de 

eyaculación uterina (verraco, caballo, perro o alpaca) cuentan con eyaculados de mayor 

volumen que en las especies de eyaculación vaginal (toro, morueco o macho cabrío) 

(Maxwell y col., 2007). Así mismo, es variable entre individuos de la misma especie, 

así como entre eyaculados de un mismo individuo, pudiendo variar por diferentes 

procesos patológicos, estación del año, tipo de alimentación o estado fisiológico del 

animal (Pérez-Pé y col., 2001a) o incluso variaciones en la composición del plasma 

seminal de diferentes machos ha sido relacionada con diferentes índices de fertilidad 

(Killian y col., 1993; Moura y col., 2007).   

 

 

2.3 CRIOCONCERVACIÓN DE SEMEN OVINO 

 

 Durante los últimos 50 años, se han desarrollado y perfeccionado numerosas 

técnicas con objeto de conseguir nacimientos mediante la aplicación de dosis seminales 

congeladas (Watson, 1979), obteniendo grandes avances en la congelación del semen de 

toro, mientras que en otras especies, como la ovina, los resultados de fertilidad han sido 

inconsistentes y extremadamente bajos, como se deduce de la mayoría de estudios 

publicados (O’Meara y col., 2005; Barbas y Mascarenhas, 2009).  
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 Estos pobres resultados pueden deberse a varios factores. Uno de ellos es el daño 

que sufren los espermatozoides por el proceso de congelación/descongelación. La 

disminución de la temperatura produce un daño letal en algunos espermatozoides 

conocido como shock térmico, provocando alteraciones morfológicas en la membrana 

plasmática, acrosomal y mitocondrial, (revisado por Aboagla y Terada, 2004), incluso 

puede llegar a provocar una reacción acrosómica prematura, acortando la vida del 

espermatozoide y reduciendo su fertilidad (Watson 1995). La congelación también 

causa daño celular debido al estrés osmótico y tóxico por las concentraciones molares 

de los agentes crioprotectores, y daño mecánico debido a la formación y disolución de 

cristales de hielo (revisado por Aboagla y Terada, 2004). Esta respuesta de los 

espermatozoides de morueco a los procesos de congelación/descongelación puede varíar 

entre individuos dentro de la misma especie y estación del año (Salamon y Maxwell, 

2000), lo que parece ser debido a diferencias en la composición de las membranas. 

 

 Por otra parte, la tecnología de la criopreservación del espermatozoide incluye 

distintas etapas importantes como es la eliminación o no del plasma seminal mediante 

centrifugación, la dilución del material seminal, la refrigeración, las adiciones del 

crioprotector, la congelación propiamente dicha, el almacenamiento en envase 

criogénico y por último la descongelación en el momento de su utilización. El diseño de 

cada una de estas fases debe ir enfocado a producir el menor daño posible sobre las 

estructuras y el metabolismo del espermatozoide, siendo de especial importancia la 

función y arquitectura de la membrana plasmática. La inadecuada adaptación a las 

etapas citadas anteriormente, así como los cambios que va a sufrir la célula durante tan 

delicado proceso, van a ser responsables de daños o agresiones que pueden suponer una 

pérdida de capacidad por parte del espermatozoide para llevar a cabo sus funciones con 

normalidad (Watson, 1995; Gao y col., 1997). No obstante, se considera que las etapas 

de enfriamiento, congelación y descongelación (Watson, 1990) y la adición del agente 

crioprotector  (Watson, 2001) son las principales fuentes de daño sobre las células en el 

conjunto del proceso. 

  

2.3.1. Refrigeración, congelación y descongelación 

 

 En la fase inicial de la refrigeración, previa a la congelación, la temperatura de la 

suspensión espermática se reduce desde valores fisiológicos hasta valores ligeramente 
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por encima de los 0 ºC. Este cambio térmico va a poner de manifiesto la extrema 

sensibilidad de los espermatozoides, sobre todo, a los descensos bruscos de temperatura, 

más conocidos como “shock por frio” (Parks, 1997) o a los debidos a la temperatura 

final alcanzada, denominados como “daño por enfriamiento extremo” (“chilling 

injury”) (Watson, 1990, 1995). Así, el espermatozoide manifiesta pérdida de la 

integridad de membrana y de las funciones celulares al ser enfriado rápidamente en el 

rango de 20 a 0 ºC, aunque por lo general, el daño resulta más severo entre 12 y 2 ºC 

(Watson, 1995). Estas alteraciones pueden minimizarse si se utilizan velocidades de 

enfriamiento muy lentas (< 10 ºC/min) hasta cerca de los 4 ºC (Parks, 1997). No 

obstante, este enfriamiento lento también generara lesiones, aunque mucho menos 

severas y extensas (Watson, 1990). 

 

 La sensibilidad al choque térmico varía entre las especies. Es así que algunos 

componentes, como son los fosfolípidos y los ácidos grasos de la membrana 

espermática, son importantes en el grado de susceptibilidad de los espermatozoides de 

las distintas especies al choque térmico (Poulos y col., 1973; Darin-Bennett y col., 

1974). De hecho, espermatozoides de toro, cerdo y morueco, conocidos por su elevada 

susceptibilidad al choque térmico, presentan una elevada ratio entre ácidos grasos 

poliinsaturados y saturados de aproximadamente 2,5-3,3, mientras que espermatozoides 

del hombre presentan una ratio de 1. Dicha ratio tiene un efecto significativo en algunas 

propiedades de los sistemas de membrana y está correlacionado con la sensibilidad del 

espermatozoide al choque térmico (Poulos y col., 1973). 

 

 Otro factor correlacionado con la susceptibilidad del espermatozoide al choque 

térmico es la ratio colesterol/fosfolípidos, habiéndose observado que una ratio superior 

a 0,5 confiere una mayor resistencia al choque térmico. De hecho, el colesterol existente 

en el espermatozoide de toro y de morueco es la mitad del existente en el 

espermatozoide del  hombre (Darin-Bennett y White, 1977).  

 

 El choque térmico resulta de alteraciones en la organización de los lípidos de la 

membrana del espermatozoide o fases de transición lipídica (Drobnis y col., 1993). A la 

temperatura fisiológica, los fosfolípidos de membrana están en un estado fluido y sus 

cadenas de ácidos grasos son flexibles (De Leeuw y col., 1990), mientras que algunos 

lípidos no-bicapa, asumen una disposición hexagonal, implicados en la formación de un 
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anillo alrededor de las proteínas que integran la membrana (Parks y Graham, 1992). 

Cuando la temperatura de la membrana disminuye por debajo de la temperatura de 

transición de cada uno de los fosfolípidos individuales que la componen, éstos sufren la 

fase de transición termotrópica del estado líquido-cristalino al estado gel, comenzando a 

juntarse (Quinn, 1989). Concretamente, las cadenas de ácidos grasos toman rigidez y se 

aíslan en dominios de gel, de los cuales son excluidas las proteínas de la membrana que 

se concentran en áreas fluidas (De Leeuw y col., 1990). Este fenómeno afecta las 

funciones de las proteínas, por ejemplo, en los canales proteicos iónicos (Watson, 

2000). 

 

Además, durante la fase de enfriamiento hasta 5 ºC, se han detectado cambios 

similares a la capacitación o “criocapacitación”, siendo uno de los procesos 

responsables de las alteraciones morfofuncionales que sufren las células espermáticas. 

Este proceso ha sido descrito en los espermatozoides de un gran número de especies 

como el cerdo (Watson, 1996; Maxwell y Johnson, 1997), ratón (Fuller y Whittinghan, 

1996), toro (Cormier y col., 1997), morueco (Gillan y col., 1997) y garañon (Schembre 

y col., 2002; Thomas y col., 2006). 

 

 En el caso de la criocapacitación, Green y Watson (2001) propusieron la 

siguiente secuencia de acontecimientos para explicar su aparición: el enfriamiento del 

medio en el que se encuentran los espermatozoides produce la desestructuración de la 

membrana, afectando a los procesos de transporte selectivo de sustancias de la misma, 

alterando su permeabilidad y provocando un incremento de la concentración intracelular 

de Ca 2+. La acumulación de Ca2+ en el medio interno produce la activación de las 

proteínas-kinasas responsables de desencadenar la cascada de procesos similares a la 

capacitación. Tanto en la capacitación fisiológica, como en la criocapacitación, el 

resultado final va a ser la desestabilización de la membrana plasmática y la reacción 

acrosómica (Green y Watson, 2001). Tras la capacitación ,el espermatozoide va a sufrir 

una drástica reducción de su vida útil, y en el caso de los espermatozoides 

criocapacitados una disminución manifiesta de su fertilidad al sufrir dicho cambio fuera 

del aparato reproductor de la hembra (Green y Watson, 2001; Kaneto y col., 2002). Este 

fenómeno se agrava en aquellas especies (como el cerdo o el caballo) en los que la 

hembra presenta celos de larga duración. 
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 En lo que respecta a las fases de congelación y descongelación, las teorías 

propuestas para explicar el daño celular hacen referencia a las consecuencias de la 

formación de hielo y a su disolución, las cuales dependen de las velocidades de 

enfriamiento y calentamiento, respectivamente (Watson, 1995). No obstante, la mayoría 

de los tipos celulares no sobreviven a la congelación en ausencia de algún agente 

crioprotector. La incorporación de estas sustancias a la suspensión celular modifica el 

trazado de la curva, incrementando el porcentaje de supervivencia, en un rango 

determinado de velocidades de enfriamiento respecto de los valores que se obtienen en 

su ausencia. Se establece, además, una interacción entre la concentración del 

crioprotector y la velocidad de enfriamiento, de tal manera que la optimización del 

proceso, cuando se añaden altas concentraciones de crioprotector, requiere utilizar 

velocidades de enfriamiento más rápidas, y viceversa (Watson, 1990). 

 

 En moruecos para evitar los efectos adversos del choque frío se emplean 

velocidades de refrigeración moderadas y homogéneas (-0,1C/min. a -0,5C/min.), las 

cuales descienden la temperatura del semen de 30 ºC a 5ºC en periodos de tiempo de 

una a cuatro horas (Graham, 1978; Fiser y FairfuIl, 1984; Vázquez y col., 1986). La 

velocidad óptima de congelación va a depender del tipo celular; y dentro de los 

espermatozoides, de la especie de procedencia, oscilando la velocidad óptima de 

enfriamiento entre -10 y -80 ºC/min (Watson, 1995), siendo, por ejemplo, de -30 a -50 

ºC/min para el del verraco, -50 a -60 ºC/min para el del morueco, y -26 a -52 ºC/min 

para el del toro (Woelders, 1997). 

 

 Durante la fase de descongelación, también se producen efectos letales en la 

célula, con lo que la efectividad de una congelación bien llevada, a la práctica, puede 

quedar anulada si no se realiza adecuadamente la descongelación. Se considera, así, que 

el verdadero desafío al que se enfrenta la célula en el proceso de criopreservación lo 

constituye una franja de temperaturas de -15 a -60 ºC, la cual afecta negativamente a su 

integridad, y por la que deben pasar en dos ocasiones, una vez durante el enfriamiento y 

otra durante la descongelación (Mazur, 1985). La supervivencia al proceso requiere, 

pues, afrontar con éxito una etapa de congelación y otra de descongelación. 

 

Se han propuesto dos mecanismos dañinos para el proceso de descongelación, 

asociados a dos situaciones particulares. En primer lugar, si las células se han congelado 
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muy rápidamente, y se produce un calentamiento lento, existirá un fenómeno de 

“recristalización”, en virtud del cual, los microcristales formados en el interior de la 

célula tienden a agruparse y a formar cristales de mayor tamaño, con las consiguientes 

consecuencias letales (Mazur, 1985). Y, en segundo lugar, células congeladas 

lentamente, en presencia de un crioprotector penetrante, pueden quedar lesionadas 

mediante estrés osmótico si se descongelan demasiado rápidamente ante la 

imposibilidad de que el crioprotector abandone la célula lo suficientemente rápido como 

para mantener el equilibrio osmótico, con el consiguiente hinchamiento por efecto de la 

entrada de agua (Watson, 1990). La velocidad de descongelación óptima, por tanto, 

depende de la pauta de enfriamiento seguida, pero debe representar una situación 

intermedia entre los dos extremos anteriores, con la que se minimicen los daños que se 

causen por inapropiadas velocidades de transporte de solutos y agua a través de las 

membranas, y por el agrupamiento de los microcristales intracelulares de hielo 

(Hammerstedt y col., 1990).  

 

 También se han constatado desestabilizaciones moleculares en el plasmalema a 

causa del cambio de temperatura, contribuyendo a la aparición de lesiones durante esta 

fase. Holt y col., (1992), por ejemplo, comprobaron la aparición de alteraciones en la 

membrana plasmática que se manifestaban sólo durante esta etapa de descongelación, y 

para las que sugirieron un mecanismo causal basado en el fenómeno de transiciones de 

fase de los lípidos de membrana, resaltando así la importancia de la descongelación en 

el ciclo de criopreservación. Se ha propuesto, entonces, que las membranas se 

desestabilizan inicialmente durante la etapa de congelación, tanto por efecto de las bajas 

temperaturas como por la exposición a altas concentraciones salinas, y ello resulta en 

una degeneración postdescongelación, al combinarse nuevamente efectos letales de 

naturaleza térmica y osmótica (Holt y North, 1994 a). 

 

 Además, generalmente durante la conservación, los espermatozoides y las 

bacterias contaminantes producen metabolitos que pueden reducir el pH del diluyente. 

El pH interno del espermatozoide está directamente relacionado con el pH del diluyente 

y, a su vez, con la motilidad; así cuando el pH del diluyente baja, también la motilidad y 

el metabolismo espermático bajan (Gadea, 2003). El principal responsable de este 

descenso en el pH es el ácido láctico producido por el metabolismo glucolítico del 
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espermatozoide y que ha sido también usado como indicador de calidad seminal (Rigau 

y col., 1996). 

    

 Como ya ha sido mencionado previamente, cada uno de los pasos del proceso de 

crioconservación reduce la viabilidad y aumentan los fallos en la funcionalidad de los 

espermatozoides supervivientes (Parinaud y col., 1997; Chatterjee y Gagnon, 2001; 

Kankofer, y col., 2005) que disminuyen su potencial fecundante. Estos daños son 

también debidos, en parte, al estrés oxidativo (Alvarez y Storey, 1992; O´Flaherty y 

col., 1997; Chartterjee y Gagnon, 2001) como ha sido demostrado en espermatozoides 

de hombre (Aitken, 1999; Agarwal y col., 2003), de caballo (Baumber y col., 2000; 

2003), de morueco (Peris y col., 2007), de toro (Bilodeau y col., 2001; Bilodeau y col., 

2002; Nair y col., 2006) y de gato (Thuwanut y col., 2008).  

 

 El estrés oxidativo es provocado por la formación de gran cantidad de especies 

reactivas al oxígeno (ROS) o moléculas que contienen radicales libres, debido a un 

mecanismo antioxidante deteriorado (Sikka, 2001; Agarwal y col., 2003). Las 

principales ROS que se conocen y que tienen relación con la funcionalidad espermática 

son el anión superóxido (O2ˉ), el peróxido de hidrógeno (H2O2), el peroxil (ROO•) y la 

mayoría de los radicales hidroxilos (OH•), cuya presencia en el ambiente espermático se 

relaciona con el aumento de espermatozoides muertos (Peris, y col., 2007).    

 

 De hecho, el estrés oxidativo es una situación celular generalmente caracterizada 

por un desequilibrio entre la producción de ROS y la capacidad de barrido de los 

antioxidantes. Cuando la producción de ROS excede el sistema de defensa antioxidante 

disponible, se produce el daño oxidativo en los orgánulos del espermatozoide a través 

del daño de lípidos, proteínas y ADN, así como se producen aldehídos citotóxicos como 

el malondialdehído (MDA) que acaban finalmente con la muerte del espermatozoide 

(Bucak y col., 2009). Normalmente la liberación espontánea y controlada de moléculas 

de oxígeno favorece las bajas concentraciones de ROS y está fisiológicamente 

implicada en el mantenimiento de la capacidad fecundante del espermatozoide (Álvarez 

y Storey, 1982, 1984). Este sistema está formado por glutatión reducido (GSH), 

glutatión peroxidasa (GSHPX), catalasa (CAT), superóxido mutasa (SOD) y quelantes 

de metales (transferrina, lactoferrina y ceruloplasmina), sistema descrito como 

mecanismo de defensa contra la peroxidación de lípidos en semen, importante para el 
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mantenimiento de la motilidad y viabilidad espermática (Bilodeau y col., 2001; Gadea y 

col., 2004). Sin embargo, esta capacidad antioxidante puede ser insuficiente para 

prevenir la peroxidación de lípidos durante el proceso de congelación/descongelación o 

verse reducida por efecto de la dilución del semen, ya que el plasma seminal también 

interviene en el mantenimiento del equilibrio entre la generación de ROS y su 

neutralización. 

 

 En trabajos realizados con eyaculados de morueco, se observa que tras el 

proceso de congelación y descongelación solamente entre el 40 y 60 % de los 

espermatozoides preservan su motilidad, aunque apenas un 20-30% se mantienen 

biológicamente íntegros. Esto es indicativo de que la motilidad y la estructura del 

espermatozoide se afectan en distinto grado, desconociéndose si las alteraciones se 

producen simultáneamente o en distintas fases del proceso de congelación y 

descongelación (Salamon y Maxwell, 1995). 

 

2.3.2. Adición del agente crioprotector  (Diluyentes de congelación) 

 

 Los diluyentes seminales de congelación deben cumplir unos requisitos de pH, 

capacidad tampón, osmolaridad y fuerza iónica. Además, han de contener una fuente de 

energía para el espermatozoide, no deben deteriorarse durante el almacenamiento previo 

a su uso y sobre todo deben proporcionar a la célula espermática protección frente a los 

efectos de la bajada de temperatura, refrigeración, congelación y descongelación 

(Watson, 1979). Sin embargo a pesar de su importancia, apenas han sufrido 

modificaciones en las últimas décadas. En general, los medios de crioprotección 

incluyen, como principales componentes los agentes crioprotectores, tanto penetrantes  

como no penetrantes, azucares, lipoproteínas, detergentes, aditivos y antibióticos 

(Johnson y col., 2000; Barbas y Mascarenhas, 2009). 

 

2.3.2.1 Yema de huevo y otros productos derivados  

 

 La yema de huevo es un componente básico que está presente en casi todos los 

diluyentes para refrigeración y congelación, cuyas características protectoras contra el 

frío son conocidas desde los trabajos en 1940 de Phillips y Lardy, que comunicaron los 

efectos beneficiosos de la inclusión de yema de huevo en los diluyentes usados para 
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conservar espermatozoides bovinos a 5 ºC. La yema de huevo desde entonces ha sido 

utilizada rutinariamente con éxito en los diluyentes de congelación de semen de muchos 

animales domésticos y salvajes. Su composición es una mezcla compleja compuesta 

principalmente de 68 % de lipoproteínas de baja densidad (LDL), 16 % lipoproteínas de 

alta densidad (HDL), 10 % de levetelinas y 4 % fosfivitinas (revisado por Dauphas y 

col., 2006). 

 

El mecanismo exacto por el cual la yema de huevo ayuda a preservar los 

espermatozoides durante el proceso de congelación-descongelación, es desconocido 

(Salamon y Maxwell 2000). Sin embargo, se cree que los fosfolípidos, colesterol y 

lipoproteínas de baja densidad de la yema de huevo pueden ser los factores que 

proporcionan protección a los espermatozoides contra el shock por frío, actuando a 

nivel de la membrana celular, manteniendo la motilidad espermática, reduciendo la 

producción del enzima acrosomal hialuronidasa, y manteniendo la integridad de la 

membrana mitocondrial (Thérien y col., 1999; Bergeron y col., 2004) Asimismo, la 

yema de huevo también contiene gránulos y sustancias (lipoproteínas de alta densidad y 

minerales) que pueden interferir en el metabolismo celular reduciendo la motilidad 

espermática (Pace y Graham, 1974). La concentración de yema de huevo utilizada 

habitualmente oscila entre 15 y 30 %, concentraciones superiores o inferiores reducen la 

proporción de espermatozoides con motilidad tras la descongelación en moruecos 

(Salomon y Maxwell 2000) 

 

 Sin embargo, el uso de yema de huevo en los diluyentes de congelación del 

semen no está exento de inconvenientes. Las tres principales desventajas de su 

utilización son: 1) que al ser un componente de origen animal presenta un potencial 

riesgo de contaminación de endotoxinas en las dosis de inseminación artificial, capaces 

de dañar la fertilidad de los espermatozoides (Bousseau y col., 1998); 2) que su 

preparación no es práctica, ya que antes de añadir la yema de huevo en el diluyente el 

usuario tiene que romper el huevo manualmente y aislar cuidadosamente la yema, y 3) 

al ser un producto muy complejo, su composición puede ser extremadamente variable 

entre lotes.  

 

 En los últimos años, ha crecido el interés por el uso de las LDL extraídas de la 

yema de huevo (Moustacas y col., 2011) en los diluyentes de conservación, en lugar de 
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yema de huevo fresco. Es así que Moussa y col. (2002) obtuvieron resultados 

satisfactorios en la congelación de semen de toro cuando sustituyeron la yema de huevo 

por un 8 % (w/v) de LDL, en términos de movilidad y algunas características del 

movimiento espermático. Lamia y col. (2004) confirmaron que la presencia de LDL en 

el diluyente de criopreservación de semen de toro mejoraba la capacidad fecundante 

después de la congelación-descongelación. Igualmente en cerdos, la adición de LDL en 

el medio mejoró la motilidad, la integridad de la membrana plasmática, del acrosoma y 

la integridad del ADN después de la congelacion-descongelacion (Hu y col., 2006; 

2008; Jiang y col, 2007). Sin embargo, otros autores, al utilizar concentraciones de 8, 

12, 16 y 20 % (w/v) de LDL liofilizado en la congelación de espermatozoides ovinos no 

obtuvieron resultados satisfactorios (Moustacas y col., 2011) 

 

 De hecho, las moléculas de LDL y los mecanismos exactos involucrados que 

participan durante la crioprotección de los espermatozoides durante este proceso aún no 

están claros (Hu y col., 2006). Se plantean varias hipótesis para explicar las capacidades  

de crioprotección de las LDLs. En primer lugar, se propone que las LDL se adhieren a 

la membrana plasmática de los espermatozoides formando una película protectora en la 

superficie, proporcionándoles protección mediante la estabilización de su membrana 

durante la congelación (Watson, 1975; Foulkes, 1977; MacDonald y Foulkes, 1981). En 

segundo lugar, se propone que LDLs podrían fusionarse con la membrana plasmática y 

reemplazar los fosfolípidos de la membrana que se pierden o son dañados, aumentando 

así la tolerancia de los espermatozoides al shock de frio durante la congelación (Foulkes 

y col., 1980; Graham y Foote, 1987). En tercer lugar, se propone que las LDLs 

compiten con  los péptidos catiónicos perjudiciales del plasma seminal en la unión a la 

membrana de los espermatozoides (Bergeron y col., 2004.; Bergeron y col., 2005). 

 

 Con el objetivo de concentrar las LDLs, algunos autores están utilizando la yema 

de huevo clarificada, la cual se obtiene a través de un proceso de centrifugación de la 

yema de huevo fresco con la finalidad de separar sus dos fracciones principales: los 

granulos y el plasma (yema de huevo clarificada), el cual se compone principalmente de 

85 % de LDL y 15 % de livetelinas (Anton y col., 2003). La yema de huevo clarificada 

ha sido utilizado como crioprotector no penetrante en diluyentes para semen de caballo 

(Pillet y col., 2011), de toro (Moussa y col., 2002), beneficiando la viabilidad 

espermática post-descongelación, por su alta concentración de LDL y por la eliminación 
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de los componentes de la yema de huevo (gránulos y minerales) que se adhieren a la 

membrana y que tiene un efecto negativo en la motilidad y respiración espermática 

(Pace y Graham, 1974).  

 

 También la utilización de la yema de huevo en polvo, con el objetivo de destruir 

la contaminación bacteriana y de respetar las leyes establecidas para el consumo 

humano (Thibier y Guerin, 2000), al ser un producto que sufre un proceso de 

pasteurización, podría ser un sustituto muy interesante a la yema de huevo fresco, 

incluso reduciendo parcialmente la heterogeneidad de la composición de los lotes. No 

obstante, los trabajos de congelación de espermatozoides con yema de huevo en polvo 

son escasos, salvo el trabajo de Marco-Jimenez y col., (2004), quienes trabajaron con 

yema de huevo fresco y liofilizada en la congelación de semen de moruecos de la raza 

Guirra. En este estudio, los porcentajes de espermatozoides con acrosomas intactos 

fueron similares para ambas yema de huevo, pero se observó un aumento significativo 

en el porcentaje de total de espermatozoides móviles (+9%) cuando los espermatozoides 

habían sido congelados en el diluyente que contiene yema de huevo en polvo. 

 

2.3.2.2. Lecitina de soja 

 

 La lecitina de soja, es un crioprotector de origen vegetal y su uso está 

considerado como una alternativa a la yema de huevo para la criopreservación de 

espermatozoides en diversas especies, ya que contiene alto contenido de LDL. La 

lecitina de soja ha sido estudiada en diversas especies como la ovina (de Paz y col., 

2010; Forouzanfar y col., 2010; Khalifa y col., 2013), bovina (Ricker y col., 2006, 

Stradioli y col., 2007), equina (Aurich y col., 2007), caprina (Vidal y col., 2013; 

Salmani y col., 2013) y en peces (Yildiz, y col., 2013). La adición de lecitina en los 

diluyentes de crioconservación parece no tener ningún efecto citotóxico (Fiume, 2001) 

ni efecto negativo en la motilidad de los espermatozoides (Hong y col., 1986). 

Igualmente, Ricker y col., (2006), describieron el mecanismo de estabilización de la 

membrana espermática de toro, observando la presencia de agregados lipídicos en la 

membrana y el efecto protector en la movilidad, viabilidad y fertilidad ejercido por los 

diluyentes con lecitina de soja como estabilizador de membrana. Actualmente existen 

varios diluyentes comerciales que incluyen en su composición la lecitina de soja y que 

han sido ensayados en distintas especies con resultados dispares como el diluyente 
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Biociphos Plus® en espermatozoides de toro (Muiño y col., 2007), el Bioexell® en 

semen de morueco (Gil y col., 2003b) o el Botu-Crio® en caballo (Papa y col., 2011). 

 

2.3.2.3  Glicerol 

 

 El descubrimiento del glicerol como agente crioprotector se debe a Polge y col. 

(1949) y ha marcado un avance notable en la preservación del semen por medio de la 

congelación. Esta sustancia ocupa simultáneamente la membrana y los compartimentos 

extra e intracelulares (Mazur, 1984). Sin embargo, Amann y Pickett (1987), así como 

Almlid y Johnson (1988), sugieren que su principal efecto crioprotector se ejerce a nivel 

extracelular. Su función a este nivel consiste en aumentar el volumen del medio extra-

celular y la proporción de agua en estado de no-congelación, haciendo disminuir las 

concentraciones de los electrólitos y por tanto, minimizando los “efectos de solución” 

(Mazur, 1984). Además, y mediante la estimulación osmótica de la deshidratación 

celular, el glicerol consigue disminuir el volumen del agua intracelular disponible para 

congelarse (Medeiros y col., 2002). Los efectos sobre la osmolaridad celular no son los 

únicos, el glicerol también parece ejercer un efecto directo en la membrana plasmática 

(Parks y Graham, 1992).  

 

 Por otra parte, existe consenso en que a pesar de que el glicerol protege las 

membranas del espermatozoide durante la criopreservación, también ejerce una cierta 

toxicidad celular (Fahy y col., 1990), produciendo alteraciones en las características 

físicas del citoplasma, en su organización y viscosidad, en la permeabilidad y la 

estabilidad de la membrana plasmática, en la unión no-covalente de las proteínas a la 

superficie del espermatozoide, y en el metabolismo y equilibrio bioenergético 

(Hammerstedt y Graham, 1992). Las alteraciones resultantes pueden mermar la 

fertilidad del espermatozoide, aunque tenga motilidad tras la descongelación (Watson,  

1979).  

 

 No obstante, el glicerol es el crioprotector más comúnmente utilizado en la 

congelación de espermatozoides de mamíferos (salvo algunas excepciones) (Watson, 

1990, 1995; Holt, 2000), recomendándose su utilización a concentraciones de entre 6 y 

9 %. No obstante, la tolerancia al glicerol varía extremadamente entre las especies, 

mientras que en espermatozoides de toro, morueco y caballo se utilizan concentraciones 
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comprendidas entre el 4 y el 9% (Watson, 1990), en el verraco (Watson, 1990, 1995; 

Holt, 2000) o el ratón (Holt, 2000) no es recomendable incluir más de un 3%, o un 

1,75%, respectivamente.  

 

 De hecho, el estrés osmótico se produce a consecuencia de la penetración del 

crioprotector en la célula, lo que depende del grado de permeabilidad de la membrana a 

dicha sustancia (Watson, 1995) y de la temperatura a la que se añade el glicerol. Así, el 

nivel de glicerol incluido en los diluyentes para la congelación de semen de carnero está 

limitado por su toxicidad, la cual depende de las tasas de enfriamiento y congelación, la 

composición del diluyente y el método de adicionar el glicerol (Anel y col., 2003). En la 

congelación de semen por el método lento convencional y usando principalmente 

diluyentes hipertónicos, el rango de glicerol más frecuentemente usado es de 6-8%, ya 

que niveles superiores causan daño a las células disminuyendo su supervivencia (Barbas 

y Mascarenhas, 2009). Respecto a la temperatura a la que el glicerol debe añadirse, 5ºC 

parece dar mejores resultados de supervivencia espermática que la adición a 30ºC, ya 

que a esta temperatura la membrana espermática es más permeable y por lo tanto tiene 

un mayor efecto tóxico (Gao y col., 1997). Sin embargo, varios autores han descrito que 

la dilución del semen en un único paso en el diluyente con glicerol a 30ºC es una 

técnica práctica para congelar semen de carnero (Evans y Maxwell, 1987), aunque la 

eficacia del método dependerá también de otros factores como el contenido de azúcar 

del diluyente (Salomon y Maxwell, 1995). 

 

2.3.2.4. Azúcares 

 

 En pequeños rumiantes, los efectos beneficiosos de los azúcares en los 

diluyentes sobre la viabilidad post-descongelación de los espermatozoides han sido 

descritos en numerosas ocasiones (Aisen y col., 2002; Choe y col., 2006; Bucak y col., 

2007; Tonieto y col., 2010), ya que proporcionan un substrato energético para las 

células durante la incubación, manteniendo la presión osmótica del diluyente y actuando 

como crioprotector (Leibo y Songsasen, 2002). Diferentes estudios parecen demostrar 

que la utilización de diluyentes hiperosmóticos con un gran rango de concentraciones de 

azúcares mejora la integridad de los espermatozoides tras la descongelación. Azúcares 

no penetrantes como la sacarosa, trehalosa, rafinosa o lactosa proporcionan 

hipertonicidad a los diluyentes, causando la deshidratación de las células antes de la 
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congelación, sugiriendo una mayor eficacia de los disacáridos frente a los 

monosacáridos (Aisen y col., 2002, Aboagla y Terada, 2003).  

 

 Sin embargo, otros investigadores demostraron que la adición de disacáridos en 

presencia de glicerol no mejoraba la supervivencia espermática tras la descongelación, 

aunque la inclusión de trehalosa en diluyentes sin glicerol sí parece mejorar la motilidad 

espermática, pudiendo ser utilizada como crioprotector (Molinia y col., 1994), 

promoviendo la deshidratación celular y reduciendo los efectos negativos del reflujo de 

agua durante la congelación y de la formación de cristales de hielo (Aisen y col., 2002; 

2005). Además la trehalosa es capaz de interaccionar con los fosfolípidos y proteínas de 

la membrana proporcionándole una mayor flexibilidad contra el daño celular provocado 

por la congelación (Aisen y col., 2002; Bucak y col., 2007). También su efecto 

crioprotector puede ser atribuido a su actividad antioxidante (Aisen y col., 2005). De 

esta manera, el uso de trehalosa representa una alternativa al glicerol muy interesante 

(Tonieto y col., 2010), a pesar de que el glicerol sea considerado el crioprotector más 

eficaz para rumiantes (Leibo and Songsasen, 2002). 

 

2.3.2.5.  Soluciones Tampones 

 

 La adición de agentes tamponadores a los diluyentes de conservación puede 

ayudar a controlar el pH. Dicho tampón debería tener una gran capacidad tamponadora 

independiente de la temperatura, en el rango del pH del espermatozoide funcional, ser 

atóxico y neutral para las células y no reaccionar con otros componentes del diluyente. 

Entre estos agentes hay una importante variación de rangos y capacidades, pudiendo 

tener un impacto en los sistemas biológicos, actividades enzimáticas, sustratos o co-

factores (Yániz y col., 2005).  

 

 Generalmente, el tampón TRIS (hidroximetil aminometano) y/o citrato son 

incluidos como componentes básicos de los diluyentes de crioconservación espermática 

de los ovinos (Salamon y Maxwell, 2000; Yániz y col., 2008). A pesar de los escasos 

estudios realizados para evaluar otras alternativas a estos tampones en la composición 

de diluyentes semi-sintéticos, existen evidencias que sugieren que la utilización de 

tampones zwitterion podrían mejorar la calidad in vitro de los espermatozoides ovinos 

tras la descongelación (Molinia y col., 1994). No obstante, la adición de este tipo de 
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tampones zwitterion no supuso ningún efecto beneficioso durante el proceso de 

congelación de espermatozoides caprinos (Tuli y Holtz, 1992), aunque estudios mucho 

más recientes, también en caprino, parecen confirmar que dichos tampones, pueden ser 

una buena alternativa para ser incluida en la composición de los diluyentes (Yániz y 

col., 2005), pero de refrigeración.  

 

 De hecho, Graham y col. (1972) ya demostraron que el tampón zwitterionic Tes 

combinado con Tris (TEST) resultó ser el sistema tampón más satisfactorio para 

congelar espermatozoides de toro, sistema también utilizado en otras especies como la 

ovina (Anel y col., 2003) y en la gacela (Garde y col., 2008). De nuevo, hay que tener 

en cuenta las posibles interacciones entre los distintos componentes, ya que pueden 

afectar a la eficacia de los diluyentes como sugirió ya Watson (1979), al describir que el 

efecto protector de la yema de huevo podía variar dependiendo del sistema tampón 

utilizado. 

 

2.3.2.6.  Antioxidantes 

 

 Una manera de reducir los efectos perjudiciales de las ROS podría ser la adición 

de componentes con capacidad antioxidante al diluyente de congelación para bloquear o 

prevenir el estrés oxidativo. Entre los diferentes componentes antioxidantes, la taurina, 

aminoácido sulfatado presente tanto en el fluido epididimario y oviductal, (Álvarez y 

Storey, 1984; Bucak y col., 2007), componentes tioles no proteicos como el glutatión 

(GSH), otros componentes como la cisteamina, la trehalosa y la cisteína (Aisen y col., 

2005; Bucak y col., 2007; 2008), así como la glutamina y el ácido hilurónico (Bucak y 

col., 2009) han sido probado por varios investigadores. 

 

 También el butil hidroxitolueno (BHT), antioxidante sintético fenólico análogo 

de la vitamina E, ha sido utilizado en la crioconservación de espermatozoides de 

diferentes especies, describiéndose efectos beneficiosos por muchos investigadores, 

como Donoghue y Donoghue (1997) en pavos, Anderson y col., (1994) y Shoae y 

Zamiri (2008) en el toro, Roca y col., (2004) en cerdo y Khalifa y col., (2008) en 

espermatozoides caprinos. Estos investigadores reportaron que la inclusión de BHT en 

diluyente mejoró las características de los espermatozoides evaluados después del 

proceso de la refrigeración y/o congelación, a excepción de la inclusión de BHT al 
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diluyente de refrigeración de caballo, donde no pudo influir positivamente en la 

motilidad (Ball y col., 2001). Sin embargo, el mecanismo exacto por el cual el BHT 

protege al espermatozoide durante la crioconservación no está bien estudiado, aunque sí 

se conoce que su efecto en  la prevención de daños a los espermatozoides depende de 

diferentes parámetros, tales como la especie, la concentración de BHT en el diluyente, 

la composición de la membrana espermática, el tiempo de incubación y la composición 

del diluyente básico (Watson y Anderson, 1983; Killian y col., 1989;  Ball y col., 2001; 

Roca y col., 2004).  

 

 También la melatonina parece tener propiedades antioxidantes, proporcionando 

defensas contra el daño oxidativo, especialmente contra la peroxidación lipídica de la 

membrana del espermatozoide (Gavella y Lipovac, 2000), protegiendo además a las 

mitocondrias del daño inducido por la producción de ROS (Paradies y col., 2010). La 

melatonina inactiva a radicales altamente reactivos como es el caso del anión 

superóxido (O2ˉ), peróxido de hidrógeno (H2O2), peroxil (ROO•) y la mayoría de los 

radicales hidroxilos (OH•). La melatonina también estimula las actividades de las 

enzimas involucradas en la metabolización de ROS y preserva la fluidez de la 

membrana celular (Reiter, 2000). De hecho, Hyun-Yong y col., (2006) obtuvieron 

resultados significativamente superiores de motilidad espermática durante la 

conservación in vitro de semen de cerdo con diferentes concentraciones de melatonina. 

También Succu y col., (2011) en semen de morueco demostraron que la suplementación 

de 1 mM de melatonina en el diluyente llevó a mayores tasas de viabilidad, de motilidad 

total y progresiva, así mismo como concentraciones superiores de ATP intracelulares y 

una mayor integridad del ADN en espermatozoides congelados/descongelados. Sin 

embargo, hay opiniones divergentes como la de Tanyildizi y col., (2006) que 

demostraron que la melatonina causó una disminución significativa de la motilidad en 

espermatozoides de toro incubados in vitro o la de Gwayi y col., (2002) que reportaron 

efectos negativos sobre la motilidad progresiva de espermatozoides de rata. 

 

 

2.4. ANALISIS SEMINAL 

 

 El análisis seminal o espermiograma incluye una serie de pruebas que evalúan 

diversos factores o funciones de la célula espermática. Como resultado del análisis 
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seminal podemos calificar a la muestra como apta o no apta para uso en inseminación 

artificial en fresco, refrigerada o crioconservada. 

  

 Como ya ha sido introducido previamente, las técnicas de contrastación del 

semen, tanto para la utilización en investigación como en la práctica, depende todavía 

del análisis seminal rutinario clásico, a pesar de su limitado valor para predecir la 

subsiguiente fertilidad de una muestra (Rodriguez-Martinez, 2003, Gillan y col., 2005; 

Gadea, 2005).  

 

 Sin embargo, el análisis de muchos otros aspectos de los espermatozoides, 

gracias a diferentes avances metodológicos, puede ayudar a identificar el estado de la 

célula espermática en un momento dado y  correlacionarlo con la fertilidad y calidad del 

eyaculado (Graham, 2001; Foote, 2003; Gillan y col., 2005; Gadea, 2005; Rodriguez-

Martinez, 2006; Silva y Gadella, 2006).  Así, se han desarrollado sistemas automáticos 

de análisis de imágenes (CASA) (González-Recio, y col., 2005; David y col., 2007) y 

sistemas basados en la citometría de flujo (Kruger y col., 1999; Axner y  Linde 

Forsberg, 2007), los cuales proporcionan una gran cantidad de información para 

estudiar distintas características del espermatozoide. Así pues, el conocimiento de la 

calidad seminal tras la descongelación permitirá determinar el rendimiento de los 

machos para inseminaciones artificiales y por tanto poder planificar el régimen de 

recuperaciones (Alvarez y col., 2000) 

 

2.4.1. Evaluación de la Motilidad Espermática  

 

 La evaluación de la motilidad es muy sencilla y por eso es uno de los parámetros 

más utilizados. La motilidad es necesaria para el transporte de los espermatozoides en el 

tracto reproductivo femenino y para atravesar todas las cubiertas del ovocito. Se puede 

evaluar subjetivamente (motilidad masal y la motilidad individual) u objetivamente 

mediante sistemas computarizados de análisis (CASA), pero la más utilizada y a su vez 

la más simple es la valoración visual de la motilidad masal que refleja el movimiento de 

las células espermáticas en su conjunto. Ésta es una valoración que requiere de una 

elevada concentración espermática para que las ondas y remolinos se hagan visibles, 

siendo empleada a nivel práctico en el análisis de semen de rumiantes menores (Aisen y 

Veturino,  2004). La motilidad individual se obtiene utilizando mediante observación en 
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microscopio óptico a 100-400 aumentos de una gota seminal (generalmente diluida) 

dispuesta entre portaobjeto y cubreobjeto. Valoramos de forma subjetiva tanto el 

porcentaje de espermatozoides motiles, el porcentaje de espermatozoides con 

movimiento progresivo y la calidad del movimiento (González Urdiales y col., 2006).   

 

 Para desarrollar el análisis objetivo de la motilidad, numerosos investigadores 

(Glover, 1968; Katz y Dott, 1975; Amann y Hammerstedt, 1980; Katz y Overstreet, 

1981; O´Connor y col., 1981) han dedicado mucho trabajo y recursos para intentar 

eliminar la subjetividad inherente a la evaluación microscópica de la calidad del semen. 

Fruto de estas investigaciones fue el desarrollo de los sistemas informatizados para el 

análisis de la motilidad espermática. Desde que se introdujeron en el mercado a 

principios de los años 80, originalmente para la evaluación de semen humano, los 

sistemas CASA (Computer Assisted Sperm Analysis) se han ido perfeccionando y 

modernizando, a la vez que su precio se ha ido haciendo también más asequible. En 

consecuencia, comenzaron a utilizarse cada vez con más frecuencia en veterinaria, 

especialmente en las especies bovina y equina, tanto en el ámbito de la investigación 

como en el de la industria, en los centros de IA.  

 

 Aunque los principios básicos utilizados para el análisis de las imágenes 

digitalizadas son similares en los diferentes sistemas CASA que existen en el mercado, 

hay diferencias apreciables en sus sistemas ópticos, técnicas de captura de imagen y 

reconocimiento espermático, algoritmos utilizados para la reconstrucción de trayectorias 

y determinación de las medidas cinéticas, así como también en el manejo y análisis de 

los datos, y consecuentemente, en los resultados finales. (Davis y Katz, 1993; Davis y 

Siemers, 1995; Irving, 1995; Krause, 1995; Mortimer, 2000; Verstegen y col., 2002). 

     

El uso de sistemas CASA para la contrastación rutinaria de las dosis seminales 

ofrece notables ventajas, pero también posee algunos inconvenientes. Uno de los 

principales es que no existe una estandarización y optimización de los equipos y de los 

procedimientos empleados en los análisis (Verstegen y col., 2002). Los diferentes 

laboratorios trabajan con distintos equipos, y las características técnicas difieren de unos 

a otros, lo cual provoca que los resultados facilitados por los distintos centros para los 

mismos parámetros sean muy dispares. No obstante, los programas diseñados para estos 

equipos incluyen una serie de parámetros descriptores del movimiento espermático que 
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son comunes a todos los sistemas CASA (Boyers y col., 1989; Farell y col., 1995) y que 

se describen brevemente en la siguiente tabla.  

 

Tabla 1. Parámetros cinéticos medidos por los sistemas CASA (Tomado de Tejerina, 

2007). 

 

PARAMETRO Unidad DEFINICIÓN 

Velocidad curvilínea (VCL) μm/s Velocidad media de la cabeza espermática a lo 

largo de su trayectoria real. 

Velocidad rectilínea (VSL) μm/s Velocidad media de la cabeza espermática a lo 

largo de la línea recta que une la primera y 

última posición de la trayectoria curvilínea. 

Velocidad media (VAP) μm/s Velocidad promedio de la cabeza del 

espermatozoide en su trayectoria media. 

Índice de linealidad (LIN) % Linealidad de la trayectoria curvilínea 

(VSL/VCL)x100 

Índice de rectitud (STR) % Rectitud de la trayectoria media 

(VSL/VAP)x100 

Amplitud del desplazamiento 

lateral de la cabeza del 

espermatozoide (ALH) 

μm Desplazamiento efectuado por la cabeza del 

espermatozoide en su trayectoria curvilínea de 

un lado a otro de la trayectoria media 

Frecuencia de batido (BCF): Hz Nº de veces que la cabeza del espermatozoide 

cruza la dirección de movimiento 

      

Entre los principales factores que afectan a los resultados obtenidos con el 

CASA, existen una serie de consideraciones prácticas y biológicas de las que depende el 

resultado final de estos parámetros. Según Verstegen y col. (2002), la temperatura es, 

desde hace tiempo conocida por su transcendencia para el análisis subjetivo de la 

movilidad, habiéndose demostrado, igualmente, que los resultados de los parámetros 

cinéticos están fuertemente condicionados por ella. Así la temperatura recomendada por 

el grupo ESHRE (1998), es la temperatura corporal de la especie de origen del semen 

analizado.  

 

 También la concentración de la muestra es considerada como uno de los 

parámetros que más condiciona los resultados de las características cinéticas 
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espermáticas. Para Pedigo y col., (1989), el uso de concentraciones elevadas esta 

inversamente correlacionado con la variabilidad de los resultados. Este efecto, en 

principio beneficioso para la precisión de los datos obtenidos, se ve contrarrestado por 

la significativa influencia que ejercen las altas concentraciones en los resultados 

cinéticos. Existe una correlación positiva entre la concentración de la muestra y el 

porcentaje de motilidad individual de la misma, fruto de la cual se produce una 

sobreestimación artificial de dicho parámetro (Welzels y col., 1993). Esto es debido a 

las colisiones de las células espermáticas entre sí, provocando la adquisición de 

movimiento por parte de las células inmóviles que han sufrido una colisión.  

 

 Igualmente los parámetros cinéticos se ven condicionados por las características 

y composición de los medios en los se diluyen los espermatozoides (Farrell y col., 1996; 

Rijsselaere y col., 2003). Por lo tanto, sólo se pueden comparar los resultados de dos 

muestras si ambas están diluidas en el mismo medio. Además, la cámara de recuento 

utilizada puede producir errores sistemáticos en los análisis mediante los sistemas 

CASA, influyendo sobre los patrones cinéticos de las células espermáticas (Sherins, 

1991; David y Katz, 1993). La elección de la cámara a utilizar es básica para la 

realización de una correcta medición. En la mayoría de los laboratorios se ha venido 

utilizando una cámara de solo 10 μm de profundidad, la Makler (Blanco, 1998), que 

limita la distribución de los espermatozoides a un única capa. Las recomendaciones, 

tanto del ESHRE (1998) como de otros autores (Verstegen y col., 2002), apuntan a la 

necesidad de utilizar cámaras de recuento entre 10 y 20 μm de profundidad. 

 

Por otra parte, el número de células espermáticas necesarias para caracterizar el 

total de la población ha sido siempre uno de los planteamientos más discutidos en la 

práctica andrológica. La mayoría de laboratorios realizan el análisis cinético sobre 100 o 

200 espermatozoides elegidos al azar en varios campos, obteniendo coeficientes de 

variación entorno al 10%, usando concentraciones de 50 millones de espermatozoides 

por mililitro (Tejerina, 2007) 

       

No obstante, a pesar de que los sistemas CASA nacieron con el fin de evitar la 

subjetividad en el análisis provocada por la valoración visual directa, los resultados 

obtenidos siguen sufriendo variaciones en función del técnico que realice el análisis. 

Así, en un estudio de Holt y col., (1994b), en el que una misma muestra era analizada 
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por varios técnicos (con diverso grado de experiencia) en 5 modelos diferentes de 

sistemas CASA, se pudo constatar, que para todos los parámetros evaluados la 

variabilidad interna del modelo fue mayor que entre modelos, indicando que las 

diferencias en manejo de la muestra y la experiencia del técnico fueron fuentes de 

variación más significativas que los sistemas CASA por sí mismos. Esta apreciación se 

repitió en el estudio llevado a cabo por Farrell y col., (1995), al evaluar dos sistemas 

CASA idénticos. A consecuencia de estos resultados, la especialización y el 

entrenamiento del personal dedicado al manejo de estos equipos son unos de los 

aspectos que más importancia acaparan en los trabajos que describen la correcta 

utilización de la nueva tecnología (ESHRE, 1998; Krause y Viethen, 1999; Verstegen y 

col., 2002). 

 

2.4.2  Evaluación de la Morfología Espermática  

 

 El estudio de la morfología espermática es otra prueba determinante de la 

calidad de un eyaculado, permitiendo además detectar alteraciones en la 

espermatogénesis y en la  maduración epididimaria, lo cual, puede resultar muy útil a la 

hora de eliminar reproductores con baja calidad seminal, cuando estas anomalías 

indiquen patologías genitales mayores. Al igual que en la valoración subjetiva de la 

motilidad, la correlación de los resultados obtenidos en la valoración morfológica del 

semen con la fertilidad varía ampliamente en función del estudio que tomemos en 

cuenta, describiéndose valores entre r = 0,06 a r = 0,86 (Rodríguez-Martínez, 2003). 

Para realizar este análisis disponemos de un amplio abanico de tinciones de las 

extensiones espermáticas para su posterior observación en un microscopio óptico como 

son las tinciones simples tipo eosina-nigrosina, azul de metileno, rosa de bengala o la 

hematoxilina que proporcionan una distribución homogénea del colorante en el interior 

de la célula, permitiéndonos así diferenciar el contorno de la misma, al tener un buen 

contraste con el fondo del campo de visión. También disponemos de las tinciones 

dobles (Giemsa, William, Papanicolau) que buscan visualizar partes específicas del 

espermatozoide (García-Artiga y col., 1994). 

 

 De hecho, podemos realizar un análisis morfométrico a partir de tinciones 

clásicas o mediante el uso de sistemas informatizados conocidos por su acrónimo en 

inglés como ASMA, aunque por el costo del equipamiento y su lentitud, su uso queda 
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restringido principalmente a trabajos de investigación (García-Herreros y col., 2006). 

Inicialmente, y hasta la actualidad, en numerosos laboratorios la evaluación morfológica 

de los espermatozoides se realiza “manualmente”. Sin embargo, este método ha 

demostrado ser problemático y constitutivo de limitaciones. Es conocida la existencia 

de variaciones importantes entre técnicos y laboratorios que hacen difícil la exacta 

interpretación y comparación de resultados (Verstegen y col., 2002). Actualmente se 

han desarrollado sofisticados sistemas informatizados que permiten el análisis objetivo 

de la morfología/morfometría principalmente de la cabeza del espermatozoide, 

revelando sutiles diferencias que no son detectables visualmente (Ramos y col., 2002). 

Estos sistemas comprenden un complejo proceso con diferentes etapas: preparación de 

la muestra, adquisición de las imágenes y por último, procesado y análisis de datos 

(Verstegen y col., 2002). 

 

 La totalidad de los programas morfométricos realizan la medición de los 

siguientes parámetros de la cabeza espermática: 

 

  Longitud (L): Medida, en μm, del eje mayor de la cabeza del espermatozoide. 

  Anchura (W): Medida, en μm, del eje menor de la cabeza del espermatozoide. 

  Perímetro (P): Longitud, en μm, de la frontera externa entre la zona identificada        

     como cabeza y el fondo. 

  Área (A): Suma, en μm2, de las áreas del grupo de píxeles que el software ha           

        identificado como cabeza. 

 

 En algunos sistemas ASMA, como en el Sperm Class Analyzer® o el Integrated 

Semen Analysis System®, realizan el cálculo de 4 parámetros adicionales, indicativos de 

la forma del espermatozoide como es la Elipticidad (L/W), la Rugosidad (4ПA/P2), la 

Elongación: (L-W)/(L+W) y la Regularidad: (ПLW/4A). Con el sistema ISAS®, es 

posible realizar el estudio morfométrico de la pieza intermedia (Hidalgo y col., 2005), 

midiendo los siguientes parámetros: Anchura de la pieza intermedia (μm), Área de la 

pieza intermedia (μm2), Distancia, en μm, entre el eje mayor de la cabeza y la inserción 

de la pieza intermedia y Ángulo de divergencia de la pieza intermedia con respecto al 

eje mayor de la cabeza. También estos sistemas de análisis morfométrico han mostrado 

su validez en el análisis del núcleo del espermatozoide definiéndose nuevos parámetros 

para caracterizar dicha estructura (Ramos y col., 2002) en la especie bovina.  
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 Sin embargo, los sistemas ASMA tampoco están exentos de importantes fuentes 

de variación en las medidas morfométricas realizadas. Algunas de estas fuentes de 

variación son originadas por los mismos equipos de captura y análisis, variaciones que 

se derivan del tipo de software de análisis, empleando algoritmos diferentes entre los 

distintos sistemas CASA comerciales para la segmentación de la cabeza espermática y 

su posterior medida. Incluso dentro del mismo equipo se observan diferencias en los 

resultados dependiendo del modo de funcionamiento (automático, semiautomático o 

manual) (Goulart y col., 2003). También hay fuentes de variación derivadas del sistema 

de captura como puede ser la intensidad de la fuente de iluminación, parámetro 

determinante en el contraste entre el espermatozoide y el fondo de la imagen, por tanto 

influye de forma decidida en la segmentación de la cabeza y en el consecuente cálculo 

de los parámetros morfométricos (Sancho y col., 1998; Verstegen y col, 2002). Es obvio 

que la magnificación empleada juega un papel condicionante de los resultados finales, 

consiguiéndose el mejor grado de detalle y exactitud con el mayor aumento disponible. 

El problema de tal planteamiento es que cuanto mayor sea la magnificación con la que 

estemos trabajando, menor será el número de células por campo, por tanto, será 

necesario analizar un mayor número de campos y se prolongará el tiempo de la captura 

(Gravance y col., 1997).  

 

 La elección de las condiciones en que se realiza el análisis puede determinar 

cambios significativos en la morfología observada: así, cuando son teñidos, utilizando 

preparaciones en seco o fijándolos, la osmolaridad de la solución y si el espermatozoide 

es refrigerado o congelado (Gravance y col., 1998). También, en función del agente 

fijador que añadamos a la muestra seminal previamente a la extensión en el 

portaobjetos, se puede modificar las dimensiones de la cabeza espermática, lo que 

conlleva la obtención de resultados diferentes, y por tanto la imposibilidad de 

compararlos cuando utilizamos agentes distintos. Incluso la tinción es un factor 

determinante a la hora de conseguir un adecuado contraste entre la cabeza espermática y 

el fondo de la imagen, por tanto está directamente implicada. El primer condicionante a 

la hora de elegir la sustancia colorante es que las tinciones son especie-dependientes 

(Gravance y col., 1995; 1997); y en segundo lugar, de todas aquellas sustancias aptas 

para una especie en concreto, deberemos elegir aquellas que mejor se adapten a los 

algoritmos de segmentación del programa ASMA utilizado. 
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 En andrología humana se han utilizado infinidad de tinciones, la WHO (1999) 

recomienda la técnica de Papanicolau (al igual que para la valoración subjetiva), aunque 

su utilización no es muy común en los trabajos de investigación. Han sido utilizadas de 

forma esporádica la hematoxilina (Davis y col., 1992) y la tinción de Shorr (Wang y 

col., 1991), aunque los más utilizados son los kits comerciales como el Hemacolor® 

(Pérez-Sánchez y col., 1994; Goulart y col., 2003) o el Diff-Quick® (Coetzee y col., 

1999), siendo precisamente esta última combinación de tinciones, la descrita en 

distintos estudios comparativos como el más idóneo tanto para el análisis convencional 

(Harrison y col., 1989), como para el morfométrico informatizado (Coetzee y col., 

2001b). 

 

 En las especies de interés ganadero, los colorantes empleados han sido muy 

diversos. Por ejemplo, en el semen de toro se han empleado agentes colorantes tan 

exóticos como el azul de toloudina (Beletti y col., 2005), o asociaciones tan 

convencionales como la Hematoxilina con Rosa de Bengala, mostrándose superior a la 

Hematoxilina en solitario cuando las extensiones eran analizadas con el sistema 

CellMorf® (Gravance y col., 1996). A la misma conclusión se llegó, en este caso, 

analizando espermatozoides de morueco (Gravance y col., 1998). Sin embargo, Sancho 

y col., (1998), prefieren emplear el kit comercial Hemacolor® en la valoración 

morfométrica en la especie ovina. En el caso del caprino, la tinción óptima para trabajar 

con el sistema Cell-Form® es la Hematoxilina (Gravance y col., 1995), mientras que 

para el SCA® es el Diff-Quick® (Hidalgo y col., 2006), situación que se repitió al 

analizar espermatozoides de ciervo empleando el mismo equipo (Soler y col., 2005).  

 

 Como en el caso de la motilidad, la elección del número idóneo de células a 

analizar para caracterizar morfológica o morfométricamente una población espermática, 

no tiene una respuesta sencilla (Kuster y col., 2004), más aún en este caso, ya que un 

número excesivo de espermatozoides a capturar por muestra puede suponer un 

prolongado tiempo de análisis (Gravance y col., 1995). La WHO (1999) recomienda, al 

menos, capturar 200 células espermáticas. Sin embargo en estudios llevados a cabo con 

diversas especies/equipos [ovino/CellMorf (Gravance y col., 1995); caprino/CellMorf 

(Gravance y col., 1995); porcino/SCA (Tejerina y col., 2005); equino/SCA(Hidalgo y 

col., 2005)], se ha demostrado que no hay diferencias en los resultados de los 

parámetros morfométricos entre tamaños muestrales de 100 y 200 espermatozoides 
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capturados. Incluso utilizando el sistema ISAS y la tinción hematoxilina en semen de 

verraco, se podría reducir el número de células capturadas a solo 50, sin existir 

diferencias significativas con los resultados de tamaños muestrales mayores (García-

Herreros y col., 2006). 

 

2.4.3. Análisis de la integridad de la membrana citoplasmática  

 

 La membrana citoplasmática es una de las estructuras más seriamente afectadas 

por el proceso de congelación-descongelación, siendo su análisis indispensable ya sea 

con una finalidad investigadora o comercial (Nagy y col., 2003, 2004; Peláez y col., 

2006), desarrollándose una amplia gama de pruebas para estudiar su estado. Podemos 

realizar una evaluación morfológica utilizando óptica de contraste diferencial de 

interferencia o Nomarski, así como microscopia electrónica (de barrido o de 

transmisión), si bien estas técnicas aportan información parcial y/o son tediosas y de 

alto costo (Rodríguez-Martínez, 2005). Las técnicas tintoriales son las más ampliamente 

utilizadas en la valoración de la membrana citoplasmática, tanto las convencionales, 

como las fluorescentes. Las tinciones convencionales se basan en el principio de que los 

espermatozoides con la membrana plasmática intacta (vivos) presentan mecanismos de 

permeabilidad selectiva que impiden la entrada del colorante, mientras que en aquellos 

donde existe ruptura de la membrana, y no existan estos mecanismos, el colorante 

penetrará y la célula se teñirá (Watson, 1990). Ejemplos de estas tinciones, son la 

eosina/nigrosina, azul tripán, verde rápido/eosina, eosina/azul de anilina o el amarillo de 

naftol/eritrosina (García-Artiga y col., 1994; Rodríguez-Martínez, 2005).  

  

 No obstante, el uso de esta metodología acarrea una serie de complicaciones 

como la aparición de espermatozoides parcialmente teñidos que dificulta la 

interpretación de su status (Watson, 1990); o como en el caso de analizar semen 

criopreservado el glicerol puede aumentar la permeabilidad de la membrana de los 

espermatozoides no dañados, incrementándose la población de espermatozoides con la 

membrana dañada artificialmente (Mixner y Saroff, 1954, citados por Peláez, 2003). 

También la eosina, una de las tinciones más empleadas, al usarse a concentraciones 

citotóxicas puede igualmente subestimar la proporción de espermatozoides vivos 

artificialmente (Woelders, 1990).  
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 Con la aparición de fluorocromos capaces de determinar con mayor objetividad 

el estado de integridad de la membrana, las tinciones clásicas se han desechado como 

técnica de elección para valorar este parámetro; así se han desarrollado una gran 

variedad de protocolos basados en la utilización de tinciones fluorescentes. Estas 

sustancias se clasifican en dos grupos principales en función de su mecanismo de 

acción. Así, las tinciones de membrana impermeable sólo son capaces de atravesar las 

membranas plasmáticas dañadas o degeneradas, y por tanto permite identificar a las 

células muertas o en proceso de degeneración. Por otra parte, las tinciones de membrana 

permeable son capaces de atravesar membranas celulares intactas y por tanto permiten 

identificar la población de células viables (Garner y col., 1986). 

 

 Uno de los fluorocromos más utilizados para identificar células muertas es el 

Ioduro de propidio (PI). Este compuesto entra en espermatozoides con la membrana 

plasmática dañada, se une al núcleo y, al ser excitado por la longitud de onda apropiada 

(510-560 nm), emite fluorescencia roja. Además del PI, existen otros marcadores 

fluorescentes específicos para células muertas cuyo mecanismo de acción es similar, 

como por ejemplo, el Hoechst 33258 (Keeler y col., 1983; Pintado y col., 2000), el 

bromuro de etidio (Evenson y col., 1982) o la hidroetidina (HED) (Ericsson y col., 

1989), entre otros. 

 

 Otro fluorocromo ampliamente utilizado, en este caso para identificar 

espermatozoides vivos, es el SYBR-14, que es capaz de atravesar membranas intactas y  

unirse al ADN de los espermatozoides (Garner y col., 1986; Silva y Gadella, 2006). 

Presenta algunas ventajas con respecto a los fluorocromos basados en la actividad 

esterasa intracelular, siendo una molécula más estable, al no tener que sufrir una 

transformación enzimática para poder actuar, y unirse específicamente al ADN del 

espermatozoide, lo que supone que toda partícula que no contenga dicho material 

genético no se va a marcar, y por tanto quedará descartada del análisis. El SYBR-14 

suele utilizarse en combinación con PI (Gillan y col., 2005), y de esta forma se pueden 

distinguir tres poblaciones espermáticas: una de ellas constituída por células muertas o 

en estado de degeneración, cuyas membranas plasmáticas son permeables al PI, y por 

tanto emiten fluorescencia roja, la otra constituída por espermatozoides viables, cuyas 

membranas intactas son impermeables al PI pero dejan entrar el SYBR-14, y por tanto 

emiten fluorescencia verde y una tercera subpoblación celular que será aquella 
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compuesta por espermatozoides con daños menores de membrana en los que el IP 

comienza a sustituir al SYBR-14, por lo tanto presentan tanto florescencia verde como 

roja, se clasifican como espermatozoides dañados o moribundos. 

 

 Un fluorocromo, con un mecanismo de acción similar al del SYBR-14, capaz de 

identificar espermatozoides vivos, es el Hoechst 33342. Este compuesto también entra 

en células vivas y se une al ADN espermático, sin embargo, su uso está limitado por la 

longitud de onda de su espectro de excitación que está en el rango UV. La mayoría de 

los citómetros disponen de un laser con una longitud de onda de 488 nm, y para evaluar 

las muestras marcadas con Hoechst 33342, es preciso disponer de un láser de menor 

longitud de onda. 

 

Con respecto a la correlación entre la viabilidad espermática y la capacidad 

fecundante de las dosis seminales hay discrepancia entre los autores. Decuadro y col., 

(2002) y Christensen y col., (2004) hablan de una correlación elevada entre la viabilidad 

espermática y la capacidad fecundante de las dosis, siempre que se respete una 

concentración espermática mínima por pajuela. Sin embargo, Graham (2001) observó 

que la viabilidad espermática apenas se correlacionaba con la fertilidad.  

 

 Un último aspecto a evaluar de la membrana plasmática es la funcionalidad de la 

misma. El Test de endósmosis (hypoosmotic sweelling test, HOST) evalúa el 

hinchamiento y enrollamiento que se produce en el flagelo de las células con una 

membrana íntegra, a consecuencia de la entrada y acumulación de agua a ese nivel; 

mientras que los espermatozoides con la membrana física o funcionalmente dañada no 

experimentarán cambios en la forma de su flagelo (Pérez-Llano y col., 1999). Esta 

prueba ha sido utilizada en el análisis de espermatozoides de diversas especies como el 

hombre, perro, caballo, cerdo y rumiantes, tratándose de un método sencillo en el que se 

incuba la muestra seminal generalmente durante 30 a 60 minutos en un medio con una 

presión osmótica, comprendida, entre 50 y 150 mOsm/kg a 37ºC. Los valores obtenidos 

en esta prueba se correlacionan con otros parámetros de calidad seminal como la 

motilidad, la viabilidad o la morfología (Jeyendran y col., 1984; Rodríguez-Gil y col., 

1994; Vázquez y col., 1997; Pratap y col., 2000). Por otra parte, presenta una elevada 

correlación con el test de penetración en ovocitos de hámster en semen humano 

(Jeyendran y col., 1984). En humanos se ha encontrado una correlación elevada entre 
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los resultados de HOST y los obtenidos en fecundación  “in vitro” (Zaneveld y 

Jeyendran, 1990). 

 

2.4.4.  Análisis de la funcionalidad mitocondrial 

 

 Para evaluar la actividad mitocondrial, el fluorocromo Rodamina 123 fue el 

primero que se utilizó en espermatozoides humanos, y posteriormente en los de otras 

especies domésticas (Evenson y col., 1982; Anger y col., 1989; Graham y col., 1990). 

Este fluorocromo penetra y se acumula en el interior la matriz mitocondrial produciendo 

una fluorescencia verde si la mitocondria desarrolla el proceso de respiración de forma 

activa pero no nos indica la intensidad del mismo (Graham, 2001; Gillan y col., 2005). 

En cambio, el 5,5,6,6´-tetracloro-1,1´,3,3´ioduro tetraetilbezimidazolilcarbocianina 

conocido también como JC-1, es una sustancia que atraviesa de forma selectiva las 

membranas mitocondriales en su forma monomérica para indicarnos si las mitocondrias 

son metabólicamente activas, además nos permite diferenciar mitocondrias que 

muestran un potencial de membrana alto de las que tienen un potencial bajo o medio y, 

en consecuencia, nos da una estimación más rigurosa de la función metabólica de las 

mitocondrias que otros colorantes. Cuando las mitocondrias tienen un potencial de 

membrana alto, el JC-1 forma agregados y tiene un pico de emisión a una longitud de 

onda del rojo-naranja (590nm). Este fenómeno depende de la concentración del 

colorante, del pH, de la fuerza iónica y de la temperatura. En cambio, cuando el 

potencial de membrana es bajo, el JC-1 se encuentra en forma de monómero y emite 

fluoresencia verde (510-520nm) (Peña y Rodriguez, 2006) 

 

 También existen las tinciones comerciales especificas para mitocondrias Mito 

Traker®, una de ellas el Mito Traker® deep red, cuyas moléculas se difunden a través 

de la membrana plasmática y se unen específicamente a los lípidos de membrana de las 

mitocondrias funcionales (Keij y col., 2000; Fraser y col., 2001), pero no son retenidas 

por las mitocondrias que presentan un potencial de membrana alterado. Las principales 

ventajas que ofrece Mito Traker® deep red frente a otros fluorocromos específicos para 

mitocondrias son su gran especificidad (Sutovsky y col., 1999) y fotoestabilidad (Poot y 

col., 1996), y su elevada sensibilidad al ser incorporado en distintos protocolos de doble 

y triple marcaje (Sutovsky y col., 1999). 
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2.4.5. Análisis de la integridad acrosomal 

 

      La integridad estructural del acrosoma es un requisito indispensable para que el 

espermatozoide sea capaz de unirse de forma efectiva al ovocito y se lleve a cabo la 

fecundación (Yanagimachi, 1994). La pérdida de dicha integridad previamente al paso 

por el aparato reproductor femenino o en una fase temprana de tránsito por él, supondrá 

una irremediable pérdida de la capacidad fecundante del espermatozoide (Woelders, 

1990; Silva y Gadella, 2006). 

 

 La integridad acrosomal puede ser valorada por numerosos procedimientos 

(Topfer-Petersen y col., 1984), pero cuando se utiliza citometría de flujo como método 

de análisis, el más común es el uso de una lectina conjugada con un fluorocromo 

(Graham. y col., 1990; Cheryl y col., 1997; Maxwell y col., 1997). Entre todas las 

lectinas disponibles comercialmente, las más frecuentemente utilizadas son la PNA 

(peanut agglutinin), que se une específicamente a la membrana acrosomal interna de los 

espermatozoides (Farlin y col., 1992; Flesch y col., 1998; Guillan y col., 2005), y la 

PSA (pisum sativum agglutinin), que se une a la matriz acrosomal y a la membrana 

acrosomal externa (Mortimer  y col., 1987; Flesch y col., 1998; Szasz y col., 2000). El 

uso de lectinas conjugadas con un fluorocromo, como por ejemplo fluoresceína (FITC) 

o ficoeritrina (PE), permite detectar aquellos espermatozoides que tienen la membrana 

acrosomal dañada, lo cual posibilita el paso de la lectina, y por tanto del fluorógeno, al 

interior del compartimento acrosomal (Graham y col., 1990; Nolan y col., 1995). 

 

 Otras técnicas para identificar la presencia de alteraciones acrosomales, son las 

técnicas de inmunofluorescencia indirecta con anticuerpos mono o policlonales, 

conjugados con colorantes fluorescentes; siendo específicos de proteínas de la 

membrana acrosomal (como la CD46) o de la matriz acrosómica (Gonzalez Urdiales y 

col., 2006). 

 

 Para valorar simultáneamente el estado del acrosoma y la viabilidad espermática 

se pueden combinar tres fluorocromos. Por ejemplo, Nagy y col., (2003) desarrollaron 

una triple tinción para espermatozoides bovinos, en la que combinaban el uso de SYBR-

14 y PI, para evaluar la viabilidad espermática, con la lectina PNA marcada con 

ficoeritrina (PE-PNA), que tiñe en naranja los acrosomas dañados. Esta triple tinción 
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genera la aparición de cuatro poblaciones espermáticas: 1) espermatozoides vivos con el 

acrosoma intacto (positivos a SYBR-14 y negativos a PE-PNA), 2) espermatozoides 

vivos con el acrosoma dañado (positivos a SYBR-14 y positivos a PE-PNA), 3) 

espermatozoides muertos con el acrosoma intacto (positivos a PI y negativos a PE-

PNA) y 4) espermatozoides muertos con el acrosoma dañado (positivos a PI y a PE-

PNA).  

 

2.4.6. Análisis espermático mediante Citometría de flujo  

 

 Por último especial atención merece el uso de los citómetros de flujos para el 

análisis seminal. La citometría de flujo es una técnica que consiste en el análisis rápido 

de células individualizadas y orgánulos subcelulares, suspendidos en un flujo laminar, 

sobre los que incide un rayo láser. El análisis de la desviación del haz de luz, de su 

intensidad y de la fluorescencia que emiten los distintos fluorocromos con los que 

podemos marcar las células nos da información sobre el estado funcional, presencia o 

ausencia de determinados antígenos, pH, estado Redox, etc. Otra gran ventaja de esta 

técnica es que permite evaluar un gran número de espermatozoides en muy poco 

tiempo, entre 5.000 y 10.000 espermatozoides pueden ser evaluados en solamente 1 

segundo, lo que permite, detectar ligeras diferencias entre eyaculados o estudiar la 

distribución de subpoblaciones espermáticas en los mismos (Peña y Rodríguez,  2006). 

 

 Así pues, la citometría de flujo se presenta como uno de los métodos de gran 

valor en la predicción de la fertilidad (Silva y Gadella, 2006), ya que nos permite poder 

evaluar desde la integridad y funcionalidad de las membranas espermáticas plasmática y 

acrosomal, del ADN espermático, de la actividad de las mitocondrias hasta la fluidez de 

la membrana y la producción de ROS entre otras características, lo que determinará la 

existencia de distintas subpoblaciones en función de los parámetros evaluados, 

favoreciendo el estudio de la importancia de cada una de estas subpoblaciones en el 

éxito de la fecundación. 
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3.  OBJETIVOS 
 
 
El principal objetivo de la presente tesis doctoral es la optimización de la crioconservación 

espermática ovina para la creación de un banco de semen de las razas autóctonas catalanas 

Xisqueta y Aranesa en peligro de extinción. 

 

Con este fin se plantearon los siguientes objetivos parciales: 

 

1. Estudiar diferentes alternativas a la yema de huevo fresca en la elaboración de los 

medios para reducir la heterogeneidad y contaminación microbiológica, así como 

algunos de sus componentes que interfieren negativamente en su capacidad 

crioprotectora, analizando el efecto de diferentes tipos de yema de huevo (fresca, en 

polvo y clarificada) en la viabilidad, motilidad, integridad acrosomal, funcionalidad 

mitocondrial y morfometría de los espermatozoides durante todo el proceso de 

refrigeración y crioconservación. Paralelamente también se estudió el efecto de la 

eliminación del plasma seminal y la edad del donante. 

 

2. Valorar la posibilidad de elaborar diluyentes libres de crioprotectores de origen 

animal y de composición definida mediante el uso de la lecitina de soja o el butil 

hidroxitolueno (BHT). 

 
3. Analizar la eficacia de dos sistemas tampón como son el TRIS y TEST en los 

medios de conservación a base de yema de huevo en polvo o de lecitina de soja, 

junto con la suplementación o no de BHT como antioxidante en la refrigeración y 

criopreservación de espermatozoides ovinos. 

 

4. Determinar la concentración óptima del antioxidante BHT en el medio de 

conservación, valorando la adición de diferentes concentraciones (0.6mM, 2.0mM y 

5.0mM).  
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5. Analizar el efecto de la presencia de plasma seminal en el diluyente y estudiar la 

necesidad o no de su eliminación, valorando el posible efecto ejercido por el método 

de lavado o centrifugación en los diferentes parámetros de calidad seminal de los 

espermatozoides durante todo el proceso de refrigeración y crioconservación. 

 
6. Analizar la inclusión de antioxidantes en los medios de conservación (BHT vs 

melatonina) y la aplicación de implantes de melatonina en los sementales fuera de la 

época reproductiva.  

 
7. Analizar el efecto del individuo o donante sobre la criopreservación de semen de 

morueco. 

 
8. Valorar el posible efecto de la edad del donante y fotoperiodo durante la recolecta 

del semen e inclusión de BHT como antioxidante mediante la recopilación de los 

resultados obtenidos a lo largo de toda la fase experimental. 
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4.  CAPITULOS 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.1. CAPITULO I 

 

Efecto del tipo de yema de huevo utilizada y la presencia de 

plasma seminal en los diluyentes sobre la crioconservación de 

semen de morueco de distintas edades. 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 



ABSTRACT 

The main objective of this first chapter was to reduce the heterogeneity and the potential 

risk of microbiological contamination on ram semen cryopreservation by replacement of 

fresh egg yolk by pasteurized powered egg yolk. Simultaneously, we studied also the effect 

of fresh clarified egg yolk obtained by centrifugation of fresh egg yolk twice at 10.000xg 

for 45’ at 4ºC in order to increase the proportion of LDL’s in the extenders. In addition, we 

assessed the effect of seminal plasma and age of the donors (1 year vs 2 years old) on sperm 

freezability. Briefly, fresh ejaculates from 8 rams (4 of Xisqueta and 4 of Aranesa breed) 

were collected by artificial vagina in autum during two consecutives years. Immediately 

after collection, the ejaculates were mixed in equal quantities and the pooled semen was 

split into two samples. One sperm sample was washed by centrifugation and then the pellet 

was split into three equal aliquots and re-suspended in an extender containing 15% (v/v) of 

different type of egg yolk (powered, fresh or fresh clarified) supplemented with 5% 

glycerol in a Tris-based medium. The other semen sample was directly split into three equal 

aliquots and re-suspended in the same extenders, containing 15% (v/v) of different type of 

egg yolk (powered, fresh or fresh clarified). Afterwards, sperm samples were refrigerated at 

5º C for 4 hours before being frozen in nitrogen liquid vapors. Sperm motility was analyzed 

by computer assisted sperm analysis (ISAS®) and viability, acrosomal integrity and 

viability after hyposmotic test (HOST) were determined by eosine/nigrosine stain after 

refrigeration. Moreover, after thawing, plasmatic and acrosomal membrane integrity and 

mitochondrial activity were determined by flow citometry, as well sperm motility and 

morphometry by ISAS ® (mean±SE, n=6). Our results suggest that semen from 2 years old 

donors is more resistant to preservation, showing better sperm quality parameters after 

thawing than youngest donor semen. Also, we recommend in order to increase sperm 

cryosurvival to remove seminal plasma by centrifugation before preservation. Finally, the 

powered egg yolk can be used satisfactory on ram sperm cryopreservation, as a replacement 

of the traditional fresh egg yolk, contributing to a lower heterogeneity and potential risk of 

microbiological contamination on the preservation extenders, meanwhile the use of fresh 

clarified egg yolk does not improve the sperm cryosurvival. 
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INTRODUCCIÓN  

 

 Durante los últimos 60 años, la yema de huevo se ha incluido de forma rutinaria en 

la mayoría de los protocolos de criopreservación del semen de especies domésticas y 

salvajes (Wall y Foote, 1999; Salamon y Maxwell, 2000; Manjunath y col., 2002; Bergeron 

y col., 2004; Lamia y col., 2004). Su composición es una mezcla compleja basada 

principalmente en un 68 % de lipoproteínas de baja densidad (LDL), 16 % de lipoproteínas 

de alta densidad (HDL), 10 % de levetelinas y 4 % de fosfivitinas (revisado por Dauphas y 

col., 2006). El mecanismo exacto por el cual la yema de huevo ayuda a preservar los 

espermatozoides durante el proceso de congelación-descongelación sigue siendo 

desconocido (Salamon y Maxwell 2000), aunque su acción crioprotectora es atribuida en 

gran parte a las lipoproteínas de baja densidad (LDL) (Watson y Martin , 1975; Quinn y 

Chow, 1980; Graham y Foote, 1987; Babiak y col., 1999;  Moussa y col., 2002; Bergeron y 

Manjunath, 2006 ) 

 

 Varios son los trabajos publicados donde se ha intentado utilizar de forma más 

eficaz las lipoproteínas de baja densidad (LDL) de la yema de huevo como crioprotector no 

penetrante en los diluyentes de semen mediante complejos métodos de extracción y 

purificación de las LDL, como el descrito por Pace y Graham, (1974) o más recientemente 

por Moussa y col. (2002) entre otros. No obstante, en la literatura también ha sido descrito 

una manera sencilla y rápida de separar las dos fracciones principales de la yema de huevo 

(el plasma y los gránulos), incrementando el contenido de LDL a través de un simple 

proceso de centrifugación. La yema de huevo clarificada o plasma se compone 

principalmente de un 85 % de LDL y un 15 % de livetelinas (Anton y col., 2003).  

 

 Sin embargo, el uso de yema de huevo, esté o no clarificada, en los diluyentes de 

congelación del semen,  representa un potencial riesgo de contaminación de endotoxinas en 

las dosis de inseminación artificial, capaces de dañar la fertilidad de los espermatozoides 

(Bousseau y col., 1998). Además es un producto muy complejo, cuya composición puede 

ser extremadamente variable y puede diferir entre lotes (Kampschmidt y col., 1953; Watson 
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y Martin, 1975), por lo que la búsqueda de un sustituto de la yema de huevo es altamente 

deseable. 

 

  La yema de huevo en polvo podría ser un alternativa para la yema de huevo fresco, 

ya que este producto se somete a un proceso de pasteurización para destruir las bacterias, de 

acuerdo con las leyes establecidas para el consumo humano (Thibier y Guerin, 2000) y los 

lotes tienen una mayor composición homogénea. No obstante, los trabajos de congelación 

de espermatozoides con yema de huevo en polvo son escasos.  

 

 Por otra parte, el plasma seminal es el medio natural en el cual se encuentran 

inmersos los espermatozoides tras la eyaculación, y que les sirve como medio de transporte 

y soporte metabólico (Maxwell y col., 2007), proporcionándoles protección y regulando 

procesos como la motilidad y capacitación espermática o incluso el reconocimiento y unión 

entre gametos (Johnson y col., 2000). Durante la criopreservación espermática, el plasma 

seminal  parece aumentar la resistencia de los espermatozoides al shock de frío en muchas 

especies (Ashworth y col., 1994; Barrios y col., 2000; 2005; Fernández-Juan y col., 2006),  

reduciendo la criocapacitación, proceso por el cual la vida de los espermatozoides se ve 

seriamente limitada y consecuentemente su capacidad fecundante, reducida. No obstante,  

también han sido reportados efectos negativos de la presencia de plasma seminal en el 

proceso de crioconservación (Moore y col., 2005; Maxwell y col., 2007) como también ha 

sido descrito en numerosas ocasiones en el semen caprino (Aboagla y Terada 2003). Sin 

embargo, la necesidad o no de eliminar el plasma en el caso de crioconservar semen ovino 

sigue todavía siendo tema de estudio. 

 

 Es preciso recordar que la producción seminal, y por consiguiente, su potencial 

reproductivo evolucionan de acuerdo a la edad. De tal manera, los moruecos adultos 

presentan mejor calidad seminal y fertilidad que los jóvenes (Folch, 1984; Beltrán de 

Heredia, 2009), hecho que se le atribuye al desarrollo de la madurez sexual. Con la 

madurez sexual se incrementa el crecimiento del volumen testicular, las glándulas sexuales 

accesorias y la concentración de proteínas en el plasma seminal entre los 7 a los 14 meses 

de edad, (Dott y col., 1979; Corteel, 1980), lo que repercuten en una mayor calidad seminal 
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y fertilidad de los espermatozoides refrigerados y criopresevados de animales adultos 

(Colas y Zinsner, 1975; Rodríguez-Almeida y col., 2008). Por lo tanto, el objetivo del 

presente estudio pretende valorar el efecto de diferentes tipos de yema de huevo (fresca, en 

polvo y clarificada) en la viabilidad, motilidad, integridad del acrosoma, funcionalidad 

mitocondrial y morfometría de los espermatozoides durante todo el proceso de 

refrigeración y crioconservación, así como la eliminación del plasma seminal y la edad del 

donante. 

 

MATERIALES Y METODOS 

 

Todos los reactivos utilizados procedían de la casa comercial Sigma-Aldrich, 

excepto la yema de huevo en polvo que procedía de NIVE (Nunspeet Holland 

Eiproducten). 

 

Preparación de los diluyentes de conservación 

 

 Para el proceso de crioconcervación se utilizó un diluyente base o solución TCG  

compuesta por 0,3 M Tris [hidroximetil] aminometano, 27,75 mM D(+)-Glucosa, 94,7 mM  

Ácido Cítrico Anhidro (Salamon y Maxwell, 2000), ajustada a un pH 7,25 ± 0.05 y una 

osmolaridad de 333 ± 2.80 mOsm. A esta solución TGC se le añadió glicerol a una 

concentración final del 5 % (v/v), penicilina benzatinica (1000 UI/mL) y sulfato de 

estreptomicina (1,0 mg/ml de) con  pH de 7,0 a 7,17 y  una osmolaridad de 1327 mOsm. 

Asimismo, a cada uno de los medios, se le añadió uno de los 3 tipos de yema de huevo: 

yema de huevo fresco (YHF), yema de huevo en polvo (YHP) o yema de huevo clarificada 

(YHC), a una concentración final de 15 % (v/v). 

 

 Para la obtención de 2 de los tipos de yema de huevo (YHF y YHC), se utilizaron 

huevos de gallina frescos (24-48h desde la puesta), los cuales eran rotos manualmente, 

descartando la mayor cantidad de clara y obteniendo las yemas. A continuación, se 

procedió a rodar la yema de huevo sobre un papel de filtro para eliminar las chalazas y 

restos de albúmina adheridos a la membrana vitelina, a la cual se le practicó un corte para 
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extraer una fracción de la yema con ayuda de una jeringa. En el caso de la yema de huevo 

clarificada (YHC), una vez obtenida la fracción de la yema, ésta era sometida a la 

metodología descrita por Holt y col., (1996) para la obtención del plasma de la yema 

separada de los gránulos. Para ello, se colocaron 0,5 ml de la yema de huevo en un tubo 

Eppendorf, se diluyó (1:2) en agua Milli Q y se centrifugó a 10,000 g, en una centrifuga 

(Microfuge®) durante 45 minutos a 5 ºC. Tras la centrifugación, el sobrenadante (plasma) 

fue recuperado cuidadosamente evitando cualquier contaminación del sedimento 

(gránulos). A continuación, el sobrenadante se centrifugó de nuevo a 10,000 g, durante 

otros 45 minutos a 5 ºC.  Después de la segunda centrifugación, el sobrenadante recuperado 

constituyó la “yema de huevo clarificada”. Para la preparación de yema de huevo en polvo 

se utilizó la metodología descrita por Marco-Jiménez y col., (2004). Brevemente, se diluyó 

(1:1.25) la yema de huevo en polvo (NIVE, ver anexo 1) en agua Milli Q, se homogenizó 

con la ayuda de un agitador magnético y se añadió a los diferentes diluyentes. 

 

Colección de semen y protocolo de congelación 

 

 El experimento se llevó a cabo entre las instalaciones del IRTA en Caldes de 

Montbui y la Universidad Autónoma de Barcelona. Para ello, se utilizaron 8 moruecos (4 

de raza Xisqueta y 4 de Aranesa), a los que se les colectó semen con vagina artificial 2 días/ 

semana y 2 eyaculados/día en otoño durante dos años consecutivos, a la de edad de uno y 

dos años, realizando un total de 6 réplicas por año. Tras la recogida de los eyaculados, y 

manteniéndolos en un Baño María a 37ºC, se procedió a valorar su motilidad masal y 

volumen siguiendo la clasificación de Evans y Maxwell (1990). A continuación, los 

eyaculados eran mezclados en un solo tubo (pool), a partir del cual se dividía en dos 

alícuotas. Una de ellas se diluyó (1:6) con una solución TCG y se centrifugó a 600 g 

durante 10 minutos. Seguidamente se eliminó el sobrenadante, y el sedimento era 

resuspendido en 9 mL de la solución TGC para realizar una segunda centrifugación (600xg 

por 10'). Finalmente, se descartó el sobrenadante y el sedimento fue recuperado para su 

posterior procesamiento. 
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 Para el proceso de crioconservación de la mezcla de eyaculados, tanto la alícuota de 

semen que había sido centrifugada (lavado) como la que permaneció sin lavar, se diluyeron 

(1:4) en el diluyente A, descrito anteriormente, al que se le había agregado previamente uno 

de los 3 tipos de yema de huevo: fresca (YHF), en polvo (YHP) o clarificada (YHC), a una 

concentración final del 15 % (v/v), dando lugar a 6 tratamientos distintos de conservación: 

espermatozoides lavados y conservados en un medio a base de yema de huevo fresco (L-

YHF), de yema de huevo en polvo (L-YHP) o de yema de huevo clarificad (L-YHC) y 

espermatozoides no lavados y conservados en cada uno de los tres tipos de medios (YHF, 

YHP o YHC). Una vez homogenizada las suspensiones, los tubos se introdujeron en un 

recipiente con 10 ml de agua a 20 °C, se colocaron en una nevera portátil (Dometic-Waeco)  

a 5°C y fueron trasladados desde del IRTA a una cámara de frio de la Facultad de 

Veterinaria de la UAB. Tras aproximadamente 3h30' de permanecer las suspensiones 

espermáticas en refrigeración se les agrego el diluyente B con la finalidad de llegar a una 

concentración final de 400 x106 de espermatozoides/mL. Seguidamente, las distintas 

alícuotas refrigeradas fueron envasadas manualmente en pajuelas de 0.25 mL (IMV, 

L’Aigle Cedex, France) y selladas con alcohol polivinílico. Una vez transcurridas las 4 

horas de refrigeración, las pajuelas fueron congeladas en vapores de nitrógeno líquido 

(LN2), a 5 cm por encima del nivel de LN2 durante 10 minutos, para finalmente ser 

sumergidas en él para su almacenamiento hasta su descongelación. 

 

Análisis de los parámetros de calidad seminal 

 

 Tras la recolección del semen se evaluó el volumen de cada eyaculado en un tubo 

graduado y la motilidad masal de los espermatozoides mediante un microscopio óptico 

(Y5100 Nikon) a 100X, con platina calentable a 37 ºC, valorando la velocidad de los 

movimientos de las ondas o remolinos que se forman en la superficie de la gota de semen, 

en una escala de 0 a 5, procedimiento descrito por (Evans y Maxwell, 1990). 

 

 La viabilidad y morfología espermática de la mezcla de eyaculados en fresco y tras 

4 h de refrigeración de los distintos tratamientos se evaluaron por medio de la tinción de 

eosina-nigrosina (Hancok, 1957) en portaobjetos atemperados a 37 ºC con la ayuda de un 
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microscopio óptico (Y5100, Nikon) a 1000X. Asimismo, se llevó a cabo el test de 

endosmosis (Hypoosmotic-Swelling test, HOST) empleado por Jeyendram y col., (1984), 

con la finalidad de evaluar la integridad funcional de la membrana plasmática de las 

distintas suspensiones espermáticas mediante la incubación durante 30' de cada una de las 

alicuotas diluidas (1:10) en una solución hipotónica (124 mOsm). A continuación, se 

realizaron las distintas extensiones mediante la tinción de eosina-nigrosina, tal como se ha 

descrito anteriormente. Un total de 200 espermatozoides fueron contados en campos 

diferentes del microscopio, los espermatozoides vivos con colas dobladas e hinchadas 

fueron registrados como células positivas a HOST (Aisen y Venturino, 2004). 

 

 La evaluación de la cantidad y calidad de movimiento de los espermatozoides en las 

distintas suspensiones espermáticas tras la refrigeración y post-descongelación se realizó 

mediante el sistema ISAS® (Proiser R+D S.D., Valencia) de análisis de semen asistido por 

computadora (CASA). Con este fin, las distintas muestras seminales se diluyeron en la 

solución TGC a una concentración final de 50 x 106 espermatozoides/mL. A continuación, 

se depositó una gota de 10µL de la suspensión espermática en un portaobjetos, se cubrió 

con un cubreobjetos (22x22 mm) y se capturaron de 4 a 6 campos para cada muestra 

mediante un microscopio de contraste de fases (BH-2 Olympus), analizándose un mínimo 

de 200 células/muestra. Los parámetros analizados fueron: motilidad total (MT,%), 

motilidad progresiva (MP,%), velocidad curvilínea (VCL, µm/s), velocidad rectilínea 

(VSL, µm/s), velocidad media (VAP, µm/s), linealidad (%LIN=[VSL/VCL]x100), rectitud 

(%STR= [VSL/VAP]x100), amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza (ALH, µm) y 

frecuencia de batido (BCF, Hz).  

 

 Para determinar la morfometría espermática se realizaron frotis de los diferentes 

tratamientos después del proceso congelación-descongelación. Una vez secados al aire, los 

frotis fueron teñidos siguiendo el protocolo comercial Diff-Quik®, procedimiento descrito 

por Hidalgo y col., (2006). La captura de las imágenes se realizó con un microscopio de 

contraste de fases BH-2 Olympus con un objetivo de 60x y un ocular de 3.3x, sobre el que 

se encuentra montada una cámara de video A312-F Basler con un CCD de 782x582 

píxeles. Las imágenes fueron capturadas de forma manual con el módulo de morfometría 
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del sistema ISAS® (Proiser R+D S.D., Valencia), en su versión 1.0.16, empleándose la 

opción de análisis global de la cabeza. Un mínimo de 150 espermatozoides por extensión 

fueron capturados al azar en diferentes campos. Respecto al tamaño de la cabeza se midió 

la longitud (L, µm), anchura (W, µm), perímetro (P, µm) y área (A, µm2) y respecto a la 

forma, se analizó la elipticidad: (L/W), rugosidad: (4π A/P2), elongación: (L-W/L+W) y 

regularidad (π LW/4A). 

 

 Para evaluar conjuntamente la integridad física y funcional de la membrana 

plasmática, la integridad del acrosoma y la actividad mitocondrial de los espermatozoides 

tras la descongelación, en nuestro laboratorio se desarrolló una tinción cuádruple 

consistente en las siguientes sondas fluorescentes, se utilizó el kit de viabilidad espermática 

vivos/muertos compuesto por SYBR14 e ioduro de propidio (IP; L-7011, Invitrogen 

S.A), para la integridad de la membrana acrosomal, se utilizó Ficoeritrina (PE) unida a la 

lectina Arachis hipogea (PNA; GTX01509, Antibody, Bcn S.L.) y para detectar la actividad 

de las mitocondrias se utilizó Mitotracker deep red (M22426, Invitrogen S.A). El equipo 

utilizado fue el citómetro de flujo BD FACSCanto (BD Biosciences, CA) y las muestras se 

analizaron con el programa BD FACSDiva (BD Biosciencies, CA).  

 

 Las muestras seminales crioconservadas en cada tratamiento fueron descongeladas 

en baño María a 37°C durante 30 segundos. Se utilizaron dos tipos de suspensión de 

espermatozoides: la primera se incubó durante 10 minutos en PBS con las sondas 

fluorescentes y la segunda fue sometida al test hipoosmótico durante 20 minutos y 

posteriormente incubada con las sondas fluorescentes durante 10 minutos. En ambos casos, 

las suspensiones espermáticas fueron diluidas en PBS hasta alcanzar una concentración 

final de 1x106 espermatozoides/mL. 

 

Las concentraciones finales utilizadas fueron de 1 nM de SYBR-14 (diluido en 

DMSO), 1.5 µM de IP, 2.5 µg/ml de solución PE-PNA (1 mg/ml de solución stock en una 

solución compuesta de 3.0 M de sulfato de amonio, 50 mM de fosfato de sodio y 0.05% de 

ácido de sodio, pH 7.0, y conteniendo 1 mM de iones [Ca2+] y [Mn2+]) y 1.5 nM de 

Mitotracker deep red (diluido en DMSO). Todas las sondas fluorescentes fueron añadidas a 
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1 ml de semen diluido. Las muestras fueron mezcladas e incubadas a 37°C durante 10 

minutos y remezcladas justo antes del análisis. Seguidamente, la suspensión de 

espermatozoides teñidos fue pasada a través del citómetro de flujo. Las sondas 

fluorescentes SYBR-14, PE e IP fueron excitadas en el citómetro de flujo con el láser azul 

de estado sólido a 488 nm, para la excitación del Mitotracker deep red se utilizó el láser 

rojo de He/Ne a 633 nm. Las células no viables, positivas a IP y señal fluorescente roja se 

detectaron usando el detector con filtro 679LP  (detecta fotones emitidos a más de 670 nm 

de longitud de onda). Las células vivas, positivas a SYBR-14 y con señal fluorescente 

verde fueron detectadas usando el detector con filtro 530/30BP (detecta fotones emitidos en 

el rango 515-545 nm de longitud de onda). Las células con daño acrosomal fueron teñidas 

positivamente por PE-PNA y esta señal fluorescente naranja fue detectada usando el 

detector con filtro 585/42BP (detecta fotones emitidos en el rango 564-650 nm). El estatus 

funcional de la mitocondria fue detectado con Mitotracker deep red usando un detector con 

filtro 660/20BP. Después de la evaluación se identificaron ocho poblaciones espermáticas: 

vivos con actividad mitocondrial y acrosoma intacto (VAI), vivos con actividad 

mitocondrial y acrosoma dañado (VAD), vivos sin actividad mitocondrial y acrosoma 

intacto (VSI), vivos sin actividad mitocondrial y  acrosoma dañado (VSD), muertos con 

actividad mitocondrial y acrosoma intacto (MAI), muertos con actividad mitocondrial y 

acrosoma dañado (MAD), muertos sin actividad mitocondrial y acrosoma intacto (MSI) y 

muertos sin actividad mitocondrial y acrosoma dañado (MSD). 

   

Análisis Estadístico 

 

 Los datos fueron analizados utilizando el procedimiento GLM (ANOVA) de SPSS 

20.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, EE.UU.), en un diseño factorial, teniendo como factor la 

edad (1 año vs 2 años), tipo de yema de huevo (3 categorías), lavado/no lavado (2 

categorías). Se realizó 6 repeticiones por unidad experimental. Cuando las diferencias 

fueron significativas (p <0.05), se realizó el test de Bonferroni de comparación de medias a 

posteriori. La normalidad y homogeneidad de varianza de los parámetros espermáticos se 

comprobaron con el tests de Kolmogorv-Smirnov y Levene. Las variables dependientes que 
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no cumplieron con los supuestos de igualdad de varianza y distribución normal fueron 

sometidas a una transformación arcoseno, antes del análisis estadístico. 

 

RESULTADOS  
 
 

Los resultados obtenidos tras el análisis seminal de la mezcla de eyaculados frescos 

parecen indicar que la edad de los sementales es un factor determinante en todos los 

parámetros de calidad seminal evaluados, siendo superiores en aquellas muestras 

procedentes de  moruecos de 2 años con relación a las obtenidas de machos de 1 año con 

valores significativamente diferentes en la concentración seminal (3.520 ± 248.6 x106 vs 

2.996 ± 105.2 x106 espermatozoides/mL, p<0.001), en el porcentaje de viabilidad estimada 

por E/N (87.4 ± 1.0 vs 74.9 ± 3.2; p<0.004) y de integridad funcional de sus membranas 

tras la prueba de HOST (62.3 ± 1.6 vs 30.4 ± 4.8; p<0.0001) y sin diferencias signifcativas 

en la motilidad masal (2.8 ± 0.2 vs 2.3 ± 0.1; p<0.062) y anormalidades espermáticas (26.5 

± 3.2 vs 28.5 ± 3.7). De la misma manera, tras la refrigeración, tanto en los parámetros de 

viabilidad como los de integridad funcional de la membrana plasmática (HOST), se aprecia 

el mismo efecto de la edad (p<0.0001), independientemente del tratamiento, con valores 

siempre superiores significativamente en las muestras procedentes de moruecos de 2 años, 

tal y como se muestra en la tabla 1.  
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Tabla 1. Efecto de la edad del morueco, del tipo de yema de huevo como crioprotector y de 

la eliminación o no del plasma seminal mediante centrifugación (lavado) en la viabilidad 

espermática e integridad funcional de la membrana plasmática analizada mediante HOST 

tras la refrigeración (media ± es). 

   

                                               Viabilidad                      Integridad funcional membrana 
               (HOST) 

Tratamiento/Edad 1 año 2 años 1 año 2 años 

L-YHF 74.8 ± 2.6a1 92.6 ± 1.2a2 38.2 ± 3.5ab1 54.2 ± 2.8a2 

L-YHP 63.9 ± 4.3bc1 85.1 ± 1.9ab2 41.9 ± 3.1c1 60.1 ± 2.8b2 

L-YHC 66.1 ± 1.4b1 83.9 ± 2.1b2 38.2 ± 5.4ab1 59.5 ± 2.5b2 

YHF 56.0 ± 4.8d1 81.6 ± 2.3b2 32.8 ± 3.5a1 52.6 ± 3.8ac2 

YHP 58.4 ± 3.9cd1 81.9 ± 3.0b2 28.4 ± 2.6a1 56.1 ± 2.3ab2 

YHC 58.4 ± 3.7cd1 73.7 ± 2.9c2 32.1 ± 3.2a1 48.5 ± 3.9c2 
 a,dDiferentes letras representan diferencias significativas (P<0.001) entre tratamientos dentro de la misma edad y 
parámetro de calidad seminal. 1,2diferentes números representan diferencias significativas entre edades (1vs 2 años) dentro 
del mismo tratamiento y parámetro de calidad seminal. L-YHF: espermatozoides lavados y conservados en yema de 
huevo fresco, L-YHP: lavados y en yema de huevo en polvo, L-YHC: lavados y en yema de huevo clarificada, YHF: 
espermatozoides sin lavar y conservados en yema de huevo fresco, YHP: sin lavar y en yema de huevo en polvo y YHC: 
sin lavar y en yema de huevo clarificada. 
 

 Al comparar los valores de viabilidad de los diferentes tratamientos, se observó un 

significativo efecto del lavado o eliminación del plasma seminal (p<0.0001), presentando 

valores superiores en la viabilidad de los espermatozoides lavados y refrigerados durante 4 

horas, tanto cuando los individuos donantes contaban con 1 como con 2 años de edad, 

aunque no siempre existieran diferencias significativas entre los distintos tratamientos, 

especialmente en los resultados obtenidos en el 2º año. Cabe destacar que, una vez lavados 

los espermatozoides y refrigerados, la yema de huevo fresca proporcionó valores 

significativamente superiores de viabilidad tanto en el primer año (74.8 ± 2.6 %) como en 

el segundo (92.6 ± 1.2 %) respecto al resto de tratamientos, aunque en el segundo año no se 

diferenciara significativamente de la yema de huevo en polvo (85.1 ± 1.9 %). Tampoco se 

observó un importante efecto del tipo de yema de huevo en los espermatozoides 

refrigerados en presencia de plasma seminal (no lavados), a excepción de los resultados 
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obtenidos con la yema de huevo clarificada en donantes de 2 años donde la viabilidad fue 

significativamente inferior al resto de tratamiento de refrigeración. 

 

   Respecto a la capacidad de resistencia al shock hipoosmótico, solamente una vez 

lavados los espermatozoides y refrigerados, la yema de huevo en polvo proporcionó valores 

significativamente superiores de viabilidad tras el HOST, tanto el primer año (41.9 ± 3.1 

%) como en el segundo (60.1 ± 2.8 %), respecto al resto de tratamientos, aunque en el 

segundo año no se diferenciara significativamente de la obtenida con la yema de huevo 

clarificada (59.5 ± 2.5 %) y de la obtenida con yema de huevo en polvo en espermatozoides 

no lavados (56.1 ± 2.3 %). Únicamente los espermatozoides refrigerados en presencia de 

plasma seminal y yema de huevo clarificada en el segundo año presentaron a su vez 

diferencias significativas con el resto de tratamientos, a excepción de lo observado con la 

YH fresco, también en presencia de plasma seminal. 

 

  El análisis de los distintos parámetros cinéticos obtenidos mediante el sistema 

ISAS® de las distintas suspensiones espermáticas sometidas a estudio (Tabla 2.) parece 

indicar un escaso efecto de la edad del donante en el porcentaje de espermatozoides que se 

mueven de forma progresiva tras la refrigeración, ya que no se observó ninguna diferencia 

significativa en este parámetro en las muestras de un año respecto al siguiente en ninguno 

de los tratamientos. Por lo que hace referencia al porcentaje total de motilidad espermática, 

la edad influyó de manera desigual según el protocolo de conservación utilizado, siendo 

significativamente superior en el segundo año sólo en el caso de espermatozoides (lavados 

y no lavados) refrigerados en yema de huevo en polvo y en espermatozoides lavados 

conservados en yema de huevo clarificada.  

 

 Sin embargo, en todos los tratamientos utilizados se observó un incremento 

significativo en el resto de parámetros cinéticos estudiados, a excepción de la amplitud 

lateral del desplazamiento de la cabeza (ALH), cuando los donantes de semen eran un año 

mayor. No obstante, hubieron algunas excepciones como la velocidad curvilínea (VCL) de 

los espermatozoides refrigerados en presencia de plasma seminal en los tres tipos de yema 

usados y la frecuencia de batido (BCF) de los espermatozoides lavados y refrigerados en 
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yema de huevo en polvo o clarificada, donde no se apreció ningún efecto de la edad. 

Asimismo se observaron diferencias significativas en la amplitud lateral del desplazamiento 

de la cabeza (ALH), disminuyendo en el segundo año en todos los tratamientos, excepto en 

los espermatozoides lavados y refrigerados en YHP y en los no lavados y conservados en 

YHC, aunque la tendencia parecía mantenerse. 

 

            Respecto a los distintos protocolos de refrigeración utilizados durante el primer año 

no se aprecia un marcado efecto del tipo de yema usado en la motilidad espermática total, 

salvo una disminución en este parámetro cuando los espermatozoides fueron refrigerados 

en YHP sin haber eliminado previamente el plasma seminal. Tampoco se observaron 

diferencias significativas entre tratamientos en el segundo año, sólo un descenso en la 

motilidad total de los espermatozoides no lavados y refrigerados en YHF y en YHC. No 

obstante, el análisis estadístico de los datos muestra una interacción (p<0.05) entre la edad 

y tipo de yema de huevo en este parámetro de motilidad total.  

 

 Por otra parte, sí se observa como el tipo de yema usada afecta significativamente al 

porcentaje de motilidad progresiva cuando los espermatozoides son lavados, siendo 

superior en muestras refrigeradas en YHF, un poco inferior en YHC y obteniendo los 

valores más bajos en YHP, tanto en el primero como en el segundo año de edad de los 

donantes. En cambio, en espermatozoides sin lavar, el tipo de yema no parece afectar este 

tipo de movimiento ya que no se observaron diferencias entre tratamientos en ninguna de 

las edades testadas, a excepción del resultado obtenido el primer año con espermatozoides 

refrigerados en YHP que fue significativamente inferior.  
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Tabla 2. Parámetros cinéticos de espermatozoides refrigerados de morueco según el tipo de 

yema de huevo usado como crioprotector, la edad del donante y la eliminación o no del 

plasma seminal mediante lavado (media ± es). 

 
P. 

cinéticos 
Edad 

(años) L-YHF L-YHP L-YHC YHF YHP YHC 

MT1 (%) 
1 80.2±1.9a 75.7±2.0a1 78.9±4.3a1 77.9±3.1a 66.1±3.5b1 74.8±4.5a 

2 84.5±2.9ab 86.7±2.3a2 84.8±2.0ab2 76.6±1.6c 79.6±4.3bc2 77.6±3.3c 

        

MP (%) 
1 55.1±2.6a 38.2±2.7b 43.9±4.5c 47.9±3.2c 37.7±1.5b 40.9±6.5bc 

2 55.8±3.3a 36.0±3.0b 46.4±3.2c 46.7±2.5c 41.2±5.7c 39.4±3.3bc 

        

VCL(µm/s) 
1 101.2±2.0a1 92.1±2.9b1 101.3±4.5a1 111.5±4.3c 111.9±5.2c 103.6±10.2abc 

2 113.2±5.4a2 98.4±4.0b2 113.6±4.2a2 119.7±5.9a 106.3±6.9ab 115.1±4.2a 

        

VSL(µm/s) 
1 40.3±3.8ab1 36.2±2.6a1 38.9±1.9ab1 42.0±2.8b1 39.0±2.5ab1 40.2±5.3ab1 

2 71.5±4.3ab2 53.8±4.0c2 67.8±2.2bd2 74.9±4.9a2 61.1±6.8d2 65.9±3.1d2 

        

VAP(µm/s) 
1 59.8±4.0ab1 52.8±3.3a1 56.4±3.1a1 65.3±2.6b1 61.9±3.0b1 60.0±6.2b1 

2 90.1±5.0a2 76.0±4.5b2 90.1±3.0a2 94.4±4.5a2 81.1±6.5bc2 88.8±3.5ac2 

        

LIN (%) 
1 42.9±2.2a1 44.9±2.8a1 41.2±1.5ab1 39.9±1.9ab1 37.3±1.9b1 40.4±2.1ab1 

2 62.2±1.3a2 53.3±2.4b2 59.2±1.2ac2 60.9±1.8a2 55.3±3.5bc2 55.9±0.9b2 

        

STR (%) 
1 66.6±1.8a1 67.3±1.6a1 68.1±1.4a1 64.0±2.1a1 63.1±2.5a1 65.4±2.6a1 

2 77.4±1.4a2 69.6±2.0b2 73.3±1.1c2 76.4±1.7a2 71.9±3.2bc2 71.9±1.1c2 

        

ALH(µm/s) 
1 4.2± 0.2a1 3.8±0.3a 4.2±0.3a1 4.8±0.2b1 4.9±0.2b1 4.3±0.4a 

2 3.4± 0.12 3.4±0.1 3.5±0.22 3.7±0.32 3.5±0.22 3.8±0.2 

        

BCF (Hz) 
1 7.6± 0.41 7.9±0.3 7.9±0.4 7.4±0.41 7.2±0.51 7.9±0.91 

2 10.0±0.8a2 7.5±0.4b 8.6±0.5c 9.3±0.9ac2 9.1±0.9ac2 8.9±0.6c2 

a,d Diferentes letras representan diferencias significativas (P<0.001) entre tratamientos (L-YHF: espermatozoides lavados 
y conservados en yema de huevo fresco, L-YHP: lavados y en yema de huevo en polvo, L-YHC: lavados y en yema de 
huevo clarificada, YHF: espermatozoides sin lavar y conservados en yema de huevo fresco, YHP: sin lavar y en yema de 
huevo en polvo y YHC: sin lavar y en yema de huevo clarificada) y 1,2 diferentes números representan diferencias 
significativas entre edades (1 vs 2 años) dentro de los parámetros cinéticos (MT: motilidad total, MP: motilidad 
progresiva, VCL: velocidad curvilínea, VSL: velocidad rectilínea, VAP: velocidad media, LIN: índice de linealidad, 
STR: índice de rectitud, ALH: amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza, BCF: frecuencia de batida). Numero de 
espermatozoides =15.2331  

 
 En cuanto a los diferentes descriptores del movimiento espermático existen 

numerosas diferencias significativas dependiendo del tipo de yema usado, de la presencia o 
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no del plasma seminal y de la edad del donante. Concretamente, en los espermatozoides 

lavados se observa un descenso de la VCL cuando son refrigerados con YHP en las dos 

edades testadas, mientras que en los espermatozoides no lavados de donantes de 1 año, a 

pesar de presentar valores de VCL superiores a la de los espermatozoides lavados, no se 

aprecia ningún efecto del tipo de yema. De hecho, los valores de VCL obtenidos en los seis 

protocolos estudiados en el segundo año no se diferencian significativamente entre ellos, a 

excepción de la menor VCL de los espermatozoides lavados y refrigerados en YHP, aunque 

ésta tampoco se diferencia de la VCL presentada en espermatozoides no lavados y 

refrigerados en este mismo medio a base de YHP. Respecto a la velocidad rectilínea (VSL), 

los valores más altos en los 2 edades testadas se observaron en aquellos espermatozoides 

lavados y no lavados que fueron refrigerados en YHF, mientras que los valores más bajos 

se obtuvieron en aquellos espermatozoides conservados en YHP, siendo significativamente 

inferiores en los espermatozoides lavados y procedentes de machos de 2 años, lo que a su 

vez se reflejó en un índice de linealidad (%LIN) también inferior (53.3 ± 2.4).  

 

 Donde no se apreció ningún efecto del protocolo de conservación utilizado fue en el 

desplazamiento lateral de la cabeza (ALH) de los espermatozoides de individuos de 2 años, 

aunque en el primer año sí se encontraron diferencias entre los valores obtenidos en los 

tratamientos sin lavado previo donde se había utilizado YHF y YHP. Tampoco se 

apreciaron diferencias entre tratamientos en la frecuencia del batido (BCF) de los 

espermatozoides obtenidos durante el primer año. Sin embargo, en el segundo año este 

parámetro fue significativamente menor en aquellos espermatozoides lavados y 

conservados en YHP respecto al resto de tratamientos. 

 

 Al analizar estos mismos parámetros cinéticos en los espermatozoides tras la 

descongelación (Tabla 3.), se observa como la edad afectó sobre la motilidad total de 

manera similar a lo observado en los espermatozoides refrigerados, es decir, siendo 

significativamente superior en el segundo año sólo en el caso de espermatozoides (lavados 

y no lavados) congelados en yema de huevo en polvo y en espermatozoides lavados 

conservados en yema de huevo clarificada. En cambio, a diferencia de lo observado en los 

espermatozoides refrigerados, la edad tuvo un significativo efecto sobre la motilidad 
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progresiva de los espermatozoides tras la descongelación, presentando valores superiores 

en el segundo año en todos los protocolos estudiados. También, y tal como se observó tras 

la refrigeración, en los espermatozoides descongelados, independientemente del tratamiento 

de conservación utilizado, hubo un incremento significativo en el resto de parámetros 

cinéticos estudiados cuando los donantes de semen eran un año mayor, a excepción de la 

amplitud lateral del desplazamiento de la cabeza (ALH). Solamente en el caso del índice de 

rectitud (%STR) en espermatozoides lavados y no lavados congelados en YHC y en 

espermatozoides no lavados y crioconservados en YHP este efecto no fue significativo, 

aunque la tendencia parecía mantenerse. Cabe destacar que la edad no influyó en los 

valores de ALH de los espermatozoides descongelados en ninguno de los protocolos 

analizados. Por otra parte, ni el tipo de yema usado ni el proceso de lavado del semen 

produjo ningún efecto significativo sobre la motilidad espermática total, aunque los valores 

de este parámetro fueron ligeramente superiores en aquellos tratamientos donde se eliminó 

el plasma seminal previamente a su conservación, tanto con espermatozoides procedentes 

de individuos de 1 año como de 2 años de edad. 

 

 En cuanto a los diferentes descriptores del movimiento espermático existen 

numerosas diferencias significativas dependiendo del tipo de yema usado, de la presencia o 

no del plasma seminal y de la edad del donante. De nuevo, en los espermatozoides lavados 

se observa un descenso de la VCL cuando son congelados con YHP en las dos edades 

testadas, mientras que en los espermatozoides no lavados, a pesar de presentar valores de 

VCL generalmente inferiores a la de los espermatozoides lavados, no se aprecia ningún 

efecto del tipo de yema. Respecto a la velocidad rectilínea (VSL), ésta no varió 

significativamente entre los distintos tratamientos de los espermatozoides descongelados 

procedentes de machos de 1 año, a excepción de cuando se usó YHP y en presencia de 

plasma seminal que fue superior al resto, aunque sin diferenciarse de las VSL presentadas 

por los espermatozoides que había sido conservados en YHF. Sin embargo, en el segundo 

año, este parámetro fue significativamente superior en aquellos espermatozoides que habían 

sido preservados en ausencia del plasma seminal y con YHF en el medio, sin diferenciarse 

de la VSL observada en espermatozoides lavados y congelados en un medio a base de 
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YHC, mientras que la presentada por espermatozoides lavados y conservados en YHP 

difirió de ambas. 

Tabla 3. Parámetros cinéticos de espermatozoides congelados-descongelados de morueco 

según el tipo de yema de huevo usado como crioprotector, la edad del donante y la 

eliminación o no del plasma seminal mediante lavado (media ± es).  
 
 

P. cinéticos Edad 
(años) L-YHF L-YHP L-YHC YHF YHP YHC 

MT (%) 
1 46.7±8.8  42.5±3.61 41.6±1.41 38.9±6.9 39.1±6.81 36.2±7.2 

2 51.4±4.8 52.4±3.92 49.2±4.92 39.9±7.1 51.5±2.52 39.8±4.4 

        

MP (%) 
1 20.1±3.2a1 16.7±1.7b1 15.0±1.6b1 17.9±1.2ab1 16.3±2.8b1 13.9±2.5b1 

2 29.8±2.4a2 21.9±2.8b2 22.2±3.6b2 22.5±3.9b2 27.9±4.5a2 15.1±2.3c2 

        

VCL(µm/s) 
1 69.4±5.6a1 58.4±4.8b1 63.0±2.3b1 61.7±3.3b1 68.8±6.1ab1 59.1±6.7b1 

2 97.8±5.8a2 86.9±2.6b2 96.3±3.7a2 83.6±5.2b2 83.4±5.9b2 82.9±5.5b2 

        

VSL(µm/s) 
1 24.2±2.8ab1 21.4±2.2a1 23.4±1.3a1 25.9±1.0ab1 27.2±3.9b1 21.3±3.4a1 

2 58.8±7.2a2 41.3±2.2bc2 49.3±4.2ad2 47.6±4.9bd2 44.7±7.9bd2 37.9±5.1c2 

        

VAP(µm/s) 
1 37.8±3.5a1 33.2±2.9b1 33.9±1.7b1 35.4±1.3ab1 39.0±4.0a1 32.7±3.9b1 

2 73.2±6.8a2 59.2±2.1bc2 65.6±4.4ab2 58.7±4.6bc2 59.8±7.4bc2 52.8±5.1c2 

        

LIN (%) 
1 36.4±1.0a1 39.1±1.0b1 39.6±2.5b1 44.2±2.2c1 40.3±1.9bc1 38.9±1.7ab1 

2 58.1±3.7a2 47.8±2.1b2 49.9±2.4bc2 53.9±2.9c2 51.5±4.8bc2 43.8±2.5d2 

        

STR (%) 
1 61.9±2.3a1 63.5±1.3ab1 66.3±2.3b 70.3±1.2c1 65.9±2.6b 63.1±2.8ab 

2 77.1±2.6a2 68.2±1.4b2 69.6±1.6b 76.3±2.6ac2 71.4±3.8bc 64.9±1.8d 

        

ALH(µm/s) 
1 3.2±0.2 2.8±0.2 2.9±0.1 2.8±0.1 3.1±0.2 2.9±0.3 

2 3.1±0.6ab 3.3±0.2ab 3.6±0.1b 3.0±0.1a 3.1±0.1a 3.3±0.1ab 

        

BCF (Hz) 
1 6.4±0.9ab1 6.2±0.6ac1 6.9±0.5ab1 7.5±0.7b1 6.7±0.6ab1 5.5±0.8c1 

2 10.8±0.6a2 9.0±0.2b2 8.7±0.5bc2 9.9±0.5a2 8.9±0.7bc2 8.1±0.8c2 

a,d Diferentes letras representan diferencias significativas (P<0.001) entre tratamientos (L-YHF: espermatozoides lavados 
y conservados en yema de huevo fresco, L-YHP: lavados y en yema de huevo en polvo, L-YHC: lavados y en yema de 
huevo clarificada, YHF: espermatozoides sin lavar y conservados en yema de huevo fresco, YHP: sin lavar y en yema de 
huevo en polvo y YHC: sin lavar y en yema de huevo clarificada) y 1,2 diferentes números representan diferencias 
significativas entre edades (1 vs 2 años) dentro de los parámetros cinéticos (MT: motilidad total, MP: motilidad 
progresiva, VCL: velocidad curvilínea, VSL: velocidad rectilínea, VAP: velocidad media, LIN: índice de linealidad, 
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STR: índice de rectitud, ALH: amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza, BCF: frecuencia de batida). Numero de 
espermatozoides =7.592  
 
 
 También los índices de linealidad (%LIN) presentaron valores significativamente 

diferentes dependiendo del tipo de yema y de la eliminación o no del plasma seminal, pero 

sin seguir una tendencia clara, ya que el tratamiento (YHF y lavado) que proporcionó el 

primer año los valores más bajos de linealidad (36.4 ± 1.0%), fue el mismo que al siguiente 

año proporcionó los valores más altos (58.1 ± 3.7%), diferenciándose significativamente 

del resto. Donde no se apreció ningún efecto del protocolo de conservación utilizado fue en 

el desplazamiento lateral de la cabeza (ALH) de los espermatozoides descongelados, a 

excepción del presentado en los espermatozoides lavados y conservados en YHC que fue 

significativamente superior al obtenido en espermatozoides conservados en YHF y en YHP 

en presencia de plasma seminal. En cuanto a la frecuencia de batido, las diferencias 

significativas encontradas tampoco muestran un efecto concreto del tipo de yema usado o 

del proceso de eliminación del plasma, especialmente en el primer año. No obstante, 

cuando los espermatozoides procedieron de machos de 2 años, este parámetro aumentó 

significativamente cuando eran conservados en YHF, tanto lavados como sin lavar.  

 

 De los estudios morfométricos de la cabeza de 9.850 espermatozoides congelados-

descongelados mediante el sistema ISAS, los valores de dimensión y forma de la cabeza 

obtenidos dependiendo del tipo de yema de huevo utilizado en su conservación, de la edad 

del donante y de la eliminación o no del plasma seminal mediante lavado no mostraron 

ningún efecto significativo, obteniéndose los siguientes valores medios de longitud de la 

cabeza (8.4 ± 0.0 µm), ancho (4.9 ± 0.0 µm), área (34.2 ± 0.1 µm2), perímetro (23.4 ± 0.1 

µm), elipticidad (1.7 ± 0.0), elongación (0.2 ± 0.0), rugosidad (0.8 ± 0.0) y regularidad (0.9 

± 0.0). 

 

 El análisis de los parámetros obtenidos mediante citometría de flujo (Tabla 4.) 

indica que la edad afectó significativamente (p<0.0001) sobre la viabilidad, integridad 

acrosomal y actividad mitocondrial de los espermatozoides tras la descongelación, 

presentando valores superiores en el segundo año en todo los tratamientos estudiados, 

aunque sin influir en el porcentaje de células vivas con acrosoma reaccionado.  
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 También la eliminación del plasma seminal produjo un significativo efecto en la 

supervivencia espermática tras la descongelación, observándose valores superiores de 

espermatozoides viables en aquellas muestras que habían sido centrifugadas previamente a 

su congelación, independientemente del tipo de YH utilizado y de la edad de los donantes. 

Sin embargo, también se observa una tendencia, en ambas edades estudiadas, a presentar 

menores índices de espermatozoides vivos con acrosoma reaccionado en aquellos 

espermatozoides conservados en presencia de plasma seminal o bien lavados pero 

conservados con YH en polvo. Cabe destacar la alta incidencia de espermatozoides con 

baja actividad mitocondrial y con acrosoma reaccionado cuando los espermatozoides 

fueron congelados en YH clarificada, especialmente si habían sido lavados previamente.  

 

Tabla 4. Parámetros de calidad espermática de espermatozoides descongelados según el 

tipo de yema de huevo, la edad del morueco y la eliminación o no del plasma seminal 

(media ± es).  

Parámetros Edad 
(años) L-YHF L-YHP L-YHC YHF YHP YHC 

 
Viabilidad 

1 34.5±4.8a1 36.5±2.5a1 33.8±2.6a1 21.4±1.7b1 23.1±3.7b1 24.3±2.7b1 

2 47.8±1.5a2 48.9±3.2a2 45.3±3.5a2 33.9±3.9b2 37.1±1.6b2 29.8±5.1b2 

        

 
VAI 

1 28.3±3.5ab1 31.9±2.4b1 27.3±1.3a1 18.2±2.1c1 20.4±2.8c1 20.8±2.3c1 

2 39.4±1.8a2 41.7±3.0a2 36.5±2.6a2 29.6±3.9bc2 32.3±1.9b2 24.0±4.5c2 

        

 
VAD 

1 3.7±0.2a1 1.3±0.2b1 3.2±0.8a1 2.3±0.4ab1 1.0±0.2b1 1.7±0.5b1 

2 4.3±0.6a1 2.2±0.2ab1 3.5±0.5a1 2.4±0.1ab1 2.2±0.3ab1 1.3 ± 0.2b1 

        

 
VSI 

1 2.0±0.6a1 3.2±0.3b1 2.0±0.4a1 0.7±0.2c1 1.6±0.6a1 2.1±0.3a1 

2 3.5±0.5ab2 4.7±0.8a2 3.9±0.6a2 1.7±0.4c2 2.5±0.9bc2 4.1±2.4ab2 

        

 
VSD 

1 0.5±0.3b1 0.1±0.0b1 1.3±1.0a1 0.2±0.1b1 0.1±0.0b1 0.1±0.2b1 

2 0.6±0.1a1 0.2±0.1b1 1.4±0.6c1 0.2±0.1b1 0.1±0.0b1 0.4±0.3ab1 

        

Integridad 
Acrosomal 

1 54.3±2.7a1 58.0±2.9a1 56.5±3.0a1 43.8±3.7b1 44.0±3.1b1 40.2±2.6b1 

2 66.6±2.3a2 65.0±3.6a2 65.2±3.9a2 50.2±3.9b2 51.9±2.3b2 49.8±2.0b2 

a,dDiferentes letras representan diferencias significativas (P<0.001) entre tratamientos (L-YHF: espermatozoides lavados 
y conservados en yema de huevo fresco, L-YHP: lavados y en yema de huevo en polvo, L-YHC: lavados y en yema de 
huevo clarificada, YHF: espermatozoides sin lavar y conservados en yema de huevo fresco, YHP: sin lavar y en yema de 
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huevo en polvo y YHC: sin lavar y en yema de huevo clarificada) y 1,2diferentes número representan diferencias 
significativas entre edades (1 vs 2 años) dentro de  los parámetros (viabilidad, VAI: vivos con actividad mitocondrial y 
acrosoma intacto, VAD: vivos con actividad mitocondrial y con acrosoma dañado, VSI: vivos sin actividad mitocondrial 
y acrosoma intacto, VSD: vivos sin actividad mitocondrial y con acrosoma dañado, Integridad Arosomal: vivos y 
muertos con acrosoma intacto).   
 
 
           Respecto a la capacidad de resistencia osmótica de los espermatozoides 

descongelados (Tabla 5.), se aprecia un comportamiento similar a lo observado tras la 

descongelación pero sin haber sido sometidos a una incubación en un medio hipoosmótico. 

Destacar aquí también la alta incidencia de espermatozoides viables con acrosoma íntegro 

pero con baja actividad mitocondrial en el caso de congelarlos una vez lavados en un medio 

a base de YHP y habiéndolos sometido (VSI= 4,8  ± 0,6%) o no a un shock hiposomótico 

(VSI= 4.7 ± 0.8 %), a pesar de no diferenciarse en este último caso de algunos de los 

tratamientos. 
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Tabla 5. Parámetros de calidad espermática de los espermatozoides descongelados e 

incubados en medio hipoosmótico, según el tipo de yema de huevo, la edad del morueco y 

la eliminación o no del plasma seminal (media ± es).  

Parámetros 
Edad 

(años) 
L-YHF L-YHP L-YHC YHF YHP YHC 

Viabilidad 1 33.2±2.4a1 34.7±1.9a1 32.3±4.1a1 23.0±1.4b1 22.7±1.3b1 24.9±0.8b1 

 2  43.5±1.1a2 49.7±.7b2 44.1±3.8ab2 31.6±1.9c2 33.8±3.2c2 30.2±3.3c2 

        

VAI 1  27.0±2.2a1 30.7±2.4a1 26.1±3.1a1 19.7±1.3b1 18.1±1.2b1 21.7±1.1b1 

 2  36.3±2.0a2 41.4±1.1b2 36.0±2.7a2 26.7±1.9c2 28.6±4.2ac2 25.1±2.7c1 

        

VAD 1  2.8±0.9a1 1.2±0.4b1 3.2±0.8a1 1.5±0.4b1 1.7±0.7b1 1.2±0.4b1 

 2  3.9±0.6a1 3.1±0.6a2 4.1±0.5a1 2.4±0.3b2 1.4±0.6c1 2.0±0.4bc1 

        

VSI 1  2.5±0.5a1 2.7±0.4a1 2.0±0.5ab1 1.7±0.4b1 2.6±0.7a1 2.2±0.7ab1 

 2 2.7±0.4a1 4.8±0.6b2 2.8±0.9a1 2.3±0.9a1 3.6±0.9ab1 2.9±0.6a1 

        

VSD 1  0.9±0.2a1 0.2±0.1b1 1.0±0.5a1 0.1±0.2b1 0.2±0.1b1 0.2±0.1b1 

 2  0.6±0.3a1 0.3±0.1a1 1.2±0.4b1 0.2±0.1a1 0.2±0.1a1 0.2±0.1a1 

        

Integridad 
Acrosomal 

1 48.5±2.0a1 49.1±3.0a1 44.7±3.3a1 32.2±1.3b1 30.2±0.9b1 31.9±3.7b1 

2 57.8±3.4a2 59.3±1.6a2 55.3±5.3a2 41.9±4.4b2 39.6±7.6b2 40.4±2.0b2 

a,dDiferentes letras representan diferencias significativas (P<0.001) entre tratamientos (L-YHF: espermatozoides lavados 
y conservados en yema de huevo fresco, L-YHP: lavados y en yema de huevo en polvo, L-YHC: lavados y en yema de 
huevo clarificada, YHF: espermatozoides sin lavar y conservados en yema de huevo fresco, YHP: sin lavar y en yema de 
huevo en polvo y YHC: sin lavar y en yema de huevo clarificada) y 1,2diferentes número representan diferencias 
significativas entre edades (1 vs 2 años) dentro de  los parámetros (viabilidad, VAI: vivos con actividad mitocondrial y 
acrosoma intacto, VAD: vivos con actividad mitocondrial y con acrosoma dañado, VSI: vivos sin actividad mitocondrial 
y acrosoma intacto, VSD: vivos sin actividad mitocondrial y con acrosoma dañado, Integridad Arosomal: vivos y 
muertos con acrosoma intacto).   
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DISCUSIÓN 
 
 Numerosos investigadores han demostrado que la yema de huevo en los diluyentes 

de criopreservación protegen a los espermatozoides de los mamíferos del shock por frio, y 

preservan la integridad de las membranas plasmática, acrosomal y mitocondrial, 

manteniendo la motilidad y fertilidad en espermatozoides de conejo (Hildebrandt y col., 

2006), ciervo (Garde y col., 2008), toro (Wall y Foote, 1999), morueco (Salamon y 

Maxwell 1995; Ali y col., 2013) o macho cabrío (Cabrera y col., 2005). Sin embargo,  la 

yema de huevo, a pesar de ser el crioprotector no penetrante más comúnmente usado por su 

capacidad de estabilizar la membrana del espermatozoide (Salamon y Maxwell, 2000), 

contiene sustancias que pueden interferir en el metabolismo celular reduciendo la motilidad 

espermática (Moussa y col., 2002), que junto con la heterogeneidad de su composición 

entre lotes de huevos y el potencial riesgo de contaminación microbiológica, hacen que la 

posibilidad de utilizar otras alternativas a la yema de huevo fresca sea muy deseable. 

 

 En el presente estudio, uno de los objetivos perseguidos ha sido comparar la 

capacidad crioprotectora de la yema de huevo fresca con la yema de huevo clarificada, la 

cual nos permite eliminar algunos de los componentes de la yema de huevo (por ej. 

gránulos) y concentrar la cantidad de LDL (Pace y Graham, 1974) y la yema de huevo en 

polvo, en donde la contaminación bacteriana es destruida por la pasteurización y nos 

permite respetar las leyes establecidas para el consumo humano. Así, tras estudiar los 

resultados obtenidos podemos afirmar que no se aprecian grandes diferencias entre ellas en 

lo que respecta a la protección de los espermatozoides durante el proceso de refrigeración y 

congelación. Cabe destacar que, una vez lavados los espermatozoides refrigerados, la yema 

de huevo fresca proporcionó valores significativamente superiores de viabilidad, tanto en el 

primer año como en el segundo, respecto al resto de tratamientos, aunque en el segundo año 

no se diferenciara significativamente de la yema de huevo en polvo. Además, una vez 

lavados los espermatozoides, la yema de huevo en polvo proporcionó valores 

significativamente superiores de viabilidad tras el HOST, tanto el primer año como en el 

segundo de edad de los donantes. Aunque desconocemos si el uso de los distintos tipos de 

yema de huevo en la conservación de los espermatozoides pudiera provocar marcados 

efectos en la fertilidad de las dosis conservadas.  
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 En concreto, al analizar la viabilidad e integridad de la membrana plasmática y 

acrosomal o la actividad mitocondrial, así como la cantidad movimiento espermático o la 

morfometría de los espermatozoides descongelados no se apreció un marcado efecto debido 

al tipo de yema usado. De hecho, resultados similares ya habían sido reportados por Marco-

Jimenez y col., (2004) al comparar yema de huevo en polvo con yema de huevo fresca en 

ovinos de la raza Guirra respecto a la integridad del acrosoma, aunque sí se detectó un 

incremento significativo en la motilidad total cuando los espermatozoides habían sido 

criopreservados en yema de huevo en polvo en comparación con la yema de huevo fresca. 

De igual manera, Wall y Foote, (1999) al comparar yema de huevo clarificada con yema de 

huevo fresca en la criopreservación de espermatozoides de toro tampoco observaron 

diferencias en la viabilidad y fertilidad espermática, mientras que Fernández-Santos y col., 

(2006) sí observaron una mejora en la calidad espermática cuando utilizaban yema de 

huevo clarificado en la criopreservación de espermatozoides del ciervo Ibérico. La 

explicación de estas diferencias entre especies se puede deber a las diferencias existentes en 

la composición de membrana plasmática, en el porcentaje de yema de huevo en el 

diluyente, en los aditivos incluidos, en el tiempo de refrigeración y/o en el método de 

congelación (Fernández-Santos y col., 2006; Waterhouse y col., 2006). 

 

 Sin embargo, en cuanto a la calidad del movimiento espermático observamos 

algunas diferencias significativas dependiendo del tipo de yema usado. Concretamente, la 

YH Fresco parece proporcionar un mayor porcentaje de espermatozoides con motilidad 

progresiva, mientras que la YH en polvo provoca un descenso de la VCL, tanto en los 

espermatozoides refrigerados como descongelados en las dos edades estudiadas, 

disminuyendo de igual manera la VSL y LIN, especialmente en animales de 2 años cuando 

sus espermatozoides fueron conservados en YHP. Esta disminución de los parámetros 

cinéticos de los espermatozoides podría ser debida al aumento en la viscosidad del medio al 

utilizar la yema de huevo en polvo, tal y como también observaron Marco-Jiménez y col. 

(2004). Esta alta viscosidad del diluyente, después de la reconstitución de la YH en polvo 

en el medio de crioconservación, parece ser debida a que las altas temperaturas alcanzadas 

durante el proceso de pasteurización desnaturalizan las proteínas de la yema de huevo 

dándole esta mayor consistencia gelatinosa (Miranda y col., 2000). Así, teniendo en cuenta 
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este último aspecto, las diferencias entre los 3 tipos de tema de huevo en lo que se refiere a 

su capacidad de cripreservación de los espermatozoides del morueco podría considerarse 

pequeña o incluso despreciable.  

 

 En cambio, la eliminación del plasma seminal previa a la conservación de los 

espermatozoides y/o la edad de los moruecos donantes de semen sí parecen ejercer un 

mayor efecto en la viabilidad y funcionalidad espermática. Según nuestros resultados, el 

lavado mediante centrifugación del semen proporcionó un efecto beneficioso en la 

criopreservación de los espermatozoides de morueco, tal y como se aprecia en los valores 

de viabilidad e integridad de las membranas, especialmente tras la descongelación. Sin 

embargo, no podemos asegurar cuál es la causa de esta mayor supervivencia, ya que podría 

deberse a varios motivos. Uno podría ser que la eliminación del plasma seminal del medio 

de crioconservación puede mejorar la capacidad crioprotectora de la yema de huevo contra 

el shock por frío, ya descrito en diferentes especies como el conejo (Corteel, 1980; Ritar y 

Salamon, 1991), el macho cabrío (Aboagla y Terada 2003; Bispo y col., 2011), el cerdo 

(Bathgate y col., 2006) o el caballo (Martin y col., 1979). Otra posible explicación podría 

ser que en la técnica de separación del plasma seminal mediante el método de la 

centrifugación, además de eliminar el plasma seminal, también se elimine un gran 

porcentaje de espermatozoides muertos y dañados (Cebrián  y col., 2010).   

 

 No obstante, no podemos olvidar que existe una importante controversia sobre la 

necesidad o no de eliminar el plasma. Mientras que algunos autores destacan la importancia 

del plasma seminal en el mantenimiento de la movilidad y la viabilidad de los 

espermatozoides de toro (Maxwell y col., 1996), morueco (Ashworth y col., 1994; Graham 

1994; Maxwell y Watson, 1996) y cerdo (Maxwell y col., 1996), otros describen sus efectos 

perjudiciales en los mismos parámetros espermáticos tras la congelación-descongelación 

(de Lamirande y Gagnon 1984; Dott y col., 1979; García y Graham, 1987; Watson 1981; 

Schmehl y col., 1986;  Moore y col., 2005). Aunque también existen autores que no 

apreciaron ningún efecto cuando adicionaron plasma seminal a los espermatozoides 

despues de la criopreservacion (Morrier y col., 2003; de Graaf y col., 2007; Domínguez y 

col., 2008; Rovegno y col., 2012). 
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 De hecho, la controversia de la eliminación o no del plasma seminal en la 

conservación se hace evidente en nuestros propios resultados, ya que mientras la 

eliminación del plasma parece aumentar los porcentajes de supervivencia espermática, 

independientemente de la edad del macho, por otro lado, observamos que aquellos 

espermatozoides conservados en presencia del plasma seminal presentan menores índices 

de espermatozoides vivos con acrosoma reaccionado. En otras palabras, el plasma podría  

proteger a los espermatozoides de sufrir el proceso denominado como criocapacitación. 

Destacar que en nuestro caso, también observamos que los espermatozoides lavados pero 

conservados con YH en polvo presentaron índices de criocapacitación inferiores a los 

obtenidos en el resto de tratamientos. Además, debemos tener en consideración que los 

diferentes componentes del plasma varían entre especies, entre machos y pueden aparecer y 

desaparecer en función de factores ambientales, tales como la temporada de la recolección, 

la temperatura, la nutrición o el estrés (Pérez-Pé y col., 2001; Muiño-Blanco y col., 2008). 

 

 La edad de los sementales fue un factor determinante en los parámetros de calidad 

seminal evaluados en fresco, siendo superiores en aquellas muestras procedentes de 

moruecos de 2 años con relación a las obtenidas de machos de 1 año. Tal y como reportó 

Folch (1984) en ovinos de la raza Aragonesa, la concentración espermática en machos de 9 

meses es del 50 al 75 % de la que presentan los moruecos adultos. También Martinez y col., 

(1998), al comparar moruecos de 3-4 años de edad con individuos de 1 año en las razas 

Coriedale, Merino Rambouillet y Romney Marsh, reportaron que la concentración seminal 

se incrementó en 15.78 % y la viabilidad en 11,58 % en los animales adultos respecto a los 

datos obtenidos en animales jóvenes.  

 

  Estos resultados se deben posiblemente a que el tamaño y el peso del parénquima 

testicular son parámetros altamente correlacionados con la producción y calidad seminal y 

fertilidad. En moruecos, el volumen de los testículos aumenta paralelamente al crecimiento 

corporal hasta que éste alcance el pleno estado adulto (Beltrán de Heredia, 2009), lo que 

sugiere que moruecos de mayor edad producen mayor cantidad y calidad de semen que los 

jóvenes, muchos de los cuales no habrían completado su crecimiento corporal y madurez 

sexual. Tal y como lo demostraron Colas y Zinsner (1975) al comparar moruecos de las 
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razas Ile France y Lacaune, los porcentajes de fertilidad aumentaron con la edad de los 

donantes, siendo de 45.5 % y 54.0 % al año de edad y de 62.2 % y 61.5 % a los dos años en 

las dos razas, respectivamente. 

 

 De hecho, esta superioridad de la calidad seminal en los sementales de 2 años se 

mantuvo durante la refrigeración y congelación-descongelación con valores superiores de 

viabilidad, integridad acrosomal, resistencia osmótica (HOST) y porcentaje de  

espermatozoides vivos con actividad mitocondrial alta en todos los tratamientos estudiados. 

Resultados similares en integridad funcional de membrana, con actividad mitocondrial y 

estructura de cromatina compacta reportó Lymberopoulos, y col. (2010) en moruecos de 4-

5 años de edad al comparar con animales de 1-2 años, con incremento de la fertilidad del un 

15% y prolificidad de más de un 0.56%. Así como también Rodríguez-Almeida y col. 

(2008), en espermatozoides congelados-descongelados de las razas Pelibuey y Blackbelly 

con yema de huevo al 20 %, encontraron valores superiores de reacción acrosómica en 

animales jóvenes (un año de edad), sin diferencias significativas en la viabilidad con 

espermatozoides de moruecos adultos. 

 

 También la edad parece influir, aunque de manera desigual según el tratamiento y el 

parámetro cinético analizado, en la calidad y cantidad de movimiento espermático. 

Concretamente se observó una superioridad por efecto de la edad en la motilidad total solo 

cuando los espermatozoides fueron conservados en un medio a base de YH en polvo 

(lavados y no-lavados) y en medio a base de YH clarificada, pero en presencia de plasma 

seminal. Por otra parte, mientras que la edad no afectó la motilidad progresiva tras la 

refrigeración, fue significativamente superior en los espermatozoides procedentes de 

machos de 2 años tras la descongelación, lo que sugiere que la edad no tan solo mejora las 

características seminales de los eyaculados evaluadas en fresco, sino que favorece la 

capacidad de resistencia de los espermatozoides a la crioconservación. De hecho, tanto tras 

la refrigeración como tras la descongelación, hubo un incremento significativo en todos los 

parámetros cinéticos estudiados, a excepción de la amplitud lateral del desplazamiento de la 

cabeza (ALH) cuando los donantes de semen eran un año mayor, independientemente del 

tratamiento de conservación utilizado. De igual manera reportaron Cabrera y col., (1998) en 
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macho cabrío adulto un incremento de la motilidad progresiva de lo que presentaban  

animales jóvenes. También, en ovinos, Rodríguez-Almeida y col. (2008) entre otros autores 

señalan que los parámetros cinéticos están influenciados, entre otros factores, por la 

madurez sexual. 

 

 Por último, las dimensiones y forma de la cabeza de los espermatozoides 

congelados-descongelados no se vieron modificadas por el efecto de la edad del donante, la 

eliminación o no del plasma seminal o el tipo de yema de huevo utilizado durante la 

conservación, presentando valores que están dentro del rango descrito en moruecos 

(Maroto-Morales y col., 2010; Bravo, 2010). 

 

 En conclusión, los resultados presentados en este estudio sugieren que los 

espermatozoides de moruecos de 2 años tienen mayor concentración, calidad inicial y 

resistencia o supervivencia al proceso de refrigeración y congelación-descongelación que 

los espermatozoides de animales más jóvenes. De igual manera, la eliminación del plasma 

seminal mediante centrifugación mejora los resultados de supervivencia seminal tras el 

proceso de refrigeración y congelación-descongelacion, aunque no podemos concluir si esta 

superioridad es debida a la ausencia de plasma en el medio de congelación o a una supuesta 

selección de los espermatozoides ejercida durante su procesamiento. Por último, la yema de 

huevo en polvo puede utilizarse de forma satisfactoria en la refrigeración y congelación de 

espermatozoides ovinos, substituyendo el uso tradicional de la yema de huevo fresco y 

aportando una mayor homogeneidad y seguridad sanitaria en la elaboración de los 

diluyentes de conservación, mientras que la adición de yema de huevo clarificada no 

supone una ventaja en la supervivencia tras la conservación. No obstante, más estudios 

deben llevarse a cabo para confirmar si los resultados de calidad analizada in vitro de estas 

dosis seminales conservadas se corresponderían a los posibles resultados de fertilidad 

obtenidos mediante técnicas de fecundación in vitro y de inseminación artificial. 
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4.2. CAPITULO II 

 

Estudio de diferentes diluyentes libres de aditivos de origen 

animal y otras alternativas a la tradicional crioconservación 

espermática en moruecos. 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 
 

Our first aim was to study potential extenders free from additives of animal origin using 

as cryoprotectant soybean lecithin or butylated hydroxytoluene (BHT), and also the 

efficiency of trehalose as an alternative of glycerol on sperm cryopreservation. 

Secondly, we also assessed the buffer system effect comparing Tes-Tris buffer system 

(TEST) vs Tris and citric acid buffer system (TRIS), testing simultaneously the 

inclusion of BHT (5.0 mM) as antioxidant on ram sperm cryosurvival. Briefly, fresh 

ejaculates from 8 young rams (1 year old approximately) were collected by artificial 

vagina and immediately mixed in equal quantities. Pooled semen was washed by 

centrifugation and the pellet was split into 6 equal aliquots and re-suspended in one of 

the 6 different Tris-based media with BHT (0.6mM), soybean lecithin 1% (w/v) or 

powered egg yolk (15%,v/v) as cryoprotectant supplemented by 5% of glycerol or 

100mM of trehalose. In the second experiment, washed semen was split into 8 equal 

aliquots and diluted in a 1% (w/v) soybean lecithin or in a 15% (v/v) powered egg yolk-

based media with TEST or TRIS buffer system and with or without BHT (5.0mM). All 

of the 8 different extenders were supplemented by 5% glycerol. Afterwards, all sperm 

samples were refrigerated at 5º C for 4 hours before being frozen in nitrogen liquid 

vapors. Sperm motility was analyzed by computer assisted sperm analysis (ISAS®) and 

viability, acrosomal integrity and viability after hyposmotic test (HOST) were 

determined by eosine/nigrosine stain after refrigeration. After thawing, viability, and 

acrosome integrity were determined by by eosine/nigrosine stain, as well sperm motility 

and morphometry by ISAS ® (mean±SE, n=6). Refrigerated and frozen/thawed sperm 

preserved in a BHT-based media showed the lowest values (p<0.001) in all the assessed 

quality parameters, meanwhile no differences were observed between sperm preserved 

in a soybean lecithin or powered egg yolk based media, even both cryoprotectant had a 

better effect on sperm cryosurvival, when they were combined with glycerol. On the 

other hand, the buffer system TRIS provided a higher thawed sperm quality (p<0.001) 

than the TEST buffer, independently of the cryoprotectant used. Finally, the presence of 

BHT as antioxidant improved all the parameters evaluated on sperm preserved in the 

media with buffer system TRIS, also independently of the cryoprotectant used. 
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 INTRODUCCIÓN 

 

 Generalmente, la yema de huevo ha sido utilizada en los diluyentes de 

crioconservación de semen (Salamon y Maxwell, 2000; Leboeuf y col., 2000), a pesar 

de contener sustancias que interfieren en el metabolismo celular reduciendo la motilidad 

espermática (Demaniowicz y Strzezek, 1996). Además, la tendencia a eliminar 

componentes de origen animal en los diluyentes de crioconservación hace que la 

posibilidad de utilizar un sustituto a la yema de huevo sea muy deseable. En los últimos 

años se han sugerido diferentes propuestas como la adición de lecitinas de origen 

vegetal como lecitina de soja, por su alto contenido de lipoproteínas de baja densidad 

(LDL) en los diluyentes de criopreservación de espermatozoides de toro (Aires y col., 

2003), caballo (Aurich y col., 2007), cerdo (Zhang y col., 2009) y morueco (Gil y col., 

2003; de Paz y col., 2010; Forouzanfar y col., 2010), llegándose a comercializar como 

el diluyente Bioexcell® en moruecos, el Biociphos Plus® en toro o incluso el 

Andromed® en humana. De la misma manera, la inclusión del butil hidroxitolueno 

(BHT) como crioprotector ha sido propuesto como un sustituto fiable de la yema de 

huevo en la criopreservación del semen de caprino (Abd Elhakeam, 2001; Khalifa y 

col., 2008).  

 

 Por otro lado, el glicerol, que a su vez es el crioprotector penetrante más 

utilizado en los diluyentes de congelación, es potencialmente citotóxico (Holt, 2000; 

Watson, 2000), no siendo la base de sus propiedades crioprotectoras completamente 

conocidas (Aires y col., 2003). De nuevo, la búsqueda de diluyentes crioprotectores 

alternativos y de composición definida para la crioconservación de espermatozoides de 

morueco está más que justificada. Uno de los candidatos propuestos a sustituir el 

glicerol como crioprotector es la trehalosa (Molinia y col., 1994; Sánchez-Partida y col., 

1998) ya que promueve la deshidratación celular, reduciendo los efectos negativos de la 

formación de cristales de hielo (Aisen y col., 2002; 2005) y es capaz de interaccionar 

con los fosfolípidos y proteínas de la membrana, proporcionándole una mayor 

flexibilidad contra el daño celular provocado por la congelación (Aisen y col., 2002; 

Bucak y col., 2007). De esta manera, el uso de trehalosa representa una alternativa al 

glicerol muy interesante (Tonieto y col., 2010). 
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 Otro aspecto crucial en la conservación del semen es el mantenimiento del pH 

del diluyente en el que los espermatozoides son diluidos, puesto que el pH interno del 

espermatozoide está directamente relacionado con el pH del diluyente y, a su vez, con la 

motilidad (Jones y Bavister, 2000). La adición de agentes tamponadores a los diluyentes 

de conservación ayudan a controlar el pH, siendo la solución más empleada el tampón 

TRIS y/o citrato, el cual es incluido como componente básico de los diluyentes de 

crioconservación espermática (Salamon y Maxwell, 2000). A pesar de los escasos 

estudios realizados para evaluar otras alternativas a estos tampones en la composición 

de diluyentes semi-sintéticos, parecen existir evidencias que sugieren que la utilización 

de tampones zwitterion  mejora la calidad in vitro de los espermatozoides de muchas 

especies (Tuli y Holtz, 1992; Molinia y col., 1994; Yániz y col., 2011). De hecho, 

Graham y col., (1972) ya demostraron que el tampón zwitterionic Tes combinado con 

Tris (TEST) resultó ser el sistema tampón más satisfactorio para congelar 

espermatozoides de toro. Este sistema TEST ha sido también utilizado en la congelación 

de espermatozoides de morueco (Anel y col., 2003) y de gacela (Garde y col., 2008).  

  

 Asimismo, es importante valorar y reducir en lo posible el daño oxidativo sobre 

la membrana de los espermatozoides, ya que la generación de especies reactivas de 

oxigeno (ROS) durante la crioconservación (Alvarez y Storey, 1992) disminuye la 

supervivencia y capacidad fecundante de las dosis criopreservadas para la Inseminación 

Artificial (Maxwell y Watson, 1996). Una manera de reducir los efectos perjudiciales de 

las ROS podría ser la adición de componentes con capacidad antioxidante al diluyente 

de congelación para bloquear o prevenir el estrés oxidativo. Entre los diferentes 

componentes antioxidantes, el butil hidroxitolueno (BHT), que es un análogo sintético 

de la vitamina E, ha sido probado con resultados satisfactorios en distintas especies 

como en espermatozoides de toro (Ijaz y col., 2009), de morueco (Watson y Anderson, 

1983) y de cerdo (Roca y col., 2004). 

 

 El objetivo de este segundo capítulo fue en primer lugar comparar la eficiencia 

de distintas combinaciones de crioprotectores como la yema de huevo en polvo, lecitina 

de soja o el BHT, junto al glicerol o a la  trehalosa, así como también la eficacia de dos 

sistemas tampón como son el TRIS y TEST en medios de conservación a base de yema 
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de huevo en polvo o de lecitina de soja, junto con la suplementación o no de BHT como 

antioxidante en la refrigeración y criopreservación de espermatozoides ovinos. 

 

MATERIALES Y MÉTODOS 

 

  Todos los reactivos utilizados procedían de la casa comercial Sigma-Aldrich, 

excepto la yema de huevo en polvo que procedía de NIVE (Nunspeet Holland 

Eiproducten). 

 

Los siguientes experimentos se llevaron a cabo entre las instalaciones del IRTA 

en Caldes de Montbui y la Universidad Autónoma de Barcelona. Para ello, se utilizaron 

8 moruecos (4 de raza Xisqueta y 4 de Aranesa), a los que se les colectó semen con 

vagina artificial 2 días/semana y 2 eyaculados/día en otoño, a la de edad de un año 

aproximadamente, realizando un total de 6 réplicas en cada experimento. Tras la 

recogida de los eyaculados, y manteniéndolos en un Baño María a 37ºC, se procedió a 

valorar su motilidad masal y volumen siguiendo la clasificación de Evans y Maxwell 

(1990). A continuación, los eyaculados eran mezclados en un solo tubo (pool), a partir 

del cual se dividía en varias alícuotas según el número de tratamientos que se 

pretendiera estudiar en cada experimento. Seguidamente, cada una de las alícuotas era 

diluida (1:6) con la solución base TGC (Salamon y Maxwell, 2000), y centrifugada a 

600 g durante 10 minutos. Una vez eliminado el sobrenadante, y el sedimento era 

diluido de nuevo en 9 mL de la solución TGC para realizar una segunda centrifugación 

(600xg por 10'). Finalmente, el sobrenadante era descartado y el sedimento de las 

distintas alícuotas era recuperado para su posterior procesamiento en los experimentos 1 

y 2. 

Experimento 1: Efecto de la combinación de diferentes crioprotectores en los 

medios de conservación de espermatozoides ovinos  

 

 En este primer experimento, tras el proceso de centrifugación de la mezcla de 

eyaculados se obtuvieron 6 alícuotas de semen lavado. Tres de las alícuotas fueron 

resuspendidas (1:4) en la solución TGC a una concentración final de 5% de glicerol y a 

la que se le había agregado previamente uno de los crioprotectores: yema de huevo en 

polvo 15 % (v/v), lecitina de soja 1% (w/v) o butil hidroxitolueno (BHT) (0.6mM), 
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dando lugar a 3 tratamientos distintos de conservación. De igual manera, las otras 3 

alícuotas procedentes del lavado de la mezcla de eyaculados fueron resuspendidas (1:4) 

también en solución TGC, pero con una concentración final de 100mM de Trehalosa 

junto con uno de los 3 crioprotectores: yema de huevo en polvo 15 % (v/v), lecitina 1% 

(w/v) o butil hidroxitolueno BHT (0.6mM), dando lugar a otros 3 tratamientos distintos 

de conservación. Todas las soluciones utilizadas para la conservación espermática 

contenían penicilina benzatínica (1000 UI/mL) y sulfato de estreptomicina (1.0 mg/mL), 

con el objetivo de evitar posible contaminaciones. 

 

 La metodología utilizada para la adición del BHT en las distintas soluciones fue 

similar a la descrita anteriormente por Khalifa y col., (2008). Para ello, se disolvió 0.013 

gr de butil hidroxitolueno (BHT) en 0.25 ml de dimetilsulfoxoido (DMSO) para obtener 

una concentración final de 0.60 mM de BHT y de 35.2mM de DMSO en los distintos 

diluyentes. 

 

Experimento 2: Efecto del antioxidante BHT y del sistema tampón sobre la 

conservación de espermatozoides ovinos en medios a base de yema de huevo en 

polvo o lecitina de soja. 

 

 Para la refrigeración y crioconservación de los espermatozoides en este segundo 

experimento se utilizaron dos diluyentes base, la solución TGC descrita anteriormente y 

la solución TTG a base del tampón TEST y compuesta por 209 mM Tes (N-

[Tris(hidroximetil)metil]-2-aminoetanosulfónico), 99 mM Tris ([hidroximetil] 

aminometano) y 27.75 mM D (+)-Glucosa, ajustada a un pH 7.17 ± 0.02 y una 

osmolaridad 330 ± 2.01 mOsm (Garde y col., 2008). De igual manera que en el 

experimento 1, el plasma seminal era eliminado mediante centrifugación, obteniendo 8 

alícuotas de semen lavado procedente de la mezcla de eyaculados. Seguidamente, 2 de 

las alícuotas fueron resuspendidas (1:4) en la solución TGC con un  5% de glicerol y 

yema de huevo en polvo al 15 % (v/v), una de ellas en presencia de BHT (5mM) en el 

diluyente y la otra sin BHT, mientras que otras 2 eran también resuspendidas (1:4) en la 

solución TGC, pero con lecitina de soja 1% (w/v), una en presencia de BHT y otra sin el 

antioxidante, dando lugar a 4 tratamientos distintos de conservación. Por otra parte, las 

otras 4 alícuotas de espermatozoides restantes fueron procesadas siguiendo la misma 

metodología, pero en solución TTG, dando lugar a otros 4 tratamientos distintos de 
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conservación. Brevemente, 2 alícuotas fueron resuspendidas en solución TEST con 

YHP, una en presencia de BHT y la otra sin BHT, mientras que las otras 2 se 

resuspendieron en diluyente TEST a base de lecitina de soja con y sin BHT como 

antioxidante. 

 

 Una vez homogenizadas las distintas suspensiones, tanto en el experimento 1 

como en el 2, los tubos eran introducidos en un recipiente con 10 ml de agua a 20 °C, 

colocados en una nevera portátil (Dometic-Waeco®) a 5 °C y trasladados desde del 

IRTA a una cámara de frio de la Facultad de Veterinaria de la UAB. Tras 

aproximadamente 3h30' de permanecer las suspensiones espermáticas en refrigeración 

se les agregaron los mismos diluyentes correspondientes, con la finalidad de llegar a 

una concentración final de 400 x106 de espermatozoides/mL. A continuación, las 

distintas alícuotas refrigeradas fueron envasadas manualmente en pajuelas de 0.25 mL 

(IMV, L’Aigle Cedex, France) y selladas con alcohol polivinílico. Una vez transcurridas 

las 4 horas de refrigeración, las pajuelas fueron congeladas en vapores de  nitrógeno 

líquido (LN2), a 5 cm por encima del nivel de LN2 durante 10 minutos, para finalmente 

ser sumergidas en él para su almacenamiento hasta su descongelación. 

 

Análisis de los parámetros de calidad seminal 

 

 La viabilidad y morfología espermática de la mezcla de eyaculados en fresco, 

tras 4 h de refrigeración y tras la descongelación de las muestras conservadas con los 

distintos tratamientos se evaluó por medio la tinción de eosina-nigrosina, tal y como se 

describe en el primer capítulo. El test de endosmosis (HOST) se realizó únicamente tras 

la mezcla de eyaculados en fresco y tras 4 h de refrigeración. La morfometría de las 

muestras se evaluó en fresco y tras la descongelación, mientras que la cantidad y calidad 

de movimiento de los espermatozoides en las distintas suspensiones espermáticas se 

evaluó tras la refrigeración y post-descongalción mediante el sistema ISAS® (Proiser 

R+D S.D., Valencia). 

 

Análisis Estadístico 

 

 En los dos experimentos, los datos de viabilidad, integridad de membrana 

plasmática, morfometría y los parámetros cinéticos descriptores del movimiento 
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espermático (variables dependientes), se analizaron utilizando el procedimiento GLM 

(ANOVA) de SPSS 20.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, EE.UU.), siendo los valores 

obtenidos expresados como media ± error estándar de la media. Se realizó 6 

repeticiones en cada tratamiento. Cuando las diferencias fueron significativas (p <0.05), 

se realizó el test de Bonferroni de comparación de medias a posteriori. La normalidad y 

homogeneidad de varianza de los parámetros espermáticos se comprobaron con el tests 

de Kolmogorv-Smirnov y Levene. Las variables dependientes que no cumplieron con 

los supuestos de igualdad de varianza y distribución normal fueron sometidas a una 

transformación arcoseno, antes del análisis estadístico. 

 

RESULTADOS 

 

Experimento 1. Efecto de la combinación de diferentes crioprotectores en los 

medios de conservación de espermatozoides ovinos  

 

 Los resultados obtenidos tras el análisis seminal de la mezcla de eyaculados son 

una concentración seminal de 2.902 ± 165.6 millones de espermatozoides/mL, una 

viabilidad estimada por E/N del 66.6 % ± 2.4, una integridad funcional de sus 

membranas tras la prueba de HOST del 41.8 % ± 9.4, una integridad acrosomal de 80.2 

% ± 2.1, una motilidad masal de 2.1±0.1 y un porcentaje de anormalidades espermáticas 

de 21.8 % ± 2.7. Al comparar los resultados obtenidos de viabilidad tras el proceso de 

refrigeración (Tabla 1.1), se observa que aquellos espermatozoides conservados en BHT 

como crioprotector sustituto de la yema de huevo, independientemente de estar 

combinado con glicerol o trehalosa, presentaron valores inferiores al resto de 

tratamientos, aunque solo significativamente diferentes con los conservados con 

glicerol, tanto con YHP como con lecitina. Respecto a la capacidad de resistencia al 

shock hipoosmótico, la tendencia fue similar, presentando valores inferiores de 

integridad funcional de la membrana en aquellos espermatozoides conservados en BHT, 

especialmente en combinación con trehalosa, difiriendo éste último significativamente 

del resto de tratamientos que no contenían BHT como crioprotector. A su vez, el 

diluyente a base de yema de huevo en polvo complementado con glicerol (YHP-G) 

proporcionó valores superiores a los obtenidos en los demás tratamientos, aunque sin 

diferencias significativas con lo observado en el medio también a base de yema de 
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huevo en polvo pero complementado con trehalosa (YHP-T) y con el obtenido en el 

medio a base de lecitina con glicerol (LS-G).  

 

Tabla 1.1. Efecto de la combinación de diferentes crioprotectores en los medios de 

conservación de espermatozoides ovinos sobre la viabilidad, resistencia osmótica 

(HOST) y motilidad espermática tras la refrigeración (media ± se, n=6). 

Tratamiento YHP-G LS-G BHT-G YHP-T LS-T BHT-T 

Viabilidad 55.3±5.8a 53.3±1.7a 40.3±1.3b 48.4±1.4ab 49.1±3.6ab 39.1±3.6b 

HOST (%) 34.6±3.0a 31.3±2.0ab 25.1±3.1bc 29.3±0.5ab 27.9±1.8b 20.3±1.3c 

MT (%) 77.6±3.9a 70.5±1.4a 45.2±1.4bc 69.8±4.6a 60.2±7.6ab 41.2±3.6c 

MP (%) 45.8±7.1a 43.7±3.2a 25.2±1.1bc 35.6±3.7ab 34.9±1.8ab 20.1±1.1c 

VCL(µm/s) 106.5±3.9a 97.4±5.7a 58.2±2.6b 66.7±2.8b 66.8±4.3b 61.7±0.9b 

VSL (µm/s) 38.4±2.6a 35.2±1.5a 18.3±1.1d 28.5±2.5b 24.1±0.8bc 20.5±1.8cd 

VAP (µm/s) 62.3±3.2a 53.9±3.2b 31.4±1.3d 42.2±2.3c 36.6±2.6cd 33.3±2.0d 

LIN (%) 43.6±2.3a 40.6±3.5ab 34.9±1.5bc 35.9±1.1bc 39.1±1.5abc 33.3±1.0c 

STR (%) 65.1±2.3a 63.5±2.4a 56.5±0.8bc 63.7±1.5a 60.9±1.8ab 53.3±1.8c 

ALH(µm) 4.7±0.2a 4.9±0.3a 3.1±0.1b 3.0±0.1b 3.5±0.2b 3.2±0.1b 

BCF (Hz) 7.4±0.3a 5.2±0.4b 3.6±0.3c 5.7±0.3b 4.3±0.2c 4.3±0.4c 
a,d Diferentes letras representan diferencias significativas (P<0.001) entre tratamientos (YHP-G: YH en polvo + 
glicerol, LS-G: lecitina + glicerol, BHT-G: butil hidroxitolueno + glicerol, YHP-T: YH en polvo + trehalosa, LS-T: 
lecitina + trehalosa, BHT-T: butil hidroxitolueno + trehalosa). MT: motilidad total, MP: motilidad progresiva, VCL: 
velocidad curvilínea, VSL: velocidad rectilínea, VAP: velocidad media, LIN: índice de linealidad, STR: índice de 
rectitud, ALH: amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza, BCF: frecuencia de batida. Numero de 
espermatozoides =7,063 

 
  De la misma manera, la mayoría de los parámetros cinéticos analizados 

mediante el sistema ISAS de las distintas suspensiones espermáticas sometidas a estudio 

(Tabla 1.1.) parecen mostrar un patrón semejante a lo anteriormente descrito, 

observándose los valores más bajos en los espermatozoides conservados en BHT, tanto 

con glicerol como con trehalosa, y los valores intermedios en el resto de tratamientos 

con trehalosa, mientras que los superiores se observan en aquellos refrigerados en 

medios con glicerol, independientemente de si estaban combinados con YHP o Lecitina 

de soja. De las diferencias significativas observadas entre los distintos tratamientos, se 

destaca que en ninguno de los distintos parámetros analizados se encontraron 

diferencias entre los espermatozoides conservados en YHP respecto a los conservados 
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en lecitina de soja, tanto cuando eran combinados con glicerol como cuando éste era 

substituido por trehalosa, a excepción de la frecuencia (BCF), que presentaron valores 

significativamente superiores cuando eran conservados en presencia de yema de huevo 

en polvo, siendo significativamente superior al resto de tratamientos en el caso de 

combinarla con el glicerol, tal y como sucedió también al analizar la velocidad media 

(VAP), difiriéndose solo entre la observada en los espermatozoides conservados en  

YHP y la presentada en el caso de usar LS al combinarse con el glicerol. 

 

 De nuevo, una vez analizados los distintos parámetros espermáticos tras la 

descongelación de las muestras seminales (Tabla 1.2.), los resultados siguieron la 

misma tendencia que la observada en los espermatozoides refrigerados, es decir, valores 

superiores en los tratamientos a base de glicerol y valores intermedios en los 

tratamientos a base de trehalosa, ya sean combinados con yema de huevo en polvo o 

lecitina, mientras que los peores resultados se observaron siempre en los tratamientos 

que contenían BHT como sustituto de la YHP o de la lecitina de soja. No obstante, las 

diferencias fueron más marcadas entre estas 3 categorías tras la descongelación que tras 

la refrigeración, mostrando valores significativamente superiores en el caso de 

conservarlos en presencia de glicerol, independientemente de si se combinaba con YHP 

o lecitina. 
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Tabla 1.2. Efecto de la combinación de diferentes crioprotectores en los medios de 

conservación de espermatozoides ovinos sobre la viabilidad y motilidad espermática 

tras la congelación/descongelación (media ± se, n=6). 

Tratamien. YHP-G LS-G BHT-G YHP-T LS-T BHT-T 

Viabilidad 33.0±0.8a 31.9±1.2a 17.3±1.5c 23.8±1.8b 23.2±1.5b 19.9±3.1bc 

MT (%) 48.4±3.3a 44.4±3.3a 20.5±1.4d 35.1±1.4b 28.9±0.8bc 23.8±1.3cd 

MP (%) 24.0±2.7a 22.7±0.9a 10.5±0.4c 17.3±0.5b 17.1±0.7b 12.0±0.5c 

VCL (µm/s) 61.8±2.9a 54.9±3.4a 43.6±1.6b 40.3±3.9bc 33.8±1.9cd 31.5±0.5d 

VSL (µm/s) 28.1±2.4a 26.8±1.9a 14.8±0.2c 19.1±0.7b 15.7±0.5bc 14.4±1.1c 

VAP (µm/s) 39.9±2.4a 36.2±0.5a 24.6±0.5c 28.9±1.7b 31.5±1.5b 24.7±0.9c 

LIN (%) 57.4±0.9a 54.9±2.6a 38.4±1.3d 47.5±1.6bc 48.3±3.9b 41.4±1.5cd 

STR (%) 70.8±0.4a 70.5±1.2a 59.9±1.1b 63.3±3.3b 62.2±2.2b 61.3±1.4b 

ALH (µm) 2.7±0.1ab 2.9±0.1a 1.8±0.0d 2.4±0.3bc 2.2±0.1cd 2.0±0.1cd 

BCF (Hz) 7.1±0.3a 6.6±0.4a 2.8±0.2c 4.6±0.4b 4.4±0.4b 2.2±0.3c 

a,dDiferentes letras representan diferencias significativas (P<0.001) entre tratamientos (YHP-G: YH en polvo + 
glicerol, LS-G: lecitina + glicerol, BHT-G: butil hidroxitolueno + glicerol, YHP-T: YH en polvo + trehalosa, LS-T: 

lecitina + trehalosa, BHT-T: butil hidroxitolueno + trehalosa). MT: motilidad total, MP: motilidad progresiva, 
VCL: velocidad curvilínea, VSL: velocidad rectilínea, VAP: velocidad media, LIN: índice de linealidad, STR: 
índice de rectitud, ALH: amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza, BCF: frecuencia de batida. Numero de 
espermatozoides =2,953 
 

 Al comparar las medidas morfométricas de los espermatozoides frescos con los 

espermatozoides criopreservados no se observó ningún efecto sobre la forma de la 

cabeza, pero sí sobre sus dimensiones (Tabla 1.3.). De esta manera, se observó, tras el 

análisis mediante el ISAS, que la longitud de la cabeza de los espermatozoides frescos 

es significativamente superior a la de los espermatozoides criopreservados en BHT, 

tanto en glicerol como en trehalosa, sin observarse diferencias con el resto de 

tratamientos. Además, tampoco los valores del ancho, área y perímetro de la cabeza de 

los espermatozoides frescos difirieron significativamente de los valores obtenidos tras 

descongelar espermatozoides conservados en medios a base de yema de huevo en polvo, 

tanto combinado con glicerol como con trehalosa, así como tampoco el ancho de la 

cabeza de los espermatozoides congelados en lecitina combinada con glicerol. 

 

 Respecto a las dimensiones de los espermatozoides congelados en diferentes 

medios de congelación, no se observaron diferencias de las dimensiones de la cabeza 
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entre tratamientos, a excepción del medio a base de BHT con glicerol que muestran, en 

la longitud, área y perímetro de la cabeza esspermática, valores significativamente 

inferiores a los observados con ambos medios a base de YHP (con glicerol y con 

trehalosa). Igualmente, los valores del ancho de cabeza la YHP en glicerol fue 

significativamente superior al BHT con glicerol y trehalosa, y a la lecitina con trehalosa. 

   

Tabla 1.3. Parámetros morfométricos de dimensión de cabeza de espermatozoides 

ovinos frescos y criopreservados con diferentes combinaciones de crioprotectores 

(media ± es, n=6).  

 
Tratamientos Longitud 

(µm) 
Ancho 
(µm) 

Área 
(µm2) 

Perímetro 
(µm) 

YHP-G 8.5±0.0ab 4.9±0.0a 34.6±0.2ab 23.5±0.1ab 

LS-G 8.4±0.0abc 4.8±0.0ab 33.6±0.4bc 23.2±0.1bc 

BHT-G 8.3±0.0c 4.7±0.0c 32.6±0.3c 22.8±0.1c 

YHP-T 8.5±0.0ab 4.8±0.0ab 34.2±0.2ab 23.4±0.1ab 

LS-T 8.5±0.1ab 4.8±0.0bc 33.5±0.4bc 23.1±0.1bc 

BHT-T 8.3±0.0bc 4.8±0.0bc 33.2±0.3bc 23.0±0.1bc 

Fresco 8.6±0.1a 4.9±0.0a 35.3±0.3a 23.9±0.2a 

a,d Diferentes letras representan diferencias significativas (P<0.001) entre tratamientos (YHP-G: YH en polvo + 
glicerol, LS-G: lecitina + glicerol, BHT-G: butil hidroxitolueno + glicerol, YHP-T: YH en polvo + trehalosa, LS-T: 
lecitina + trehalosa, BHT-T: butil hidroxitolueno + trehalosa) en los parámetros morfométricos. Numero de 
espermatozoides =6,467. 
 
 Por lo que hace referencia a los parámetros de forma de la cabeza de los 

espermatozoides, como se ha mencionado anteriormente, no se apreciaron diferencias 

entre frescos y descongelados ni entre los distintos tratamientos de congelación, siendo 

los valores medios de elipticidad de 1.8 ± 0.0, de elongación de 0.3 ± 0.0, de rugosidad 

de  0.8 ± 0.0 y de regularidad de 0.9 ± 0.0. 

 

Experimento 2: Efecto del antioxidante BHT y del sistema tampón sobre la 
conservación de espermatozoides ovinos en medios a base de yema de huevo en 
polvo o lecitina de soja 

 
  Los resultados obtenidos tras el análisis inicial en fresco de la mezcla de 

eyaculados utilizados en este segundo experimento son una concentración seminal de 
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3.051 ± 190.2 millones de espermatozoides/mL, un porcentaje de viabilidad estimada 

por E/N de 68.1 % ± 1.6, de integridad acrosomal  81.5 % ± 1.8, de resistencia osmótica 

tras la prueba de HOST de 45.9 % ± 1.8, de anormalidades espermáticas de 23.5 % ± 

3.7 y una motilidad masal de 2.2 ± 0.2.  

 

 Tras el análisis a las 4 horas de refrigeración de las distintas suspensiones 

espermáticas se observó que el tratamiento que proporcionó valores superiores en todos 

los parámetros analizados (Tabla 2.1.) fue el que consistía en conservar los 

espermatozoides en un medio a base de yema de huevo en polvo con el sistema tampón 

TRIS y con BHT como antioxidante, aunque éste no difirió significativamente en 

ningún parámetro de lo observado en el mismo medio, pero habiendo sustituido la yema 

de huevo por lecitina de soja. Igualmente, este mismo tratamiento, YHP en tampón 

TRIS y con BHT, a pesar de presentar valores superiores, tampoco proporcionó 

resultados significativamente diferentes a los obtenidos en el resto de tratamientos de 

integridad física (viabilidad) y funcional de sus membranas plasmáticas (HOST), 

motilidad total y progresiva, a excepción de lo obtenido en los medios donde se usó 

TEST como tampón, pero sin adicionar el antioxidante. 

 

 En cuanto a los parámetros cinéticos de velocidad espermática tras la 

refrigeración, los valores presentados por aquellos espermatozoides conservados en el 

medio a base de YHP en TRIS y con BHT fueron de nuevo significativamente 

superiores a los observados en los medios donde el sistema tampón usado fue el TEST. 
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Tabla 2.1. Efecto del antioxidante BHT y del sistema tampón en medios a base de yema de huevo en polvo o lecitina de 

soja sobre la viabilidad, test HOST y parámetros cinéticos de los espermatozoides refrigerados de moruecos (media ± se, 

n=6). 

 

Tratamien. YHP-TRIS LS-TRIS YHP-TRIS 
+BHT 

LS-TRIS 
+BHT 

YHP-TEST LS-TEST YHP-EST 
+BHT 

LS-EST 
+BHT 

Viabilidad 52.6±4.9ab 48.3±1.4abc 56.2±0.7a 52.8±2.1ab 43.6±1.5bc 40.6±1.6c 47.1±1.6abc 48.3±1.7abc 

HOST (%) 25.7±0.5ab 23.2±1.6ab 28.5±0.9a 26.4±2.0ab 21.0±1.8b 20.2±0.8b 24.1±1.3ab 25.2±1.6ab 

MT (%) 78.4±1.4ab 75.1±1.9ab 83.1±2.1a 84.5±1.6a 69.2±3.3b 67.4±2.8b 76.8±1.7 ab 74.1±3.9ab 

MP (%) 40.6±4.3ab 38.1±1.2abc 45.1±0.9a 44.2±3.0a 26.3±1.3c 28.7±4.5bc 40.1±3.8ab 39.4±0.6ab 

VCL(µm/s) 102.1±3.2abc 90.4±5.8bcd 112.4±3.2a 106.5±5.7ab 85.9±2.2cd 82.7±3.9d 95.1±2.7bcd 90.8±1.2bcd 

VSL(µm/s) 40.0±1.9ab 35.7±1.2bcd 46.3±3.5a 43.7±2.6ab 27.2±1.9cd 26.0±1.7d 39.5±2.8ab 37.4±2.1abc 

VAP(µm/s) 51.1±2.3b 50.8±3.1b 68.8±1.8a 66.5±3.1a 44.5±2.0b 42.8±2.3b 52.6±1.4b 50.8±2.3b 

LIN (%) 41.8±2.7abc 41.6±1.6abc 48.9±1.7a 46.1±2.0ab 33.7±0.7d 32.7±1.6d 39.6±1.0bcd 35.7±1.4cd 

STR (%) 61.8±1.3b 59.3±0.9b 68.0±1.5a 67.0±1.8a 54.6±1.3cd 50.7±1.0d 60.6±0.9b 58.3±2.3bc 

ALH(µm) 4.2±0.3ab 4.1±0.2ab 4.5±0.2a 4.4±0.3a 3.4±0.2b 3.9±0.2ab 4.0±0.1ab 3.9±0.2ab 

BCF (Hz) 7.2±0.2b 6.9±0.1bc 8.9±0.7a 8.1±0.3ab 5.3±0.2cd 4.8±0.3d 7.9±0.4ab 7.1±0.3b 
a,dDiferentes letras representan diferencias significativas (P<0.001) entre tratamientos (YHP-TRIS: YH en polvo + TRIS, LS-TRIS: lecitina + TRIS, YHP-
TRIS+BHT: YH en polvo + TRIS + butil hidroxitolueno, LS-TRIS+ BHT: lecitina + TRIS + butil hidroxitolueno, YHP-TEST: YH en polvo + TEST, LS-
TEST: lecitina + TEST, YHP-TEST+BHT: YH en polvo + TEST + butil hidroxitolueno, LS-TEST+BHT: lecitina + TEST + butil hidroxitolueno). MT: 
motilidad total, MP: motilidad progresiva, VCL: velocidad curvilínea, VSL: velocidad rectilínea, VAP: velocidad media, LIN: índice de linealidad, STR: índice 
de rectitud, ALH: amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza, BCF: frecuencia de batida. Numero de espermatozoides =11,054 
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a excepción de la velocidad rectilínea observada en aquellos que habían estado en 

TEST, pero en presencia también del antioxidante. Asimismo, este tratamiento a base de 

yema de huevo en polvo con TRIS y BHT presentó velocidades significativamente 

superiores a las encontradas cuando los espermatozoides fueron conservados también 

con el sistema tampón TRIS, pero en un medio a base de lecitina de soja y sin la 

presencia del antioxidante. Por lo que hace referencia al índice de linealidad no se 

apreciaron diferencias entre los distintos tratamientos debidas al crioprotector usado o a 

la presencia o no del antioxidante, pero sí en función del sistema tampón empleado, 

presentado valores generalmente inferiores en el caso de usar TEST, y siendo 

significativamente diferentes al compararlos con el índice obtenido en el caso de usar el 

tratamiento a base YHP+TRIS+BHT. El índice de rectitud obtenido en los dos medios 

con el sistema TRIS y en presencia de BHT, tanto con YHP como con lecitina, 

presentaron valores significativamente superiores al resto de tratamientos, siendo en los 

medios con TEST y en ausencia del antioxidante los que peores resultados presentaron.  

 

 En cambio, no se encontraron diferencias en los valores del desplazamiento 

lateral de la cabeza (ALH) entre los distintos tratamientos, a excepción del valor 

obtenido en aquellos espermatozoides que fueron conservados en YHP y con TEST 

como tampón respecto a los conservados en presencia de BHT como antioxidante y con 

TRIS, independientemente del crioprotector usado. También la conservación de los 

espermatozoides en medio a base de YHP con TRIS y en presencia de BHT permitió 

observar valores significativamente superiores de frecuencia de batido respecto al resto 

de tratamientos, a excepción de la BCF registrada en espermatozoides conservados 

también en el medio con TRIS con lecitina y en el medio con TEST con YHP, ambos en 

presencia del antioxidante, los cuales no difirieron del primero. Destacar que, de nuevo, 

los valores más bajos en este parámetro fueron observados en los medios con el sistema 

TEST como tampón y en ausencia del antioxidante. 

 

 Una tendencia similar a lo ocurrido tras la refrigeración, se pudo apreciar una 

vez analizadas las muestras descongeladas (Tabla 2.2.), con diferencias significativas en 

la mayoría de los parámetros estudiados entre aquellos espermatozoides conservados en 

el medio a base de YHP en TRIS y con BHT respecto a las conservadas en medios con 

TEST como tampón, a excepción de la velocidad rectilínea y media y la linealidad 

obtenida en las muestras conservadas también con TEST, pero con el antioxidante.  
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Tabla 2.2. Efecto del antioxidante BHT y del sistema tampón en medios a base de yema de huevo en polvo o lecitina de soja 

sobre la viabilidad y parámetros cinéticos de los espermatozoides congelados-descongelados de morueco (media ± se, n=6). 

 

Tratamien. YHP-TRIS LS-TRIS YHP-TRIS 
+BHT 

LS-TRIS 
+BHT 

YHP-TEST LS-TEST YHP-TEST 
+BHT 

LS-TEST 
+BHT 

Viabilidad 23.5±2.2ab 21.1±1.2abc 26.8±0.8a 25.7±1.1a 16.8±1.5c 17.9±1.1bc 17.7±0.9bc 18.2±1.2bc 

MT (%) 31.8±1.5abc 30.1±3.7bc 36.5±2.0a 35.4±2.6ab 20.7±0.5d 17.0±1.5d 27.1±1.0c 26.5±1.7c 

MP (%) 8.2±1.0b 19.0±1.5b 23.1±1.7a 20.2±0.5ab 12.9±1.6c 8.2±0.9d 14.6±0.9c 14.3±1.5c 

VCL (µm/s) 61.6±3.9ab 61.9±5.5ab 67.9±3.1a 63.6±3.2ab 50.7±2.6c 48.5±1.8c 55.1±1.9bc 57.6±5.5bc 

VSL (µm/s) 26.6±3.6ab 25.5±1.3abc 32.7±3.9a 30.0±2.4a 19.6±0.9bc 18.6±0.9c 27.4±2.4a 26.0±2.9ab 

VAP (µm/s) 40.5±3.8a 40.5±1.1a 43.3±4.6a 41.1±2.4a 27.4±1.2b 25.3±0.8b 38.3±3.8a 37.8±2.1a 

LIN (%) 47.6±2.8a 45.5±1.8ab 50.7±2.9a 49.1±4.6a 38.5±1.3bc 36.2±3.5c 48.1±2.5a 47.6±3.1a 

STR (%) 64.7±3.6abc 61.9±2.3bcd 69.2±2.4a 68.4±1.4ab 57.0±2.7de 50.2±1.6e 60.3±1.3cd 58.5±2.1cd 

ALH (µm) 3.3±0.2abc 3.0±0.1abc 3.8±0.3a 3.7±0.2ab 2.6±0.2cd 2.2±0.1d 2.7±0.1cd 2.9±0.2bcd 

BCF (Hz) 5.1±0.6b 4.2±0.1bc 7.0±0.1a 6.9±0.3a 4.1±0.3bc 3.1±0.2c 4.5±0.4b 4.1±0.2bc 

a,dDiferentes letras representan diferencias significativas (P<0.001) entre tratamientos (YHP-TRIS: YH en polvo + TRIS, LS-TRIS: lecitina + TRIS, YHP-
TRIS+BHT: YH en polvo + TRIS + butil hidroxitolueno, LS-TRIS+ BHT: lecitina + TRIS + butil hidroxitolueno, YHP-TEST: YH en polvo + TEST, LS-TEST: 
lecitina + TEST, YHP-TEST+BHT: YH en polvo + TEST + butil hidroxitolueno, LS-TEST+BHT: lecitina + TEST + butil hidroxitolueno). MT: motilidad total, 
MP: motilidad progresiva, VCL: velocidad curvilínea, VSL: velocidad rectilínea, VAP: velocidad media, LIN: índice de linealidad, STR: índice de rectitud, ALH: 
amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza, BCF: frecuencia de batida. Numero de espermatozoides = 5,921 
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 Por otra parte, a pesar de que el medio a base de YHP en TRIS y con BHT  

proporcionó los mayores valores en todas las características seminales estudiadas, éstos 

no se diferenciaron de los valores presentados en aquellos espermatozoides conservados 

también en medios con TRIS, a excepción de la inferior motilidad progresiva y menor 

frecuencia de batido observada en aquellos medios donde no se añadió BHT y de la 

menor motilidad total e índice de rectitud observados en el caso de usar lecitina de soja 

en TRIS y sin BHT.  
 

 Cabe destacar que no se observó ningún efecto significativo del tipo de 

crioprotector utilizado, salvo una única excepción entre la superior motilidad progresiva 

(p<0.05) observada en los espermatozoides conservados en medio con TEST y sin BHT 

cuando se usó yema de huevo en polvo respecto a cuando el crioprotector fue la lecitina 

de soja. Por lo que hace referencia a la existencia de un posible efecto del antioxidante, 

éste fue desigual dependiendo del sistema tampón usado. Concretamente, el efecto del 

BHT fue escaso en los medios donde se utilizó el TRIS, siendo solo significativo con 

una mayor frecuencia de batido en ambos crioprotectores y una, también, mayor 

motilidad progresiva cuando el crioprotector era la yema de huevo. Por el contrario, 

cuando los espermatozoides eran congelados en medios con TEST como sistema 

tampón, la presencia de BHT proporcionó valores superiores y significativos de 

motilidad total, de velocidad rectilínea y media, de índice de linealidad y de rectitud, 

tanto con la YHP como con la lecitina como crioprotectores, mostrando también un 

positivo efecto en la motilidad progresiva solo en el caso de usar lecitina. 

 

 De los estudios morfométricos de la cabeza mediante el sistema ISAS de 7.831 

espermatozoides, entre frescos y descongelados, no se observó ningún efecto sobre la 

forma de la cabeza, pero sí sobre sus dimensiones (Tabla 2.3.). Las dimensiones de la 

cabeza (longitud, ancho, área y perímetro) de los espermatozoides en fresco son 

significativamente superiores a las de los espermatozoides criopreservados, a excepción 

de las de aquellos espermatozoides que fueron conservados en YHP y en TRIS. De 

hecho, los valores observados en este tratamiento (YHP+TRIS) en presencia o no del 

antioxidante fueron significativamente superiores, sin apreciarse diferencias entre 

ambos, en todos los parámetros de dimensión de la cabeza respecto a todos los 

obtenidos con el resto de tratamientos de congelación. Solo no se observaron diferencias 

en el ancho y área de la cabeza entre aquellos conservados también en YHP pero con 

114 

 



BHT, independientemente del tampón usado y entre el perímetro observado en el medio 

a base de YHP y el de lecitina, ambos con BHT y TRIS. Respecto a los parámetros de 

forma de la cabeza de los espermatozoides, no se apreciaron diferencias entre frescos y 

descongelados ni entre los distintos tratamientos de congelación, siendo los valores 

medios de elipticidad de 1.8 ± 0.0, de elongación de 0.3 ± 0.0, de rugosidad de  0.8 ± 

0.0 y de regularidad de 0.9 ± 0.0. 

 

Tabla 2.3. Parámetros morfométricos de dimensión de la cabeza de espermatozoides 

ovinos frescos y criopreservados con diferentes tratamientos  (media ± es).  

 

Tratamientos Longitud (µm) Ancho (µm) Área (µm2) Perímetro (µm) 

YHP-TRIS 8.4±0.0ab 4.8±0.0ab 33.7±0.2ab 23.2±0.1ab 

LS-TRIS 8.2±0.0c 4.6±0.0d 31.9±0.2d 22.6±0.1d 

YHP-TRIS+BHT 8.3±0.0b 4.8±0.0bc 33.0±0.2bc 23.0±0.1bc 

LS-TRIS+BHT 8.2±0.0c 4.6±0.0d 31.9±0.2d 22.7±0.1cd 

YHP-TEST 8.2±0.0c 4.6±0.0d 32.0±0.2d 22.5±0.1d 

LS-TEST 8.2±0.0c 4.6±0.0d 31.6±0.2d 22.5±0.1d 

YHP-TEST+BHT 8.2±0.0c 4.7±0.0cd 32.3±0.2cd 22.6±0.0d 

LS-TEST+BHT 8.2±0.0c 4.6±0.0d 31.9±0.3d 22.6±0.1d 

Fresco 8.5±0.0a 4.9±0.0a 34.5±0.1a 23.4±0.1a 

a,d Diferentes letras representan diferencias significativas (P<0.001) entre tratamientos (YHP-TRIS: YH en polvo + 
TRIS, LS-TRIS: lecitina + TRIS, YHP-TRIS+BHT: YH en polvo + TRIS + butil hidroxitolueno, LS-TRIS+ BHT: 
lecitina + TRIS + butil hidroxitolueno, YHP-TEST: YH en polvo + TEST, LS-TEST: lecitina + TEST, YHP-
TEST+BHT: YH en polvo + TEST + butil hidroxitolueno, LS-TEST+BHT: lecitina + TEST + butil hidroxitolueno, 
Fresco: semen fresco colectado). 

 

DISCUSIÓN 

 

 Según los resultados obtenidos en el experimento 1, el butil hidroxitolueno 

(BHT) no parece ser un crioprotector adecuado ni un sustituto fiable de la yema de 

huevo para la conservación de espermatozoides ovinos como había sido propuesto en un 

principio. De hecho, los espermatozoides conservados en BHT, junto a glicerol o a 

trehalosa, presentaron los valores más bajos, en términos de viabilidad, integridad 

funcional o resistencia osmótica de la membrana plasmática, parámetros de velocidad, 
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progresión y dirección de la cabeza de los espermatozoides, tanto tras el proceso de 

refrigeración como el de la congelación y descongelación. Resultados similares han sido 

reportados por Ball y col. (2001) en caballos, Graham y Hammerstedt (1992) en toros e 

incluso por Watson y Anderson (1983) en moruecos, donde la inclusión de BHT como 

crioprotector en los diluyentes de conservación no mejoró las características de los 

espermatozoides tras la descongelación. Sin embargo, Kalifa y col. (2008) obtuvieron 

una mejora en la motilidad y fertilidad de espermatozoides caprinos descongelados, 

cuando utilizaron 0.6mM de BHT como crioprotector, en comparación a la yema de 

huevo en fresco. Estos resultados contradictorios podrían deberse a la existencia de 

diferencias en la composición de la membrana de los espermatozoides en las distintas 

especies, concentración de BHT incluido en el diluyente, composición del diluyente y 

tiempo de refrigeración (Watson y Anderson, 1983; Ball y col., 2001; Roca y col., 

2004). 

 

 Respecto a los otros dos crioprotectores utilizados en el presente estudio, 

nuestros resultados parecen mostrar una capacidad similar de la yema de huevo en 

polvo y de la lecitina de soja a la hora de conservar los espermatozoides ovinos, no 

observándose diferencias en la viabilidad, integridad funcional de la membrana 

plasmática y cantidad de movimiento entre los espermatozoides refrigerados, tanto 

combinados con glicerol como con trehalosa. No obstante, la yema de huevo en polvo y 

la lecitina tuvieron un mejor efecto crioprotector cuando se complementaron con 

glicerol, como se aprecia en todos los parámetros cinéticos evaluados tras la 

refrigeración, lo que le confiere a la trehalosa un posible efecto negativo sobre la 

motilidad espermática (Chen y col., 1993). 

 

 Además, esta tendencia observada en los espermatozoides refrigerados, se 

mantuvo de manera más notable todavía tras la descongelación de las muestras, 

obteniéndose valores superiores de calidad seminal en los tratamientos a base de 

glicerol e intermedios en los diluyentes a base de trehalosa, independientemente de si se 

combinaban con YHP o lecitina, mientras que los peores resultados siempre se 

obtuvieron en los tratamientos que contenían BHT como sustituto de la YHP o de la 

lecitina de soja. De igual manera, Nur y col., (2010), también en espermatozoides de 

morueco, observaron que los medios de crioconservación que contenían glicerol o 

propanodiol proporcionaban mejor motilidad post-descongelación en comparación con 
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la trehalosa y la sacarosa, aunque sin mostrar diferencias significativas en la integridad 

del acrosoma o del ADN.  

 

 No obstante, otros investigadores no pudieron apreciar este mayor efecto 

crioprotector del glicerol, obteniendo una calidad seminal, después de descongelar, 

similar para los diluyentes con glicerol y trehalosa (Moura, 1995; Tonieto, 2010). Estas 

diferencias entre autores sobre el efecto del glicerol en la crioconservación podría 

explicarse, en parte, a que utilizado en altas concentraciones puede llegar a tener una 

acción toxica (Hammerstedt y Graham, 1992), causando un posible daño osmótico a los  

espermatozoides (Watson, 1995). Daño que dependerá, a su vez, de las tasas de 

enfriamiento y congelación, de la composición del diluyente y del método de adicionar 

el glicerol (Anel y col., 2003), lo que dificulta la comparación entre resultados de 

diferentes laboratorios. Sin embargo, a pesar de ello, el glicerol es considerado como el 

crioprotector más eficaz en rumiantes (Leibo y Songsasen, 2002), tal y como hemos 

podido corroborar en nuestro experimento. De hecho, la inclusión de trehalosa como 

crioprotector en los diluyentes de congelación de semen es un tema controvertido, ya 

que mientras algunos autores describen una mejora en la viabilidad espermática post-

descongelación del perro (Yildiz y col., 2000) y morueco (Matsuoka y col., 2006), otros 

en espermatozoides de toro la rechazan (Chen y col., 1993), ya que parece disminuir la 

supervivencia y capacidad fecundante de las dosis conservadas como ha sido descrito en 

espermatozoides de toro (Foote y col., 1993) o de conejo (Dalimata y Graham, 1997). 

 

  Por otra parte, como ya se ha comentado previamente, la acción crioprotectora 

de la yema de huevo en polvo y de la lecitina es atribuida en gran parte a la 

lipoproteínas de baja densidad (LDL), las cuales se adhieren a la superficie de la 

membrana del espermatozoide, reemplazando los fosfolípidos de la membrana que se 

pierden o son dañados, y formando una película protectora en la superficie, aumentando 

así la tolerancia de los espermatozoides al shock de frio durante la congelación (Moussa 

y col., 2002; Bergeron y Manjunath , 2006; Furouzanfar y col., 2010). Sin embargo, a 

pesar de haberse descrito que la lecitina es un crioprotector de origen vegetal que parece 

mejorar los parámetros de calidad seminal post-congelación en ovinos (de Paz y col., 

2010; Forouzanfar y col., 2010), en búfalos (Akhter y col., 2010) y en caballos (Aurich 

y col., 2007), existen autores, como Del Valle y col., (2012), que indican que la 

inclusión de lecitina en los medios de criopreservación de espermatozoides de morueco 
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ocasiona graves daños en la membrana de las mitocondrias, afectando la motilidad y 

fertilidad. De igual manera, O'Hara y col., (2010) observaron que la inclusión de 

diluyente comercial Andromed® en el medio de refrigeración de los espermatozoides 

de moruecos durante 72 horas a 5ºC, ocasionaba una disminución en la tasa de 

formación de blastocistos in vitro, así como también se ha detectado una reducción en la 

tasa de preñez en ovejas inseminadas por el método intracervical al utilizar semen 

congelado en este diluyente (Hiwasa y col., 2009). En este contexto, nuestros resultados 

solo mostraron una cierta superioridad significativa en espermatozoides refrigerados en 

YHP respecto a los refrigerados con lecitina de soja, ambos combinados con glicerol, en 

los valores de velocidad media y de frecuencia de batido, diferencias que tras la 

descongelación desaparecieron, por lo que necesitaríamos poder realizar otro tipo de 

análisis tanto in vitro como in vivo, con especial atención a las tasas de fertilidad de 

nuestras dosis, para poder confirmar si ambos crioprotectores son igualmente eficaces.  

 

 En cuanto al tipo de sistema tampón utilizado para conservar los 

espermatozoides ovinos, los resultados obtenidos en el segundo experimento parecen 

sugerir la utilización del sistema TRIS como tampón de elección, especialmente en la 

congelación, ya que en la mayoría de los parámetros analizados, tanto de integridad 

física y funcional de membranas como de cantidad y calidad de movimiento, los valores 

fueron estadísticamente superiores a los obtenidos cuando se usó el sistema TEST, 

independientemente del crioprotector utilizado. Una posible explicación a los resultados 

obtenidos sería que el tampón TRIS ayuda a amortiguar mejor la deshidratación celular 

mediante la creación de una fuerza osmótica (Molinia y col., 1994), aumentando de este 

modo la estabilidad de la membrana plasmática del espermatozoide, y neutralizando los 

ácidos generados durante el almacenamiento in vitro (Ijaz y col., 1989). De hecho, tal 

como describen Tuli y Holtz (1992) en conejos, éstos observaron una mayor vialidad y 

motilad total en espermatozoides criopreservados en tampón TRIS comparado con BES 

y TEST. De igual manera, Rasul y col., (2000), en espermatozoides descongelados de 

búfalo, describieron un incremento de la motilidad lineal, aunque sin diferencias en el 

integridad de la membrana plasmática y acrosomal al comparar el tampón TRIS con el 

TEST, así como también ha sido descrito una menor fertilidad de los espermatozoides 

de morueco congelados en tapones zwitterion que en medios a base de Tris con glucosa 

y yema de huevo (Salamon y Maxwell 2000). 
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 Sin embargo, cabe destacar que en nuestro experimento, la presencia de BHT 

como antioxidante redujo las diferencias observadas en los distintos parámetros debidas 

al tampón utilizado. Además, también en aquellos espermatozoides conservados en el 

sistema tampón a base de TRIS se aprecia la tendencia a presentar valores superiores en 

todos los caracteres espermáticos evaluados cuando el antioxidante está presente en el 

medio, independientemente del crioprotector empleado. Esta mejoría en la calidad 

seminal se debe posiblemente a que el BHT se incorpora a la membrana de los 

espermatozoides para prevenir o reducir la actividad dañina de los radicales libres, 

mediante la conversión de los radicales peroxil a hidroperóxidos (Aitken y Clarkson, 

1987), interaccionando con los componentes del diluyente y minimizando el daño 

durante la crioconservación de espermatozoides.  

 

 Similar a lo observado en el primer experimento, tampoco en este segundo 

hemos podido detectar diferencias significativas entre los dos crioprotectores utilizados 

en ninguno de los parámetros analizados, salvo únicamente el valor significativamente 

superior de motilidad progresiva registrada en espermatozoides congelados en el 

tampon TEST y en ausencia de antioxidante con la yema de huevo en polvo como 

crioprotector, respecto a su equivalente pero con lecitina. Solamente mencionar que, a 

pesar de no diferenciarse significativamente, la calidad seminal tras la refrigeración y 

descongelación fue siempre superior en aquellos espermatozoides conservados en un 

medio a base de yema de huevo en polvo en un sistema tampón TRIS y en presencia de 

BHT como antioxidante, pero tampoco lo suficientemente mejor como para poder 

descartar a la lecitina como su fiable sustituto. 

 

 Por último, referente al análisis de los parámetros morfométricos tras el proceso 

de crioconservación, nuestros resultados no mostraron ningún cambio significativo en la 

forma de la cabeza de los espermatozoides en ninguno de los distintos tratamientos 

estudiados respecto a los espermatozoides frescos ni en el primer experimento, donde se 

comparaban distintas combinaciones de crioprotectores, ni tampoco en el segundo  

donde además estudiábamos el efecto del tipo de tampón o de la presencia o no de 

antioxidante. Contrariamente, otros investigadores demostraron que el proceso de 

criopreservación produce cambios en la forma de la cabeza de los espermatozoides 

ovinos post-congelados (Bravo, 2010) y también en caprinos (Hidalgo y col., 2005). 

Estos hallazgos nos indican el distinto comportamiento que exhiben las células 
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espermáticas de las distintas especies ante los procesos de criopreservación u otro tipo 

de factores como el tipo de crioprotector y aditivos en los diluyentes (Hidalgo y col., 

2007a). 

 

 No obstante, en cuanto a las dimensiones de la cabeza espermática se observó 

una disminución de la longitud cuando los espermatozoides eran congelados en BHT 

como crioprotector, tanto combinado con glicerol como con trehalosa respecto al fresco, 

así como el ancho, pero solo al combinarse con glicerol. En cambio, en los 

espermatozoides congelados en medios a base de YHP no hubo diferencias 

significativas en ningún parámetro de dimensión de la cabeza, ni con glicerol ni con 

trehalosa, así como tampoco en los valores de longitud y ancho en aquellos conservados 

en medios a base de lecitina.  

 

 Sin embargo, en el segundo experimento, las dimensiones de la cabeza de los 

espermatozoides crioconservados se redujeron significativamente en todos tratamientos 

estudiados respecto a los frescos, a excepción de aquellos que fueron conservados en 

YHP con TRIS como sistema tampón, aunque éstos no difirieran en sus dimensiones 

cuando eran conservados también en presencia del antioxidante en tampón TRIS. 

Modificaciones similares han sido reportados en diferentes especies (Marco-Jiménez y 

col., 2006; Gravance y col., 1998; Hidalgo y col., 2007b; Rubio-Guillén y col., 2007; 

Rijsselaere y col., 2004), con una disminución de las dimensiones de la cabeza de los 

espermatozoides post-congelados. Una de las causas principales de estos cambios se 

deben a los efectos de la adición del agente crioprotector (Hammerstedt y col., 1992), el 

cual sería responsable de la salida de agua del compartimento intracelular, causando la 

reducción del tamaño de la cabeza espermática. En el momento de la descongelación, 

las células con la membrana funcional integrarán agua y podrán recuperar su volumen 

celular, mientras que las muertas seguirán presentando un tamaño menor. De este modo, 

como apuntan Marco-Jiménez y col., (2006), la morfometría espermática actuaría de 

modo indirecto como indicador de la funcionalidad de la membrana espermática, lo que 

nos ayudaría a reforzar la hipótesis sobre la elección del medio a base de yema de huevo 

en polvo en un sistema tampón TRIS con o sin BHT como tratamiento de elección  para 

la crioconservación de espermatozoides ovinos. 
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 En conclusión, los resultados del presente estudio sugieren que la adición de 

BHT no es un crioprotector adecuado para la criopreservación de espermatozoides de 

morueco, mientras que la yema de huevo en polvo y la lecitina de soja muestran una 

superior capacidad protectora tanto en la refrigeración y como en la crioconservación 

espermática, siendo esta capacidad similar entre ambos crioprotectores y todavía mayor 

cuando se complementan con el glicerol en diluyentes con un sistema tampón TRIS. Así 

mismo, se recomienda añadir BHT como antioxidante en los medios de conservación, 

ya que parece mejorar la calidad seminal tras la conservación, independientemente del 

crioprotector utilizado y especialmente junto con el sistema tampón TRIS. Sin embargo, 

es preciso realizar nuevos análisis, especialmente test de fertilidad in vitro e in vivo para 

confirmar dichos resultados. 
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4.3. CAPITULO III 

 

Estudio sobre la necesidad de la eliminación del plasma seminal 

en la congelación de semen de morueco y elección de la 

concentración óptima de BHT como antioxidante en los 

diluyentes de conservación espermática. 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 
 
 
The necessity of eliminate seminal plasma (PS) by centrifugation before ram semen 

cryopreservation was assessed. Simultaneously, we studied the supplementation of different 

concentrations of BHT as antioxidant (0.6mM, 2mM and 5mM) on the extender in order to 

find the optimal concentration for a better ram sperm cryopreservation. Therefore, fresh 

ejaculates from 8 rams (4 Xisqueta and 4 of Aranesa breed) of approximately 2 years old 

were collected, immediately mixed in equal quantities and split into 2 aliquots. One of them 

was diluted (1:6) in Tris-based media and centrifugated at 600xg/10m twice, meanwhile the 

other aliquot was not washed. Afterwards, washed and unwashed sperm were re-suspended 

in one of different Tris-based media with 5% glycerol and 15% powdered egg yolk (YHP) 

supplemented or not with BHT y/or PS according the next treatments:  1) washed sperm 

diluted in YHP without any supplementation, 2) washed sperm diluted in YHP + 0.6 mM 

BHT, 3) washed sperm diluted in YHP + 2 mM BHT, 4) washed sperm diluted in YHP  + 5 

mM BHT, 5) washed sperm in YHP + 0.5 ml PS and 6) diluted in YHP + 5 mM BHT + 0.5 

ml PS, 7) unwashed sperm diluted in YHP and 8) unwashed sperm diluted in YHP + 5mM 

BHT. Afterwards, sperm samples were refrigerated at 5º C for 4 hours before being frozen 

in nitrogen liquid vapors. Sperm motility was analyzed by computer assisted sperm analysis 

(ISAS®) and viability, acrosome integrity and viability after hyposmotic test (HOST) were 

determined by eosine/nigrosine stain after refrigeration. Moreover, after thawing, plasmatic 

and acrosomal membrane integrity and mitochondrial activity were determined by flow 

citometry, as well sperm motility and morphometry by ISAS ® (mean±SE, n=6). The 

comparison of the different concentrations of BHT showed us that the addition of 5 mM of 

BHT, independently of the presence of PS in the extenders, provided the best sperm 

parameters after preservation comparing it with the other treatments. Moreover, according 

to our results, sperm washing had a beneficial effect on ram sperm cryopreservation. 

However we can not explain the reason, besides the supplementation with 13% of PS in the 

extenders will not improve the parameters of seminal quality, but will not be worse.  
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INTRODUCCIÓN 
 
 
 Existen importantes factores que influyen en el éxito de la crioconservación como 

es el enfriamiento, congelación, descongelación y adición del crioprotector (Salamon y 

Maxwell, 2000). Todos estos procedimientos producen choque térmico y ataque oxidativo 

sobre la membrana de los espermatozoides con la generación de especies reactivas al 

oxígeno (ROS), lo cual disminuye la supervivencia y capacidad fecundante de las dosis 

conservadas para la Inseminación Artificial (Maxwell y Watson, 1996). La gran 

susceptibilidad de los espermatozoides a la producción excesiva de ROS se debe a que su 

membrana plasmática tienen un alto contenido de ácidos grasos insaturados, lo cual la hace 

susceptible a sufrir peroxidación lipídica (Amann y Pickett, 1987).   

 

 Durante la crioconservación, el incremento en la producción de ROS provoca la 

peroxidación lipídica, produciendo una pérdida del 60% de los ácidos grasos polinsaturados 

en la membrana plasmática (Álvarez y col., 1987), lo que conlleva a la perdida de la 

integridad de ésta, alterándose la cohesión, fluidez, permeabilidad y función metabólica de 

la membrana (Baumber y col., 2000). De igual manera, el daño oxidativo en las proteínas 

puede causar la pérdida de su actividad catalítica, daño en la integridad de proteínas 

estructurales o interrumpir la regulación de las vías  metabólica (Cárdenas, 2006). El ADN 

también constituye una diana del ROS, principalmente el ADN mitocondrial (Aitken y col., 

1993; Ollero y col., 2001). Este ADN, por su localización, se encuentra expuesto a un flujo 

constante y elevado de ROS procedente de la cadena respiratoria, además el H2O2 causa 

una elevada fragmentación del ADN (Baumber y col., 2002). Dicha peroxidación está 

relacionada con la pérdida de la movilidad, viabilidad, integridad acrosomal, disminución 

del potencial de la membrana mitocondrial, fragmentación de ADN, capacidad de 

fecundación reducida y muerte celular (Watson, 1981; Fiser y Fairfull, 1989; Baumber y 

col., 2002)  

 

 Una manera de reducir los efectos perjudiciales de las ROS podría ser la adición de 

componentes con capacidad antioxidantes al diluyente de congelación para bloquear o 

prevenir el estrés oxidativo. Entre los diferentes componentes antioxidantes, el butil 

132 

 



hidroxitolueno (BHT), que es un análogo sintético de la vitamina E, ha sido probado con 

éxito en distintas especies como en espermatozoides de pavo (Donoghue y Donoghue, 

1997), de bufalo (Ijaz y col., 2009), caballo (Ball y col., 2001), toro (Shoae y Zamiri, 

2008), cerdo (Roca y col., 2004), moruecos (Farshad y col., 2010) y en macho cabrío 

(Khalifa y col., 2008), concluyendo éste último con la posibilidad de utilizar el BHT como 

un auxiliar o incluso un sustituto fiable de la yema de huevo en la crioconservación de 

semen, como ya ha sido comentado y estudiado en capítulos anteriores del presente trabajo. 

 

 Por otra parte, el plasma seminal cumple la función de regular todo los procesos que 

ocurren, tanto a nivel espermático como a nivel del tracto genital de la hembra y en la 

fecundación, principalmente en la nutrición, protección, regulación de la motilidad y 

capacitación de los espermatozoides, reconocimiento y unión entre gametos (Johnson y 

col., 2000). En la actualidad se está despertando un creciente interés en la utilización de 

plasma seminal o alguno de sus componentes, fundamentalmente proteínas (Caballero y 

col., 2004; Barrios y col., 2005; Hernández y col., 2007; Maxwell y col., 2007), como 

aditivo de los diluyentes espermáticos, para la posible estabilización de las membranas 

plasmáticas de los espermatozoides durante este proceso. Debido a la capacidad del plasma 

seminal de aumentar la resistencia de los espermatozoides al choque térmico por frío y 

reducir e incluso “revertir” el estado de capacitación espermática (Pursel y col., 1973; 

Vadnais y col., 2005), cabe pensar que su presencia durante la crioconservación podría 

eliminar o amortiguar el estado de criocapacitación, estado por el cual la vida del 

espermatozoide se ve seriamente limitada y, consecuentemente, su capacidad fecundante se  

reduce (Green y Watson, 2001; Kaneto y col., 2002). De esta manera, el plasma seminal en 

los medios de congelación podría alargar la longevidad de los espermatozoides mediante la 

unión de alguno de sus factores proteicos a la membrana plasmática, inhibiendo, en cierto 

grado, cambios estructurales y fisiológicos (Fraser y col., 1990; Maxwell y Johnson, 1999; 

Barrios y col., 2000). 

 

 Sin embargo, a pesar de que el plasma seminal es el medio natural de conservación 

de los espermatozoides, su efecto en el mantenimiento de la motilidad y viabilidad 

espermática es objeto de controversia, por lo que en la práctica, o bien se diluye el semen 
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usando un diluyente adecuado, o se separan los espermatozoides del plasma seminal 

mediante diferentes métodos como la centrifugación. Concretamente, el método de 

centrifugación permite eliminar el plasma seminal, tanto del semen fresco como del 

descongelado, y a su vez, incrementar la proporción de células con morfología normal y/o 

seleccionar poblaciones más motiles (Cebrián y col., 2010). No obstante, los efectos de la 

centrifugación dependen de la intensidad del lavado (Ritar y Salamon, 1982) y del 

diluyente utilizado (Ritar y Salamon, 1991) que pueden provocar daños en las células 

espermáticas y pérdidas del 6 al 15% de los espermatozoides (Ritar y Salamon, 1982; 

Leboeuf, y col., 2000).  

 

 El objetivo del presente estudio pretende valorar la suplementación de los medios de 

conservación con diferentes concentraciones de butil hidroxitolueno (0.6mM, 2.0mM y 

5.0mM) como antioxidante y estudiar la necesidad o no de la eliminación del plasma 

seminal, junto con el análisis del posible efecto ejercido por el método de lavado o 

centrifugación en los diferentes parámetros de calidad seminal de los espermatozoides 

durante todo el proceso de refrigeración y crioconservación.  

 

 MATERIALES Y MÉTODOS 

 

 Todos los reactivos utilizados procedían de la casa comercial Sigma-Aldrich, 

excepto la yema de huevo en polvo que procedía de NIVE (Nunspeet Holland 

Eiproducten). 

 

Diseño experimental 

 

 El siguiente experimento se llevó a cabo entre las instalaciones del IRTA en Caldes 

de Montbui y la Universidad Autónoma de Barcelona. Para ello, se utilizaron 8 moruecos 

(4 de raza Xisqueta y 4 de Aranesa), a los que se les colectó semen con vagina artificial 2 

días/semana y 2 eyaculados/día en otoño, a la de edad de 2 años aproximadamente, 

realizando un total de 6 réplicas en cada experimento. Tras la recogida de los eyaculados, y 

manteniéndolos en un Baño María a 37ºC, se procedió a valorar su motilidad masal y 
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volumen siguiendo la clasificación de Evans y Maxwell (1990). A continuación, los 

eyaculados eran mezclados en un solo tubo (pool), a partir del cual se valoró la viabilidad y 

morfología de los espermatozoides mediante la tinción vital eosina/negrosina (Hancock, 

1951), así como el análisis de la funcionalidad de la membrana plasmática mediante el test 

hipoosmótico (test HOST; Jeyendran y col., 1984). Seguidamente, la mezcla de eyaculados 

se dividió en dos alícuotas. Una de ellas se diluyó (1:6) con una solución TCG descrita 

anteriormente y se centrifugó a 600 g durante 10 minutos. A continuación, se eliminó el 

sobrenadante, y el sedimento fue de nuevo resuspendido en 9 mL de la solución TGC para 

realizar una segunda centrifugación (600xg por 10'). Una vez descartado el sobrenadante, el 

sedimento fue recuperado para su posterior procesamiento, mientras que la otra alícuota 

permaneció sin ser lavada.  

 

 Finalmente, las anteriores alícuotas se dividieron de manera que se obtuvieron 6 

alícuotas de semen que había sido centrifugado (lavado) y otras 2 alícuotas de semen que 

permaneció sin lavar. A continuación, las ocho alícuotas de semen fueron resuspendidas 

(1:4) en la solución TGC a una concentración final de 5% de glicerol y 15% de yema de 

huevo (v/v), pero conteniendo cada una de las soluciones de TGC, los distintos tratamientos 

que a continuación se describen:     

 

a) Semen lavado y diluyente sin antioxidante  

b) Semen lavado y diluyente con 0.6mM de BHT  

c) Semen lavado y diluyente con 2.0mM de BHT  

d) Semen lavado y diluyente con 5.0mM de BHT  

e) Semen lavado y diluyente con un 13 % (v/v) de plasma seminal  

f) Semen lavado y diluyente con un 13 % (v/v) de plasma seminal más BHT (5.0mM)  

g) Semen no lavado y diluyente sin antioxidante 

h) Semen no lavado y diluyente con 5.0mM de BHT  

 

 Todas las soluciones utilizadas para la conservación de los espermatozoides 

contenían 1000 UI/ml de penicilina benzatinica y 1.0 mg/ml de sulfato de estreptomicina, 

con el objetivo de evitar posible contaminaciones. Una vez homogenizadas las distintas 
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suspensiones, los tubos eran introducidos en un recipiente con 10 ml de agua a 20 °C, 

colocados en una nevera portátil (Dometic-Waeco®) a 5 °C y trasladados desde del IRTA a 

una cámara de frío de la Facultad de Veterinaria de la UAB. Tras aproximadamente 3h30' 

de permanecer las suspensiones espermáticas en refrigeración se les agregaron los 

diluyentes correspondientes, con la finalidad de llegar a una concentración final de 400x106 

de espermatozoides/mL. A continuación, las distintas alícuotas refrigeradas se envasaron 

manualmente en pajuelas de 0.25 mL (IMV, L’Aigle Cedex, France) y sellaron con alcohol 

polivinílico. Una vez transcurridas las 4 horas de refrigeración, las pajuelas fueron 

congeladas en vapores de  nitrógeno líquido (LN2), a 5 cm por encima del nivel de LN2 

durante 10 minutos, para finalmente ser sumergidas en él para su almacenamiento hasta su 

descongelación. 

 

 Para la obtención del plasma seminal, se utilizó parte de la mezcla de eyaculados de  

semen fresco (pool) de los 8 moruecos, para lo cual, se colocaron 1.0 ml de semen en tubos 

Eppendorf, y se centrifugaron a 10,000 g, en una centrifuga a 5ºC (Microfuge®) durante 10 

minutos. A continuación, el sobrenadante era recuperado para volver a ser centrifugado 

durante otros 10 minutos a 10.000 g.  Tras esta última centrifugación, el sobrenadante 

(plasma) fue recuperado cuidadosamente evitando cualquier contaminación del sedimento y 

posteriormente añadido a los diferentes diluyentes.  

 

 La metodología utilizada para la adición del BHT en las distintas soluciones fue 

similar a la descrita anteriormente por Khalifa y col., (2008), utilizándose varias 

concentraciones de BHT (0.6, 2.0 y 5.0 mM) disueltas en DMSO y con una concentración 

final de DMSO en el medio de conservación espermática de 0.25% (v/v, 35.2 mM). 

 

Análisis de los parámetros de calidad seminal 

 

 El análisis de la viabilidad, morfología espermática y test de endosmosis (HOST) 

mediante la tinción de eosina-nigrosina se realizó únicamente tras la mezcla de eyaculados 

en fresco y tras 4 h de refrigeración de las distintas muestras conservadas, tal y como se 

describe en el primer capítulo. La cantidad y calidad de movimiento de los espermatozoides 
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en las distintas suspensiones espermáticas se evaluó tras la refrigeración y post-

descongelación mediante el sistema ISAS® (Proiser R+D S.D., Valencia). Para evaluar 

conjuntamente la integridad física y funcional de la membrana plasmática, la integridad del 

acrosoma y la actividad mitocondrial de los espermatozoides tras la descongelación, las 

muestras fueron sometidas a diferentes tinciones con fluorocromos, tal como se describe en 

el primer capítulo, y analizadas mediante  citometría de flujo. 

 

Análisis Estadístico   

 Los datos de viabilidad, morfología, integridad funcional de la membrana 

plasmática, integridad del acrosoma, actividad mitocondrial, morfometría y los parámetros 

cinéticos descriptores del movimiento espermático (variables dependientes), se analizaron 

mediante el procedimiento GLM (ANOVA) de SPSS 20.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, 

EE.UU.), siendo los valores obtenidos expresados como media ± error estándar de la 

media. Se realizó 6 repeticiones en cada tratamiento. Cuando las diferencias fueron 

significativas (p <0.05), se realizó el test de Bonferroni de comparación de medias a 

posteriori. La normalidad y homogeneidad de varianza de los parámetros espermáticos se 

comprobaron con el tests de Kolmogorv-smirnov y Levene. Las variables dependientes que 

no cumplieron con los supuestos de igualdad de varianza y distribución normal fueron 

sometidas a una transformación arcoseno, antes del análisis estadístico. 

 

RESULTADOS 

 

 Los resultados obtenidos tras el análisis seminal de la mezcla de eyaculados son una 

concentración seminal de 3.621 ± 256.2 millones de espermatozoides/mL, una viabilidad 

estimada por E/N del 89.2 % ± 2.1 e integridad funcional de sus membranas tras la prueba 

de HOST del 67.4 % ± 2.5, una integridad del acrosoma del 83.9 % ± 1.5 %, una motilidad 

masal de 2.59 ± 0.11 y un porcentaje de anormalidades espermáticas de 23.5 % ± 3.2.  

 

 Al comparar los resultados obtenidos de viabilidad tras el proceso de refrigeración 

(Tabla 1.), se observa que aquellos espermatozoides sin lavar y conservados en ausencia de  
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BHT presentaron valores inferiores al resto de tratamientos, aunque solo significativamente 

diferentes con los presentados por los espermatozoides lavados y conservados con BHT 

(5.0mM), complementados o no con plasma seminal en el diluyente. Además, estos dos 

últimos tratamientos fueron los que a su vez proporcionaron una mayor capacidad de 

resistencia al shock hipoosmótico respecto al resto de tratamientos.  

 

 De la misma manera, la mayoría de los parámetros cinéticos analizados mediante el 

sistema ISAS de las distintas suspensiones espermáticas sometidas a estudio (Tabla 1.) 

parecen mostrar un patrón semejante a lo anteriormente descrito, especialmente en lo que se 

refiere a las diferencias observadas en la motilidad total y progresiva y en linealidad,  

presentándose los valores más bajos en los espermatozoides sin lavar conservados en 

ausencia de BHT, los valores intermedios en el resto de tratamientos, mientras que los 

valores superiores se observaron en aquellos espermatozoides lavados y refrigerados con 

BHT (5.0mM), independientemente de si estaban combinados o no con plasma seminal, y 

sin  diferencias significativas entre ambos. Respecto a la VAP, mencionar que únicamente 

el tratamiento donde los espermatozoides no fueron lavados y fueron conservados en 

ausencia del antioxidante presentaron valores significativamente inferiores al resto de los 

tratamientos, así como destacar que tampoco existieron diferencias entre ninguno de los 

tratamientos en los valores del movimiento lateral de la cabeza y la frecuencia de batido.  

 
  Una vez analizados los distintos parámetros espermáticos tras la descongelación de 

las muestras seminales (Tabla 2.), los resultados siguieron, incluso más claramente, la 

misma tendencia observada en los espermatozoides refrigerados en todos los parámetros 

cinéticos, mostrando 3 categorías de resultados, es decir, valores significativamente 

superiores en los espermatozoides lavados y crioconsevados con BHT al 5.0mM, 

independientemente de si estaban complementados o no con plasma seminal, inferiores en 

los espermatozoides no lavados y en ausencia del antioxidante e intermedios en el resto de 

tratamientos estudiados, a excepción de los valores de VCL e índice de rectitud obtenidos 

en el tratamiento donde los espermatozoides fueron congelados sin lavar previamente, pero 

con BHT (5.0 mM) en el medio, los cuales no difirieron de lo registrado en el mismo 

tratamiento pero sin presencia de antioxidante.   
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Tabla 1. Efecto de la adición de plasma seminal y/o BHT a diferentes concentraciones en los medios de conservación sobre la 

viabilidad, resistencia osmótica y motilidad de espermatozoides ovinos lavados y no lavados tras la refrigeración (media ± se, n=6). 

Tratamientos Lavados Lavados 
0.6 BHT 

Lavados 
2.0 BHT 

Lavados 
5.0 BHT 

Lavados 
+PS 

Sin lavar Sin lavar 
5.0 BHT 

Lavados 
5.0BHT+PS 

Viabilidad (%) 76.9±3.0ab 77.0±3.2ab 75.2±3.4ab 85.4±0.4b 77.7±4.2ab 67.8±0.9a 74.8±4.7ab 87.4±3.0b 

HOST (%) 49.4±3.1b 48.8±2.1b 49.0±2.7b 61.2±3.4a 49.3±0.7b 41.0±3.7b 47.2±1.1b 62.5±2.9a 

MT (%) 76.6±1.6b 75.3±1.1b 77.6±3.3b 89.3±1.6a 78.3±3.0b 58.9±5.4c 77.7±1.6b 86.7±2.3a 

MP (%) 41.5±0.9b 41.2±5.7b 42.9±4.3b 53.8±3.3a 43.3±1.6b 29.5±0.8c 40.2±1.2b 54.7±1.9a 

VCL(µm/s) 103.2±4.4b 108.8±1.5ab 109.7±5.1ab 117.4±4.6ab 107.8±1.9ab 82.6±3.5c 102.8±1.0b 119.1±2.0a 

VSL (µm/s) 63.1±2.6bc 62.4±2.0bc 61.0±2.9c 70.1±1.9ab 61.7±1.1bc 55.2±0.5c 61.7±1.5bc 72.3±3.3a 

VAP (µm/s) 83.9±4.2a 81.7±2.9a 83.5±3.4a 87.5±1.6a 82.3±2.7a 70.3±1.2b 81.3±0.5a 88.0±2.9a 

LIN (%) 57.4±0.5b 58.2±0.7b 57.1±0.5b 62.1±1.6a 57.5±1.1b 50.5±1.6c 57.7±2.4b 64.5±1.4a 

STR (%) 76.8±0.6bc 74.4±1.2c 76.5±1.5bc 81.7±1.3a 76.8±1.0bc 67.7±1.2d 75.7±1.5c 80.6±0.7a 

ALH(µm) 3.9±0.2 3.6±0.1 3.5±0.2 3.3±0.2 3.4±0.1 3.5±0.2 3.4±0.1 3.4±0.1 

BCF (Hz) 11.4±0.5 10.1±0.6 10.5±0.7 10.5±0.4 10.5±0.6 10.4±0.5 10.1±0.4 10.6±0.4 
a,dDiferentes letras representan diferencias significativas (P<0.001) entre tratamientos (Lavado: YH en polvo lavado, Lavado0.6BHT: Lavado + BHT(0.6mM), Lavado2.0BHT: 
Lavado + BHT(2.0mM), Lavado5.0BHT: Lavado + BHT(5.0mM), Lavado+PS: Lavado + 0.5 ml de plasma seminal, Sin lavar: YH en polvo sin lavar, Sin lavar5.0BHT: Sin 
lavar + BHT(5.0mM), Lavado5.0BHT+PS: Lavado + BHT(5.0mM) + 0.5ml de plasma seminal). MT: motilidad total, MP: motilidad progresiva, VCL: velocidad curvilínea, 
VSL: velocidad rectilínea, VAP: velocidad media, LIN: índice de linealidad, STR: índice de rectitud, ALH: amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza, BCF: frecuencia de 
batida. Numero de espermatozoides = 9,358 
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Tabla 2. Efecto de la adición de plasma seminal y/o BHT a diferentes concentraciones en los medios de conservación sobre la 

motilidad de espermatozoides ovinos lavados y no lavados tras la descongelación (media ± se, n=6). 

Tratamientos Lavados Lavados 
0.6 BHT 

Lavados 
2.0 BHT 

Lavados 
5.0 BHT 

Lavados 
+PS 

Sin lavar Sin lavar 
5.0 BHT 

Lavados 
5.0BHT+PS 

MT (%) 34.5±4.9ab 35.0±5.5ab 34.6±1.3ab 45.7±1.1a 33.8±6.0ab 25.2±1.0b 37.3±5.2ab 47.3±2.2a 

MP (%) 21.3±0.9b 22.1±1.1b 20.7±0.8b 29.0±0.7a 21.3±0.7b 16.0±2.4c 22.3±1.5b 30.8±0.5a 

VCL(µm/s) 76.5±3.3b 77.5±1.2b 76.5±4.3b 87.2±1.2a 78.1±0.8b 67.5±0.6c 74.2±2.6bc 85.1±3.4a 

VSL (µm/s) 36.0±3.7b 35.4±1.7b 36.0±2.2b 41.7±2.7a 35.1±1.5b 28.4±0.8c 35.8±1.3b 42.6±0.7a 

VAP (µm/s) 46.0±1.8b 44.0±4.2b 46.1±3.1b 54.5±1.4a 45.2±1.3b 37.4±1.5c 45.1±1.9b 57.5±0.8a 

LIN (%) 42.8±2.3b 43.9±2.6b 43.7±3.2b 52.6±0.8a 42.5±1.7b 35.0±0.4c 42.1±2.4b 50.6±1.2a 

STR (%) 73.4±2.3bc 72.6±2.2bc 71.3±2.4c 80.3±1.0a 71.8±2.0c 65.1±2.3d 70.7±2.0cd 79.5±1.1a 

ALH(µm) 3.0±0.1 3.1±0.1 2.9±0.1 3.0±0.1 3.1±0.1 3.1±0.2 2.9±0.1 3.0±0.1 

BCF (Hz) 10.6±0.5 11.1±0.3 10.5±0.7 10.8±0.7 11.3±0.4 11.4±0.6 11.5±0.2 10.6±0.4 
a,dDiferentes letras representan diferencias significativas (P<0.001) entre tratamientos (Lavado: YH en polvo lavado, Lavado0.6BHT: Lavado + BHT(0.6mM), 
Lavado2.0BHT: Lavado + BHT(2.0mM), Lavado5.0BHT: Lavado + BHT(5.0mM), Lavado+PS: Lavado + 0.5 ml de plasma seminal, Sin lavar: YH en polvo sin lavar, 
Sin lavar5.0BHT: Sin lavar + BHT(5.0mM), Lavado5.0BHT+PS: Lavado + BHT(5.0mM) + 0.5ml de plasma seminal). MT: motilidad total, MP: motilidad progresiva, 
VCL: velocidad curvilínea, VSL: velocidad rectilínea, VAP: velocidad media, LIN: índice de linealidad, STR: índice de rectitud, ALH: amplitud del desplazamiento lateral 
de la cabeza, BCF: frecuencia de batida. Numero de espermatozoides = 3920 
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 El análisis de los parámetros obtenidos mediante citometría de flujo (Tabla 3.) de 

viabilidad, integridad acrosomal y actividad mitocondrial de los espermatozoides tras la 

descongelación, confirman de nuevo lo que se había descrito en el análisis de la motilidad, 

observándose que los espermatozoides lavados previamente y congelados en un medio con 

una concentración de 5 mM de BHT, complementados o no con plasma seminal, 

presentaron una viabilidad significativamente superior a la de los espermatozoides no 

lavados y conservados en ausencia del antioxidante, quienes presentaron los valores 

inferiores, mientras que el resto de tratamientos presentaron valores intermedios. 

Únicamente destacar que esta población de espermatozoides viables hace referencia 

mayoritariamente a espermatozoides con membrana plasmática y acrosomal intactas y con 

una actividad mitocondrial alta, ya que el resto de subpoblaciones detectadas por el 

citómetro con membrana plasmática intacta presentaron valores muy bajos (de alrededor de 

un 1% o menos)  y sin diferencias significativas apreciables entre tratamientos. 

 

Tabla 3. Efecto de la adición de plasma seminal y/o BHT a diferentes concentraciones en 

los medios de conservación sobre viabilidad, integridad acrosomal y actividad mitocondrial 

de espermatozoides ovinos lavados y no lavados descongelados (media ± se, n=6). 

 

Tratamiento Viabilidad VAI VAD VSI VSD AI VD 

Lavados 
 37.2±2.7b 34.5±2.6b 1.3±0.1 1.2±0.1 0.1±0.0 62.2±1.9 1.4±0.1 

Lavados 
0.6 BHT 37.8±2.7b 35.4±2.7b 1.1±0.1 1.1±0.1 0.1±0.0 62.6±1.7 1.2±0.1 

Lavados 
2.0 BHT 40,3±1,5b 37.7±1.5b 1.1±0.2 1,4±0,1 0.1±0.0 63.4±2.1 1.2±0.1 

Lavados 
5.0 BHT 46.3±0.6a 43.3±0.4a 0.8±0.3 0.8±0.1 0.3±0.2 69.1±1.6 1.1±0.2 

Lavados 
+PS 38.3±1.4b 35.5±1.3b 1.2±0.3 1.4±0.1 0.1±0.1 65.5±1.3 1.3±0.2 

Sin lavar 31.1±2.9c 28.7±2.7c 1.3±0.3 1.1±0.1 0.1±0.2 63.7±2.8 1.4±0.2 
Sin lavar 
5.0 BHT 40.2±0.9b 38.1±1.0b 0.9±0.2 1.0±0.1 0.1±0.1 60.6±1.2 1.0±0.1 

Lavados 
5.0 BHT+PS 47.2±1.9a 45.2±1.8a 0.8±0.2 0.8±0.1 0.2±01 65.8±3.7 1.0±0.1 

a,dDiferentes letras dentro de una misma columna representan diferencias significativas (P<0.001) entre tratamientos 
(Lavado: YH en polvo lavado, Lavado0.6BHT: Lavado + BHT(0.6mM), Lavado2.0BHT: Lavado + BHT(2.0mM), 
Lavado5.0BHT: Lavado + BHT(5.0mM), Lavado+PS: Lavado + 0.5 ml de plasma seminal, Sin lavar: YH en polvo sin 
lavar, Sin lavar5.0BHT: Sin lavar + BHT(5.0mM), Lavado5.0BHT+PS: Lavado + BHT(5.0mM) + 0.5ml de plasma 
seminal).VAI: vivos con actividad mitocondrial y acrosoma intacta, VAD: vivos con actividad mitocondrial y 
con acrosoma dañado, VSI: vivos sin actividad mitocondrial y acrosoma intacto, VSD: vivos sin actividad 
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mitocondrial y con acrosoma dañado, AI: vivos y muertos con acrosoma intacto, AD: vivos con acrosoma 
dañado. 
 
 Respecto a la capacidad de resistencia osmótica de los espermatozoides 

descongelados (Tabla 4.), se aprecia un comportamiento similar a lo observado tras 

descongelar, es decir, valores significativamente superiores en los espermatozoides lavados 

y crioconsevados con BHT al 5.0mM, con y sin la adición de plasma seminal, inferiores en 

los espermatozoides no lavados y en ausencia del BHT e intermedios en el resto de 

tratamientos. Aunque en este caso, los espermatozoides conservados, una vez lavados, en 

YHP sin antioxidante, presentaron una menor capacidad de resistencia al shock 

hipoosmótico que la observada en caso de los espermatozoides no lavados y conservados 

en presencia de BHT (5 mM). Destacar que cuando los espermatozoides descongelados son 

sometidos al estrés hipoosmótico, los tratamientos que presentaron un menor porcentaje de 

espermatozoides con membrana plasmática y acrosomal intactas pero con baja actividad 

mitocondrial fueron aquellos en los que los espermatozoides fueron conservados con el 

BHT a una concentración de 5 mM, independientemente de haber sido lavados o 

complementados con plasma seminal. 
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Tabla 4. Efecto de la adición de plasma seminal y/o BHT a diferentes concentraciones en 

los medios de conservación sobre la viabilidad, integridad acrosomal y actividad 

mitocondrial de espermatozoides ovinos descongelados (lavados y no lavados) tras el shock 

hipoosmótico (media ± se, n=6). 

Tratamiento Viabilidad VAI VAD VSI VSD AI VD 

Lavados 
 30.2±0.9b 22.6±0.8b 3.0±0.1a 3.6±0.5a 1.0±0.0 55.3±2.1 4.0±0.3a 

Lavados 
0.6 BHT 31.4±1.5bc 24.9±1.0b 2.2±0.4ab 3.2±0.7a 1.0±0.0 55.2±3.1 3.2±0.4ab 

Lavados 
2.0 BHT 33.1±1.0bc 26.1±1.0bc 2.2±0.5ab 3.7±0.5a 1.1±0.1 54.8±3.0 3.3±0.2ab 

Lavados 
5.0 BHT 42.9±0.5d 38.6±1.0d 1.5±0.3b 1.5±0.9b 1,3±0.2 62.2±2.4 2.9±0.3b 

Lavados 
+PS 31.1±0.9bc 24.5±1.0b 1.9±0.1b 3.7±0.8a 1.0±0.1 56.7±1.8 2.9±0.1b 

Sin lavar 25.3±1.5a 18.1±1.3a 3.0±0.1a 3.5±0.6a 1.0±0.1 55.2±1.8 4.0±0.3a 

Sin lavar 
5.0 BHT 34.5±1.3c 30.3±1.4c 1.5±0.1b 1.6±0,6b 1.1±0.0 55.3±2.6 2.6±0.6b 

Lavados 
5.0 BHT+PS 43.5±1.7d 39,4±1.1d 1.3±0.2b 1.4±0.4b 1.3±0.1 62.5±1.3 2.7±0.2b 

a,dDiferentes letras dentro de una misma columna representan diferencias significativas (P<0.001) entre tratamientos 
(Lavado: YH en polvo lavado, Lavado0.6BHT: Lavado + BHT(0.6mM), Lavado2.0BHT: Lavado + BHT(2.0mM), 
Lavado5.0BHT: Lavado + BHT(5.0mM), Lavado+PS: Lavado + 0.5 ml de plasma seminal, Sin lavar: YH en polvo sin 
lavar, Sin lavar5.0BHT: Sin lavar + BHT(5.0mM), Lavado5.0BHT+PS: Lavado + BHT(5.0mM) + 0.5ml de plasma 
seminal). VAI: vivos con actividad mitocondrial y acrosoma intacta, VAD: vivos con actividad mitocondrial y 
con acrosoma dañado, VSI: vivos sin actividad mitocondrial y acrosoma intacto, VSD: vivos sin actividad 
mitocondrial y con acrosoma dañado, AI: vivos y muertos con acrosoma integro, VD: vivos con acrosoma 
dañado.  
 
 
 Al hacer la comparación de las medidas morfométricas mediante el sistema ISAS, 

de los espermatozoides frescos con los espermatozoides lavados y no lavados y 

criopreservados en yema de huevo en polvo con diferentes concentraciones de BHT, 

independientemente si estaban combinados con plasma seminal, no se observó ninguna 

diferencia significativa de dimensiones y forma de cabeza, obteniéndose los siguientes 

valores medios de longitud de la cabeza (8.5 ± 0.0 µm), ancho (4.9 ± 0.0 µm), área (34.5 ± 

0.4 µm2), perímetro (23.5 ± 0.3 µm), elipticidad (1.7 ± 0.0), elongación (0.3 ± 0.0), 

rugosidad (0.8 ± 0.0) y regularidad (0.9 ± 0.0). 
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DISCUSIÓN 

 

 Los valores medios de la mayoría de parámetros espermáticos del semen fresco 

fueron similares a los registrados en razas de ovinos, como la Gallega (Barrio y col., 1995), 

la Guirra (Marco-Jiménez y col., 2003), Latxa (Beltrán de Heredia, 1995), e inferiores a los 

obtenidos en Asaff y Churra (Alvarez y col., 2000), Manchega (Alcaide y col.,2001 ) y raza 

Ile France (Bravo, 2010), obtenidos en la región mediterránea en condiciones climáticas 

casi similares a las acaecidas en nuestra experiencia. 

 

 Una manera de superar los efectos perjudiciales de ROS en la calidad de los 

espermatozoides después del descongelado es incluir antioxidantes exógenos al diluyente 

de  crioconservación para disminuir o prevenir el estrés oxidativo. Para algunos autores, la 

adición de BHT al diluyente de crioconservación en espermatozoides de diferentes especies 

ha mostrado tener efectos beneficiosos (Ijaz y col., 2009; Neagu y col, 2010), mientras que 

en otros trabajos se ha descrito un efecto perjudicial (Ball y col., 2001) con respecto a la 

mejora de la supervivencia espermática. Estos hallazgos indican que todavía existen 

dificultades técnicas al utilizar el BHT en los medios de criopreservación de semen en las 

diferentes especies.  

 

 Los resultados del presente estudio muestran que los espermatozoides lavados y 

conservados en yema de huevo en polvo con la adición de 5.0 mM de BHT, 

independientemente de estar combinados o no con plasma seminal en el diluyente de 

crioconservación presentan valores significativamente superiores de viabilidad y resistencia 

osmótica de la membrana plasmática, de actividad mitocondrial e integridad del acrosoma y 

de motilidad total y progresiva, así como mejores valores en los diferentes descriptores 

cinéticos en comparación con los demás tratamientos. Resultados similares han sido 

reportados por Watson y Anderson (1983) con una concentración de BHT del 4 mM, 

mientras que Farshal y col., (2010) obtuvieron los mejores parámetros de calidad seminal 

con la adicción de 2.0 y 3.0 mM de BHT, ambos en espermatozoides de morueco sin lavar, 

teniendo como medio de criopreservación el compuesto por el tampón Tris y yema de 

huevo fresco y congelados en vapores de nitrógeno.  
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 En otras especies, como en el caprino, Kalifa y col., (2008) obtuvieron una mejora 

en la motilidad progresiva post-congelación de los espermatozoides similar a nuestros 

resultados, así como en la fertilidad, cuando utilizaron 5.0 mM de BHT incluido en el 

diluyente, en comparación a concentraciones de 0.3, 0.6, 2.0 y 8.0mM de BHT. Otros 

autores consiguieron los mejores resultados de viabilidad, motilidad, integridad funcional 

de la membrana plasmática y menor daño en el acrosoma, con la adición de 1 y 2.0 mM de 

BHT en los medios de criopreservación de espermatozoides de búfalo (Ijas y col., 2009), de 

0.2 y 1.6 mM de BHT en toro (Asadpour y col., 2012) o de 1.0 mM de BHT en perro 

(Neagu y col., 2010). En apoyo a estos anteriores resultados, un estudio llevado a cabo in 

vitro demostró que la adición de 0.4 mM de BHT al diluyente de congelación fue 

beneficioso para el espermatozoide de verraco, ya que aumentó la capacidad de los 

espermatozoides de penetrar el ovocito (Roca y col., 2004).  

 

 Estas diferencias entre especies o incluso laboratorios respecto a qué concentración 

de BHT es la óptima podría deberse a que el efecto potencial de BHT en la prevención de 

los daños oxidativos en los espermatozoides durante la criopreservación depende de 

muchos factores, tales como la composición del diluyente, tasa de dilución, enfriamiento y 

el método concreto de congelación-descongelación (Ball y col., 2001; Roca y col., 2004; 

Kalifa y col., 2008), así como la composición de la membrana espermática en las distintas 

especies. En espermatozoides ovinos, la membrana plasmática tiene una baja relación 

colesterol/fosfolípidos (Darin-Bennett y White, 1977), así como un alto contenido de 

fosfolípidos insaturados (Watson, 2000) si la comparamos con otras especies, lo que podría 

explicar, al menos en parte, nuestro resultados.  

 

 De todos modos, el mecanismo exacto por el cual el BHT parece provocar mejoras 

en los procesos de congelación de los espermatozoides no es del todo conocido. 

Hammerstedt y col., (1976) indican que el BHT, es un antioxidante fenólico, que se 

incorpora en la membrana de los espermatozoides, disminuyendo la viscosidad de los 

lípidos de membrana y reduciendo así los cambios de permeabilidad de la membrana 

plasmática del espermatozoide durante el proceso de criopreservación. Asimismo, el BHT 

parece prevenir o reducir la actividad dañina de los radicales libres, mediante la conversión 
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de los radicales peróxil a hidroperóxidos, e interacciona con los componentes del diluyente 

para minimizar el daño durante la refrigeración y criopreservación del espermatozoide 

(Killian y col., 1989; Aitken y Clarkson, 1988; Aitken, 1995). 

 

 Por otra parte, según nuestros resultados, el lavado mediante centrifugación del 

semen proporcionó un efecto beneficioso en la criopreservación de los espermatozoides de 

morueco, tal y como se aprecia en los valores de viabilidad, integridad de las membranas 

plasmática y acrosomal, parámetros cinéticos de velocidad, de progresión y actividad 

mitocondrial, especialmente tras la descongelación. Sin embargo, tal y como se mencionó 

en el primer capítulo, todavía no podemos asegurar cuál es la causa de esta mayor 

supervivencia, ya que podría deberse a varios motivos. Uno podría ser que la eliminación 

del plasma seminal del medio de crioconservación puede mejorar la capacidad 

crioprotectora de la yema de huevo contra el shock por frío, ya descrito en diferentes 

especies (Corteel, 1980; Aboagla y Terada 2003; Bispo y col., 2011; Bathgate y col., 2006; 

Martim y col., 1979) o bien que en la técnica de separación del plasma seminal mediante el 

método de la centrifugación, además de eliminar el plasma seminal, elimine también un 

porcentaje  de los espermatozoides dañados y muertos, con la selección de poblaciones más 

motiles y en algunos casos, de mayor viabilidad (Cebrián  y col., 2010).   

 

 Sin embargo, en el presente estudio, la adición de plasma seminal en el medio de 

conservación de los espermatozoides lavados antes de la criopreservación no empeoró la 

capacidad crioprotectora del huevo, tal y como muestran los valores de viabilidad, 

integridad funcional de la membrana plasmática, parámetros de velocidad, progresión y 

dirección de la cabeza de los espermatozoides obtenidos tanto tras el proceso de 

refrigeración como el de la congelación y descongelación. De hecho, cuando comparamos 

el tratamiento que mejores resultados nos ha proporcionado, es decir, la congelación de 

espermatozoides lavados en un medio a base de yema de huevo en polvo con un 5 mM 

BHT, ninguno de los parámetros analizados difirió de los observados con el mismo 

tratamiento pero adicionando un 13% de plasma seminal. Se ha descrito que la adición de 

entre un 10 a un 40 % de plasma seminal en los medios de crioconservación aumenta la 

resistencia de los espermatozoides al choque de frío, reduciendo o incluso revertiendo el 
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estado de criocapacitación (Pérez-Pé y col., 2001; Barrios y col., 2005) y mejorando la 

viabilidad en espermatozoides de toro (Maxwell y col., 1996), morueco (Ashworth  y col., 

1994; Graham 1994) y cerdo (Maxwell y col., 1998). En cambio, otros trabajos realizados 

en espermatozoides de caballos (Moore y col., 2005) y también de moruecos (Morrier y 

col., 2003) han descrito que la inclusión de 10 y 25 % de plasma seminal no mejoró las 

características del semen tras la refrigeración, así como tampoco la inclusión de un 30 % de 

plasma seminal mejoró las características de los espermatozoides ovinos no lavados post-

descongelación (Rovegno y col., 2013). Incluso existen autores que describen efectos 

negativos del plasma seminal sobre la motilidad (de Lamirande y Gagnon, 1984) o la 

viabilidad (Garcia y Grahan 1987a; Kawano y col., 2003) y la supervivencia después de la 

congelación-descongelación (Watson 1981; Schmehl y col., 1986; Moore y col., 2005).  

 

 Es evidente que el papel del plasma seminal en la criopreservación es un tema 

controvertido debido a la compleja composición del plasma seminal, ya que, como se ha 

descrito en el capítulo uno, además de proteínas, existen otros componentes, como 

compuestos de bajo peso molecular, que podrían resultar nocivos para los espermatozoides, 

y que varían  según las especies (Garcia y Grahan, 1987b; Catt y col., 1997). No obstante, 

en nuestro caso, el plasma seminal añadido no parece tener efecto, ya sea porque la 

cantidad añadida del 13 %, no fuera la suficiente para mostrar diferencias o por la 

composición del plasma seminal de nuestros machos, la cual puede verse afectada por 

factores ambientales, tales como la temporada de la recolección, la temperatura, la nutrición 

o el estrés (Pérez-Pé y col., 2001, Muiño-Blanco y col., 2008). Independientemente de cuál 

sea el motivo, en nuestras condiciones, el semen no lavado proporciona los peores 

resultados tras la conservación, a no ser que añadamos el BHT (5 mM), el cual nos mejora 

los resultados hasta igualar los valores obtenidos cuando el plasma seminal es eliminado 

por centrifugación, lo que nos demuestra de nuevo la bondad del antioxidante BHT. Por 

otra parte, si se produce o no una selección “involuntaria” de los espermatozoides durante 

la mera centrifugación, más análisis deberían haberse llevado a cabo para poder afirmarlo, 

aunque la posibilidad tampoco puede ser descartada. 
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  En conclusión, la adición de BHT en una concentración de 5.0mM mejora los 

parámetros de calidad seminal en los espermatozoides, lavados y no lavados, 

crioconservados en yema de huevo en polvo. Además, la centrifugación previa de los 

espermatozoides para eliminar el plasma seminal mejora la criosupervivencia, mejora que 

parece no deberse a la ausencia del plasma seminal, ya que la suplementación con 13 % 

plasma seminal en los medios de crioconservación de los espermatozoides lavados no tuvo 

efecto en los parámetros de calidad seminal. Sin embargo, más estudios deben llevarse a 

cabo para confirmar estos resultados como pruebas de fertilidad in vitro  e in vivo a través 

de la inseminación artificial. 

 

BIBLIOGRAFÍA 

 
Aboagla, E.M.E.; Terada, T. (2004) - Effects of egg yolk during the freezing step of 

cryopreservation on the viability of goat spermatozoa. Theriogenology 62(6): 1160-1172. 

 

Aitken, R. J.; Clarkson, J.S. (1988) - Significance of reactive oxygen species and 

antioxidants in defining the efficacy of spermatozoa preparation techniques. J. Androl. 9: 

367-376. 

 

Aitken, R.J.; Harkiss, D.; Buckingham, D. (1993) - Relationship between iron-catalysed 

lipid peroxidation potential and human sperm function. J Reprod Fertil. 98: 257–65. 

 

Aitken, R. J. (1995) - Free radicals, lipid peroxidation and sperm function. Reprod. Fertil. 

Dev. 7:659-668. 

 

Alcaide, V.; Manso, A.; Moyano, J.C.; García-Cervigón, M.; Palomares, M.D.;  Montoro, 

V. (2001) – Influencia de los implantes de melatonina sobre la calidad seminal en los 

moruecos del esquema de selección de la raza ovina Manchega. Producción ovina y 

caprina. Nº XXVI-SEOC. Sevilla, España. pp: 959-963. 

 

Alvarez, J. G.; Touchstone, J.C.; Blasco, L.; Storey, B.T. (1987) - Spontaneous lipid 

peroxidation and production of hydrogen perxoide and superoxide in human spermatozoa: 

148 

 



Superoxide dismutase as a major enzyme protectant against oxygen toxicity. J. Androl. 23: 

338-348. 

 

Álvarez, M.; Kaabi, M.; Boixo, J.C.; Anel, E.; Chamorro, C.A.; Martínez, S.; Anel, L. 

(2000) - Características seminales de las razas ovinas Churra y Assaf. Producción ovina y 

caprina. Nº XXV-SEOC.Teruel, España. 567-569 

 

Amann, R.; Pickett, B. (1987) - Principles of cryopreservation and a review of stallion 

spermatozoa. J. Equine Vet. Sci. 7: 145-173 

 

Asadpour, R.; Tayefi-Nasrabadi, H. (2012) - The effect of butylated hydroxytoluene (BHT) 

on bull spermatozoa frozen in two different extenders. Comp Clin Pathol. 21: 577–581. 

 

Ashworth, P.J.C.; Harrison, R.A.P.; Miller, N.G.A.; Plummer, J.M.; Watson, P.F. (1994) - 

Survival of ram spermatozoa at high dilution: protective effect of simple constituents of 

culture media as compared with seminal plasma. Reprod Fertil Dev 6: 173–180. 

 

Ball, B. A.; Medina, V.; Gravance, C.G.; Bumber, J. (2001) - Effect of antioxidants on 

preservation of motility, viability and acrosomal integrity of equine spermatozoa during 

storage at 5°C. Theriogenology 56: 577-589. 

 

Barrio, F.; Peña, A.I.; Quíntela, L.A.; Herradóm, P.G. (1995) - Influencia del factor 

individual sobre las características espermáticas de la raza ovina Gallega. Producción ovina 

y caprina. Nº XX-SEOC. Madrid, España.127-130. 

 

Barrios, B.; Pérez-Pé, R.; Gallego, M.; Tato, A.; Osada, J.; Muiño-Blanco, T.; Cebrián-

Pérez, J.A. (2000) - Seminal plasma proteins revert the cold-shock damage on ram sperm 

membrane. Biology of Reproduction, 63: 1531-37. 

 

149 

 



Barrios, B.; Fernandez-Juan, M.; Muiño-Blanco, T.; Cebrián-Pérez, J.A. (2005) -  

Immunocytochemical localization and biochemical characterization of two seminal plasma 

proteins that protect ram spermatozoa against cold shock. J Androl.26: 539-549. 

 

Bathgate, R., Maxwell, W.M.; Evans, G. (2006) - Studies on the effect of supplementing 

boar semen cryopreservation media with different avian egg yolk types on in vitro post-

thaw sperm quality. Reproduction in Domestical Animals, 41: 68-73. 

 

Baumber, J.; Ball, B. A.; Gravance, C. G.; Medina, V.; Davies-Morel, M. C. (2000) - The 

effect of reactive oxygen species on equine sperm motility, viability, acrosomal integrity, 

mitochondrial membrane potential and membrane lipid peroxidation. J. Androl. 21: 895-

902. 

 

Baumber, J.; Ball, B.A.; Linfor, J.J.; Meyers, S.A. (2002) - Reactive oxygen species and 

cryopreservation promote deoxyribonucleic acid (DNA) damage in equine sperm. Therio-

genology 58: 301-302. 

 

Beltrán de Heredia, I. (1995) – Estudio de la producción y calidad del semen de moruecos 

de la raza Latxa. Resultados obtenidos con distintas técnicas de congelación e inseminación 

(Tesis). 326 

 

Bispo, C.A.S.;  Pugliesi, G.; Galvão, P.; Rodrigues, M.T.;  Ker, P.; Filgueiras, B. (2011) - 

Effect of low and high egg yolk concentrations in the semen extender for goat semen 

cryopreservation. Small Ruminant Research, 100: 54– 58. 

 

Bravo, J. (2010). Estudio de la influencia de la estación sobre los parámetros seminales y 

morfométricos del espermatozoide del morueco de la raza Ile de France. Tesis Doctoral, 

Facultad de Veterinaria de la universidad de Extremadura, España. 

 

Caballero, I.; Vázquez, J.M.; Centurión, F.; Rodríguez-Martínez, H.; Parrilla, I.; Cuello, C.; 

Martínez, E.A. (2004) - Comparative effects of autologous and homologous seminal plasma 

150 

 



on the viability of largely extended boar spermatozoa. Reproduction in Domestical 

Animals, 39: 370-75. 

 

Cárdenas, R.N.; Pedraza, C.J. (2006) - Especies reactivas de oxígeno y sistema 

antioxidante: aspectos básicos. Educación química. 17: 164-165. 

 

Catt, S.L.; O`Brien, J.K.; Maxwell, W.M.C.; Evans, G. (1997) – Assessment of ram and 

boar spermatozoa during cell-sorting by flow cytometry. Reprod. Dom. Anim. 32: 251-258. 

 

Cebrián, J.; Muiño-Blanco, T.; Pérez-Pé, R.; Casao, A. (2010) – Manejo y conservación del 

semen. En: Manejo reproductivo en ganado ovino. Cordinadores: Abecia, A; Focada, F. 

Edt.Servet. Zaragoza, España. pp:127. 

 

Corteel, J.M, (1980) - Effets du plasma séminal sur la survie et la fertilité des 

spermatozoıdes conservés in vitro. Reprod Nutr Develop 20: 1111–1123. 

 

Darin-Bennett, A.; White, I.G. (1977) - Influence of the cholesterol content of mammalian 

spermatozoa on susceptibility to cold-shock. Cryobiology, 14: 466-70. 

 

Donoghue, A. N.; Donoghue, D.J. (1997) - Effects of water and lipid-soluble antioxidants 

on turkey sperm viability, membrane integrity, and motility during liquid storage. Poult. 

Sci. 76:1440-1445. 

 

Evans, G.; Maxwell, W.M.C. (1990) – Inseminación artificial de ovejas y cabras. (Acribia). 

Zaragoza. pp: 160. 

 

Farshad, A.; Khalili, B.; Jafaroghli, M. (2010) - Effects of Butylated Hydroxytoluene on 

Freezability of Ram Spermatozoa. Asian-Aust. J. Anim. Sci. Vol. 23, No. 10: 1276 - 1281 

 

Fiser, P. S.; Fairful, R. W. (1989) - The effect of glycerol related osmotic changes on post 

thaw motility and acrosomal integrity of ram spermatozoa. Cryobiology 26: 64-69. 

151 

 



Fraser, L.R.; Harrison, R.A.; Herod, J.E. (1990) - Characterization of a decapacitation 

factor associated with epididymal mouse spermatozoa. Journal of Reproduction and 

Fertility, 89: 135-140. 

 

García, M.A.; Graham, E.F. (1987a) - Dialysis of bovine semen and its effect on fresh and 

freeze-thawed spermatozoa. Cryobiology 24: 446–454. 

 

García, M.A.; Graham, E.F, (1987b) - Effects of low-molecular weight fractions (LMWF) 

from milk, egg yolk and seminal plasma on freezability of bovine spermatozoa. 

Criobiology. 24: 429–436. 

 

Graham, J.K. (1994) - Effect of seminal plasma on the motility of epididymal and 

ejaculated spermatozoa of the ram and bull during the cryopreservation process. 

Theriogenology 41: 1151–1162. 

 

Green, C.E. y Watson, P.F. (2001) - Comparison of the capacitation-like state of cooled 

boar spermatozoa with true capacitation. Reproduction, 122: 889-898. 

 

Hammerstedt, R. H.; Amann, R.P.; Rucinsky, T.; Morsel, I.I.; Lepock, P.D. (1976) - Use of 

spin labels and electron spin resonance spectroscopy to characterize membrane of bovine 

sperm: the effect of butylated hydroxytoluene and cold shock.Biol. Reprod. 14: 381-397. 

 

Hancock, J.L. (1957) - The morphology of boar spermatozoa. J. R. microsc. Soc. 76: 84-97. 

 

Hernández, M.; Roca, J.; Calvete, J.J.; Sanz, L.; Muiño-Blanco, T.; Cebrián-Pérez, J.A.; 

Vázquez, J.M.; Martínez, E.A. (2007) - Cryosurvival and in vitro fertilizing capacity 

postthaw is improved when boar spermatozoa are frozen in the presence of seminal plasma 

from good freezer boars. Journal of.Andrology, 28: 689-97. 

 

152 

 



Ijaz, A.; Hussain,A.; Aleem, M.; Yousaf, M. S.; Rehman, H. (2009) - Butylated 

hydroxytoluene inclusion in semen extender improves the post-thawed semen quality of 

Nili-Ravi buffalo (Bubalus bubalis). Theriogenology. 71: 1326-1329. 

 

Jeyendran, R.S.; Vanderven, H.H.; Perez-Pelaez, M.; Crabo, B.G.; Zaneveld, L.J.D. (1984) 

- Development of an assays to asses the functional integrity of the human sperm membrane 

and its relationship to other semen characteristics. J Reprod Fertil.70: 219-228. 

 

Johnson, L.A.; Weitze, K.F.; Fiser, P.; Maxwell, W.M.C. (2000) - Storage of boar semen. 

Animal of Reproduction Science, 62: 143-172. 

 

Kaneto, M.; Harayama, H.; Miyake, M.; Kato. (2002) - Capacitation-like alterations in 

cooled boar spermatozoa: assessment by the chlortetracycline staining assay and 

inmunodetection of tyrosine-phosphorylated sperm proteins. Anim. Reprod. Sci., 73: 197-

209. 

 

Kawano, N.; Shimada, M.; Terada, T. (2003) - Motility and penetration competence of 

frozen-thawed miniature pig spermatozoa are substantially altered by exposure to seminal 

plasma before freezing. Theriogenology. 61: 351-364. 

 

Khalifa, T. A. A.; Lymberopoulos, A. G.; El-Saidy, B.E. (2008) - Testing usability of 

butylated hydroxytoluene in conservation of goat semen. Reprod. Domest. Anim. 43: 525-

530. 

 

Killian, G..; Honadel, T.; McNutt, T.; Henault, M.; Wegner, C.; Dunlap, C. (1989) - 

Evaluation of butylated hydroxytoluene as a cryopreservative added to whole or skim milk 

diluent for bull semen. J. Dairy Sci. 72: 1291-1295. 

 

de Lamirande, E.; Gagnon, C. (1984) - Origin of a motility inhibitor within the male 

reproductive tract. J Androl. 5: 269–276. 

 

153 

 



Leboeuf, B.; Restall, B.;  Salamon, S. (2000) - Production and storage of goat semen for 

artificial insemination. Anim Reprod Sci 62(1-3): 113-41. 

 

Marco-Jiménez, F.; Puchades, S.; Rodríguez, M.; Vicente, J.S. (2003) – Estudio de la 

influencia de la estacionalidad sobre la calidad seminal de moruecos de la raza Guirra. 

Producción ovina y caprina. Nº XXVIII-SEOC. Badajoz, España.188-190 

 

Martin, J.C.; Klug, E.; Gunzel, A.R. (1979) - Centrifugation of stallion semen and its 

storage in large volume straws. Journal of Reproduction and Fertility, 27: 47-51. 

 

Matsuoka, T.; Imai, H.; Kohno, H.; Fukui, Y. (2006) - Effect of bovine serum albumin and 

trehalose in semen diluents for improvement of frozen-thawed ram spermatozoa. J. Reprod. 

Dev. 52: 675-683. 

 

Maxwell, W.M.C.; Watson, P.F. (1996) - Recent progress in the preservation of ram semen. 

Anim. Reprod. Sci. 42: 55–65. 

 

Maxwell, W.M.C.; Welch, G.R.; Johnson, L.A. (1996) - Viability and membrane integrity 

of spermatozoa after dilution and flow cytometric sorting in the presence or absence of 

seminal plasma. Reprod Fertil Dev. 8: 1165–1178. 

 

Maxwell, W.M.C.; Long, C.R.; Johnson, L.A.; Dobrinsky, J.R.; Welch, G.R. (1998) – The 

relationship between membrane status and fertility of boar spermatozoa after flow 

cytometric sorting in the presence or absence of seminal plasma. Reprod Fertil Dev. 10: 

433–440. 

 

Maxwell, W.M.C.; Johnson, L.A. (1999) - Physiology of spermatozoa at high dilution 

rates: the influence of seminal plasma. Theriogenology, 52: 1353-62. 

 

Maxwell, W.M.C.; de Graaf, S.P.; El-Hajj Ghaoui, R.; Evans, G. (2007) - Seminal plasma 

effects on sperm handling and fertility. En: Juengel JI, Murria JF and Smith MF (ed). 

154 

 



Reproduction in Domestic Ruminants VI. Nottingham UK: Nottingham University 

Press:13-38. 

 

Moore, A.I.; Squires, E.L.; Graham, J.K. (2005) - Effect of seminal plasma on the 

cryopreservation of equine spermatozoa. Theriogenology. 63: 2372–2381. 

 

Morrier, A.; Castonguay, F.; Bailey, J.L. (2003) - Conservation of fresh ram spermatozoa at 

5ºC in the presence of seminal plasma. Can J Anim Sci. 83: 221–227. 

 

Muiño-Blanco, T.; Pérez-Pé, R.; Cebrián-Pérez, J.A. (2008) - Seminal Plasma Proteins and 

Sperm Resistance to Stress. Reprod Dom Anim 43 (Suppl. 4), 18–31. 

 

Neagu, V.R.; Macías, B.; Salazar, C.; Morillo, A.; Ortega, C.; González, L.; Tapia, J.A.; 

Peña, F.J. (2010) - Freezing dog semen in presence of the antioxidant butylated 

hydroxytoluene improves postthaw sperm membrane integrity. Theriogenology, 73: 645–

650. 

 

Ollero, M.; Gil-Guzmán, E.; López, M.C.; Sharma, R.K.; Agarwal, A.; Larson, K.; 

Evenson, D.; Thomas, J.A.; Álvarez, C.J. (2001) – Characterization of subsets of human 

spermatozoa at different stages of maturation: implications in the diagnosis and treatment 

of male infertility. Hum. Reprod. 16: 1912- 1921. 

 

Pérez-Pé, R.; Barrios, B.; Muiño-Blanco, T.; Cebrián-Pérez, J.A. (2001) – Seasonal 

differences in ram seminal plasma revealed by partition in anaqueous two-phase system. J 

Chrom B.760: 113–121. 

 

Pursel, V.G.; Johnson, L.A.; Schulman, L.L. (1973) - Effect of dilution, seminal plasma, 

and incubation period on cold shock susceptibility of boar spermatozoa. Journal of Animal 

Science, 37: 528–31. 

 

155 

 



Ritar, A.J.; Salamon, S. (1982) – Effects of seminal plasma and of its removal and of egg 

yolk in the diluent on the survival of fresh and frozen-thawed spermatozoa of the Angora 

goat. Aust. J. Biol. Sci. 35 (3): 305-312. 

 

Ritar, A.J.; Salamon, S. (1991) - Effects of month of collection, method of processing, 

concentration of egg yolk and duration of frozen storage on viability of Angora goat 

spermatozoa. Small Ruminant Research, 4(1), 29-37. 

 

Roca, J.; Gil, M. G.; Hernandez, M.; Parrilla, I.; Vazquez, J.M.; Martinez, E. A. (2004) - 

Survival and fertility of boar spermatozoa after freeze thawing in extender supplemented 

with butylated hydroxytoluene. J. Androl. 25: 397-405. 

 

Roca, J.; Rodriguez-Martinez, H.; Vazquez, J.M.; Bolarin, A.; Hernandez, M.; Saravia, F.; 

Wallgren, M.; Martinez, E.A. (2006) - Strategies to improve the fertility of frozen-thawed 

boar semen for artificial insemination. Reprod Suppl. 62:  261-275. 

 

Rovegno, M.; Beringui, W.; Monteiro, A.; Mota, C.; Visintin, J.A.; Ortiz, M.E. (2013) - 

Assessment of post-thawed ram sperm viability after incubation with seminal plasma. Cell 

Tissue Bank.14: 333–339. 

 

Salamon, S.; Maxwell, W.M.C. (2000) - Storage of ram semen. Anim Reprod Sci 62: 77-

111. 

 

Schmeh, M.K.; Anderson, S.P.; Vazquez, I.A.; Graham, E.F. (1986) - The effect of dialysis 

of extended ram semen prior to freezing on post-thaw survival and fertility. Cryobiology. 

23: 406–414 

 

Shoae, A.; Zamiri, M. J. (2008) - Effect of butylated hydroxytoluene on bull spermatozoa 

frozen in egg yolk-citrate extender. Anim. Reprod. Sci. 104: 414-418. 

 

156 

 



Vadnais, M.L.; Kirkwood, R.N.; Specher, D.J.; Chou, K. (2005) - Effects of extender, 

incubation temperature, and added seminal plasma on capacitation of cryopreserved, 

thawed boar sperm as determined by chlortetracycline staining. Animal of Reproduction 

Science, 90: 347-54. 

 

Watson, P. F. (1981) - The role of lipid and protein in the protection of ram spermatozoa at 

5 degrees C by egg-yolk lipoprotein. J. Reprod. Fertil. 62: 483-492. 

 

Watson, P. F.;  Anderson, W. (1983) - Influence of butylated hydroxytoluene (BHT) on the 

viability of ram spermatozoa undergoing cold shock. J. Reprod. Fertil. 69: 229-235. 

 

Watson, P.F. (2000) - The causes of reduced fertility with cryopreserved semen. Anim 

Reprod Sci, 61: 481-492. 

 

 

 

157 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.4. CAPITULO IV 

 

Efecto del fotoperiodo y edad del donante, de la adición de 

antioxidantes en el diluyente, de la aplicación de implantes de 

melatonina en primavera y del individuo sobre la conservación 

de semen de morueco.  

 

 

 

 

 



 

 

 

 



ABSTRACT 

 

The aim of this last chapter was to compile some of the results obtained from experiments 

made along 2 years in order to asses the potential effect of semen donor age, photoperiod 

during semen collection, antioxidant inclusion on the extenders, application of melatonin 

implants outside breeding season and the individual effect on ram sperm cryopreservation. 

Therefore, in the first study of this chapter, fresh ejaculates were collected during 2 

consecutive years from 8 rams at the age of 14 and 26 months old (in negative photoperiod) 

and from 4 males of 18 and 30 months old (in positive photoperiod). Immediately after 

semen collection, the ejaculates were mixed in equal quantities and pooled semen was 

washed by centrifugation. Afterwards, washed semen was split into two aliquots, one was 

re-suspended in Tris-based media with BHT (5.0 mM) and the other in the same extender, 

but without antioxidant. The second study was performed only in spring of two consecutive 

years, dividing the males into two groups of 4 rams, with and without implants of 

melatonin, at the age of 18 and 30 months. Likewise, after semen collection, pooled semen 

was washed, split into 2 aliquots and re-suspended in TRIS-based media with or without 

BHT (5 mM) when semen came from 18 months old males and with or without melatonin 

(1mM) when semen was from males of 30 months old. Finally, in the third experiment, 

ejaculates of each male (8 rams of 2 years old approximately) were collected, washed and 

re-suspended in a Tris-based media individually. All the extenders were supplemented with 

15% (v/v) powered egg yolk and 5% of glycerol and refrigerated for 4 hours at 5°C before 

freezing. Sperm motility was analyzed by computer assisted sperm analysis (ISAS®) and 

viability, acrosome integrity and viability after hyposmotic test (HOST) were determined 

by eosine/nigrosine stain after refrigeration. Moreover, after thawing, plasmatic and 

acrosomal membrane integrity and mitochondrial activity were determined by flow 

citometry, as well sperm motility and morphometry by ISAS ® (mean±SE, n=6). Our 

results show that even 26 months years males have a better sperm quality during 

preservation, the same quality could be achieved in semen from 18 months old males, with 

the inclusion BHT in the extenders, also in unfavourable photoperiod. Again, the inclusion 

of BHT, independently of the donor age and photoperiod, seems to improve the quality 

sperm parameters during preservation, meanwhile melatonin, as antioxidant in the media, 
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does not have any effect. Either the use of the implants of melatonin does not show any 

advantage in order to achieve a better cryopreservation of the semen collected out of 

breeding season. Finally, the cryopreservation of semen from individual males seems to 

show the existence of bad, good and regular freezer males, although more analysis should 

be done, specially in vivo and in vitro fertility tests, and a higher number of males should be 

tested in order to confirm these three male donor categories. 

 
 
INTRODUCCIÓN 

 

 En ovinos, la conducta sexual y la calidad del semen son los principales factores que 

limitan la eficiencia de la reproducción en el macho a lo largo de año. Estos factores 

pueden variar según la raza (Avdi y col., 2004), la estación del año (Schanbacher y Lunstra, 

1976) y la nutrición (Mukasa-MugerwayEzaz, 1992). Los moruecos son reproductores 

estacionales en los que el fotoperiodo es la señal ambiental principal que controla la 

actividad reproductiva, y que a su vez depende de su localización geográfica. Como la 

mayoría de razas de ovinos y caprinos de latitudes elevadas (norte de Europa), éstos 

manifiestan una marcada estacionalidad reproductiva (Chemineau y col., 1988). El  periodo 

de actividad reproductiva comienza al final del verano cuando el fotoperiodo disminuye y 

finaliza en el invierno cuando el número diario de horas de luz empieza a aumentar. Así en 

los moruecos en estación no reproductiva se observa una disminución del volumen y 

diámetro testicular (Colas y col., 1986) y deterioro en la calidad del semen (Boland y col., 

1985; Karagiannidis y col., 2000), así como también una alteración del perfil hormonal 

(Langford y col., 1987), afectando el desempeño reproductivo de los moruecos. En latitud 

media o baja, la estacionalidad tiende a disminuir en las razas que habitan cerca del 

Ecuador, como el caso de las razas mediterráneas donde el anestro estacional es de 51 a 131 

días (Forcada y col., 2000) y donde la nutrición y las relaciones sociales influyen en el 

desarrollo del ciclo anual de reproducción.   

 

 Las variaciones en la duración del fotoperiodo en los moruecos son recibidas por la 

glándula pineal y transformadas en señal endocrina a través de la melatonina, que regula la 

secreción de otras hormonas implicadas en el comienzo y finalización de la actividad 
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reproductiva (Bittman y col., 1985). Generalmente,  la secreción de melatonina sigue un 

ritmo circadiano, con niveles bajos durante el día y altos en la noche, es decir, una larga 

duración en la secreción de melatonina es percibida como un día corto, mientras que una 

duración breve de secreción se percibe como un día largo (Bittman y col., 1985). Por ello, 

el uso de implantes de melatonina en el morueco durante la estación no reproductiva se ha 

asociado con mejoras en parámetros reproductivos como el diámetro escrotal, la producción 

y calidad espermática (Palacín y col., 2008), ejerciendo su acción principalmente en el eje 

hipotálamo-hipofisario (Webster y col., 1991). Recientes estudios han demostrado la 

presencia de esta hormona y su variación estacional, junto con la testosterona, en el plasma 

seminal (Casao y col., 2010a), lo que, además de su acción relevante a nivel testicular y de 

las glándulas accesorias, sugiere también una acción directa sobre la célula espermática 

(Casao y col., 2010b). 

 

 Del mismo modo, la estacionalidad puede condicionar los períodos de congelación 

del semen para su utilización posterior. El semen de morueco congelado en primavera es de 

menor calidad que el congelado durante el otoño (Ortavant y col., 1985; D' Alessandro y 

Martemucci, 2003) ya que en primavera se va a producir mayor daño estructural y 

funcional en los espermatozoides descongelados, por una menor resistencia al shock 

térmico y estrés oxidativo provocado por la formación de gran cantidad de especies 

reactivas al oxígeno (ROS) o moléculas que contienen radicales libres, debido a un 

mecanismo antioxidante deteriorado (Pérez-Pé y col., 2001; D'Alessandro y Martemucci 

2003; Agarwal y col., 2003), resultando en una reducción de la movilidad y viabilidad, lo 

cual disminuye la supervivencia y capacidad fecundante de las dosis conservadas para la 

Inseminación Artificial (Maxwell, 1980; Maxwell y Watson, 1996). Una manera de reducir 

los efectos perjudiciales de las ROS podría ser la adición de componentes con capacidad 

antioxidante al diluyente de congelación para bloquear o prevenir el estrés oxidativo. Entre 

los diferentes componentes antioxidantes, la melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina), ha 

sido probado en la criopreservación de semen de distintas especies como en el toro (Ashraf 

y col., 2013), en moruecos (Succu y col., 2011) y en porcinos (Jang y col., 2010), 

mejorando la motilidad, viabilidad y la integridad de la membrana, después de la 

descongelación. Este efecto positivo en la mejora de la calidad seminal, puede deberse a la 
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capacidad que tiene la melatonina como depurador eficaz de radicales libres y como 

antioxidante general (Tan y col., 2007). También, el butil hidroxitolueno (BHT), 

antioxidante sintético fenólico análogo de la vitamina E, ha sido utilizado en la 

crioconservación de espermatozoides de diferentes especies, describiéndose efectos 

beneficiosos por muchos investigadores, como Watson y Anderson (1983) en morueco, 

Donoghue y Donoghue (1997) en pavos, Killian y col., (1989) y Shoae y Zamiri (2008) en 

el toro, Roca y col., (2004) en cerdo y Khalifa y col., (2006) en espermatozoides caprinos. 

 

 Por último, de manera similar a lo observado en otras especies, no todos los 

moruecos presentan la misma calidad y producción de eyaculados (Alvarez y col., 2000) ni 

la misma capacidad de éstos para resistir la congelación-descongelación (Marinov y 

Dacheva, 1984). A este respecto, se ha informado sobre diferencias en la congelabilidad 

entre individuos de una misma raza (Barrio y col., 1995; Medrano y Holt, 1998). Las 

diferencias en la congelabilidad del eyaculado también afectan a su posterior capacidad 

fecundante. Así, se ha observado en moruecos que los espermatozoides criopreservados 

provenientes de eyaculados de buenos congeladores tienen una tasa de penetración del 

ovocito in vitro superior a la de los espermatozoides de machos malos congeladores 

(O’Meara y col., 2008). La diferencia en la congelabilidad parece ponerse en marcha en el 

momento de la eyaculación, puesto que Rath y Niemann, (1997) observaron que las 

diferencias de congelabilidad entre verracos se dan en muestras eyaculadas, pero no cuando 

los espermatozoides son colectados en la cola del epidídimo. Como ya se ha comentado, 

variaciones individuales en la congelación del semen han sido documentadas también en 

otras especies como en el caballo (Amann y Pickett, 1987) y el toro (Thomas y col., 1997). 

En el caso del morueco, varios estudios indican que la variabilidad en la congelación de 

eyaculados podría estar relacionada con los programas de mejoramiento genético 

tradicional, que seleccionan reproductores en función a los parámetros productivos y 

morfológicos, sin tener en cuenta la fertilidad ni la capacidad de criopreservación de sus 

eyaculados (Leboeuf y col., 2000), lo que probablemente sea una de las razones del poco 

progreso alcanzado en la aplicación de nuevos protocolos de congelación de semen y 

nuevas técnicas de inseminación (Anel y col., 2006) 
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 Los objetivos de este último capítulo son, en primer lugar, recopilar resultados 

obtenidos a lo largo de 2 años de experimental con el propósito de valorar el posible efecto 

de la edad del donante y fotoperiodo durante la recolecta del semen, la inclusión de 

antioxidants en los medios de conservación (BHT vs melatonina), la aplicación de 

implantes de melatonina fuera de la época reproductiva, así como analizar el efecto  del 

individuo o donante sobre la criopreservación de semen de morueco. 

 

MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Experimento 1. Efecto de la edad del donante, fotoperiodo y presencia de antioxidante 

en el diluyente (butil hidroxitolueno) sobre la crioconservación del semen de morueco. 

 

  El experimento se llevó a cabo a lo largo de 2 años consecutivos, iniciándose en 

otoño del 2011 y concluyendo en primavera del 2013, entre las instalaciones del IRTA en 

Caldes de Montbui, donde están alojados los sementales, ubicadas en una latitud 41º 38’ N, 

y longitud 2º 10’ E, y la Universidad Autónoma de Barcelona. Para ello, se utilizaron 4 

machos en los periodos de primavera (2 de raza Xisqueta y 2 de Aranesa) u 8 moruecos en 

los fotoperiodos negativos (4 de raza Xisqueta y 4 de Aranesa), a los que se les colectó 

semen con vagina artificial 2 días/semana y 2 eyaculados/día, en diferentes edades y épocas 

del año; a la edad de 14 y 26 meses en fotoperiodo negativo y 18 y 30 meses en fotoperiodo 

positivo, realizando un total de 6 réplicas en cada edad. 

 

  Tras la recogida de los eyaculados, y manteniéndolos en un Baño María a 37ºC, se 

procedió a valorar su motilidad masal y volumen siguiendo la clasificación de Evans y 

Maxwell (1990). A continuación, los eyaculados eran mezclados en un solo tubo (pool), a 

partir del cual se dividía en dos alícuotas, excepto en el caso de machos de 30 meses, donde 

solo se dispuso de una única alícuota. Seguidamente, cada una de las alícuotas era diluida 

(1:6) con la solución base TGC descrita en el primer capítulo y centrifugada a 600 g durante 

10 minutos. Una vez eliminado el sobrenadante, el sedimento era diluido de nuevo en 9 mL 

de la solución TGC para realizar una segunda centrifugación (600xg por 10'). Finalmente, 
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el sobrenadante era descartado y el sedimento de las alícuotas era recuperado para su 

posterior procesamiento. 

 

   De esta manera, una vez centrifugadas las alícuotas de semen de cada edad (14, 18, 

26 y 30 meses), éstas fueron resuspendidas (1:4) en una solución TGC a una concentración 

final de 5 % de glicerol y 15 % (v/v) de yema de huevo en polvo, de manera que una de las 

alícuotas de cada edad se diluía en presencia de butil hidroxitolueno (BHT) (5.0 mM) en el 

diluyente y la otra sin BHT, con excepción de la alícuota de los machos de 30 meses que no 

presentan BHT, dando lugar a 7 tratamientos distintos de conservación. 

 

       Todas las soluciones utilizadas para la conservación de los espermatozoides 

contenían 1000 UI/ml de penicilina benzatinica y 1.0 mg/ml de sulfato de estreptomicina, 

con el objetivo de evitar posible contaminaciones. La metodología utilizada para la adición 

del BHT en las distintas soluciones fue similar a la que se describe en el segundo capítulo, 

así como la refrigeración, transporte y posterior proceso de congelación de las distintas 

suspensiones homogenizadas, de cada edad y fecha. 

 

Experimento 2. Efecto de los implantes de melatonina, edad del donante y presencia 

de antioxidantes (butil hidroxitolueno vs melatonina) en el diluyente sobre la 

criopreservación de semen de morueco en primavera. 

 

       Este experimento se llevó a cabo en la primavera de 2 años consecutivos.  Para ello, 

en el primer año del estudio, los animales de aproximadamente 16 meses de edad se 

dividieron en dos grupos homogéneos: el primer grupo recibió 3 implantes subcutáneos de 

18 mg melatonina (Melovine, Ceva Salud Animal) por morueco y el segundo grupo no 

recibió implante. Al siguiente año, cuando los animales contaban con unos 28 meses de 

edad fueron también divididos al azar en 2 grupos; a 4 moruecos se les colocó 3 implantes 

subcutáneos de melatonina y los otros 4 no recibieron implante. 

 

        Pasados dos meses tras colocar los implantes, se les colectó semen con vagina 

artificial 2 días/semana y 2 eyaculados/día en primavera, a la de edad de 18 meses y 30 
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meses respectivamente, realizando un total de 6 réplicas en cada experimento. Tras la 

recogida de los eyaculados, y manteniéndolos en un Baño María a 37ºC, se procedió a 

valorar su motilidad masal y volumen siguiendo la clasificación de Evans y Maxwell 

(1990). A continuación, los eyaculados eran mezclados en dos tubos (pool), en uno los 

procedentes de sementales con implantes y en el otro de animales a los que no se les aplicó 

el implante. Seguidamente, cada una de las alícuotas era diluida en TGC y centrifugada tal 

como se realizó en el primer experimento, obteniendo las diferentes alícuotas para su 

posterior procesamiento. En el primera fase del presente experimento tras el proceso de 

centrifugación de la mezcla de eyaculados se obtuvieron 4 alícuotas de semen lavado, la 

mitad de las cuales fueron resuspendidas (1:4) en la solución TGC a una concentración fina 

de 5 % glicerol y  15 % (v/v) de yema de huevo en polvo más  5.0 mM de BHT y las otros 

alícuotas sin la presencia del antioxidante, dando lugar a 4 tratamientos distintos: 

espermatozoides procedentes de animales de 18 meses de edad con implantes o sin 

implantes y conservados en presencia o no de 5mM BHT. 

 

       De igual manera, en la segunda fase del experimento realizada en la primavera del 

siguiente año, se obtuvieron 4 alícuotas de semen lavado (2 procedentes de animales de 30 

meses de edad con implantes y 2 de animales sin implante de la misma edad), las cuales 

fueron resuspendidas (1:4) también en solución TGC a una concentración final de 5 % de 

glicerol y 15 % (v/v) de yema de huevo en polvo, con o sin la adición de melatonina 

(1mM), dando lugar a otros 4 tratamientos distintos: espermatozoides procedentes de 

animales con implantes o sin implantes y conservados en presencia o no de 1mM de 

melatonina. Todas las soluciones utilizadas para la conservación de los espermatozoides 

contenían 1000 UI/ml de penicilina benzatinica y 1.0 mg/ml de sulfato de estreptomicina, 

con el objetivo de evitar posible contaminaciones. 

 

       La metodología utilizada para la adición del BHT en las distintas soluciones fue 

similar a la que se describe en el segundo capítulo. La melatonina se disolvió en 

dimetilsulfoxoido (DMSO) y PBS (Succu, y col., 2011) para obtener una concentración 

final de 1mM de melatonina y de 0.1 % de DMSO. 
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       Una vez homogenizadas las distintas suspensiones, tanto en la primera fase del 

experimento como en la segunda, los tubos fueron transportados y procesados para su 

conservación,  tal y como se describe en apartados anteriores. 

 

Experimento 3. Efecto del individuo en la criopreservación del semen en moruecos  

 

       Para la realización de este experimento se utilizaron 8 moruecos (4 de raza Xisqueta 

y 4 de Aranesa), a los que se les colectó semen con vagina artificial 2 días/semana y 2 

eyaculados/día en otoño del 2012, realizando un total de 6 réplicas por morueco. Tras la 

recogida de los eyaculados, y manteniéndolos en un Baño María a 37ºC, se procedió a 

valorar su motilidad masal y volumen siguiendo la clasificación de Evans y Maxwell 

(1990). A continuación, los 2 eyaculados de cada uno de los moruecos se diluyeron (1:6) 

con la solución TGC y se centrifugaron a 600 g durante 10 minutos. Una vez eliminado el 

sobrenadante, el sedimento era diluido de nuevo en 9 mL de la solución TGC para realizar 

una segunda centrifugación (600xg por 10'). Finalmente, el sobrenadante era descartado y 

el sedimento de las distintas alícuotas era recuperado para su posterior procesamiento. 

 

       Así, se obtuvieron una alícuota de cada uno de los 8 machos, es decir, un total de 8 

alícuotas de semen lavado. Las ocho alícuotas fueron resuspendidas individualmente (1:4) 

en la solución TGC a una concentración final de 5% de glicerol y 15 % (v/v) de yema de 

huevo en polvo, dando lugar a 8 muestras individuales que fueron conservadas. Todas las 

soluciones utilizadas para la conservación de los espermatozoides contenían 1000 UI/ml de 

penicilina benzatinica y 1.0 mg/ml de sulfato de estreptomicina, con el objetivo de evitar 

posible contaminaciones. Una vez homogenizada las suspensiones, los tubos con las 

muestras seminales se transportaron y procesaron como en los apartados anteriores.  

 

Análisis de los parámetros de calidad seminal  

 

       En el primer experimento, la viabilidad y morfología espermática de la mezcla de 

eyaculados en fresco, tras 4 h de refrigeración y tras la descongelación de las muestras 

conservadas con los distintos tratamientos se evaluó por medio de la tinción de eosina-
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nigrosina y el test de endosmosis (HOST), tal y como se describe en el primer capítulo. 

Asimismo, se evaluó la cantidad y calidad de movimiento de los espermatozoides en las 

distintas suspensiones espermáticas tras la refrigeración y post-descongelación mediante el 

sistema ISAS® (Proiser R+D S.D., Valencia) como también la morfometría de las muestras 

en fresco y tras la descongelación. 

 

       En los experimentos 2 y 3, la viabilidad y morfología espermática de la mezcla de 

eyaculados en fresco y tras 4 h de refrigeración de las muestras conservadas con los 

distintos tratamientos o de los distintos individuos se evaluó por medio la tinción de eosina-

nigrosina y el test de endosmosis (HOST), tal y como se describe en el primer capítulo. 

Asimismo, se evaluó la cantidad y calidad de movimiento de los espermatozoides en las 

distintas suspensiones espermáticas tras la refrigeración y post-descongelación mediante el 

sistema ISAS® (Proiser R+D S.D., Valencia), como también la morfometría de las muestras 

en fresco y tras la descongelación. Para evaluar conjuntamente la integridad física y 

funcional de la membrana plasmática, la integridad del acrosoma y la actividad 

mitocondrial de los espermatozoides tras la descongelación, las muestras fueron sometidas 

a la tinción con fluorocromos descrita en el primer capítulo y analizadas a través del 

citómetro de flujo. 

 

Análisis Estadístico 

       Los datos de viabilidad, integridad funcional de membrana plasmática, integridad 

del acrosoma, actividad mitocondrial, morfometría y los parámetros cinéticos descriptores 

del movimiento espermático (variables dependientes) se analizaron utilizando el 

procedimiento GLM (ANOVA) de SPSS 20.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, EE.UU.), siendo 

los valores obtenidos expresados como media ± error estándar de la media. Se realizó 6 

repeticiones en cada tratamiento. Cuando las diferencias fueron significativas (p <0.05), se 

realizó el test de Bonferroni de comparación de medias a posteriori. La normalidad y 

homogeneidad de varianza de los parámetros espermáticos se comprobaron con el tests de 

Kolmogorv-Smirnov y Levene. Las variables dependientes que no cumplieron con los 

supuestos de igualdad de varianza y distribución normal fueron sometidas a una 

transformación arcoseno, antes del análisis estadístico. 
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RESULTADOS 

 

Experimento 1.  Efecto de la edad del donante, fotoperiodo y presencia de 

antioxidante en el diluyente (butil hidroxitolueno) sobre la crioconservación del semen 

de morueco.  

 

       Tras el análisis inicial de la mezcla de eyaculados de los 8 moruecos (Tabla 1.1.) en 

diferentes edades y épocas de año, se puede observar que existe un efecto de la edad en 

algunos de los parámetros estudiados como la viabilidad espermática, la capacidad de 

resistencia al shock hipoosmótico, integridad del acrosoma y la concentración seminal 

(p<0.001), pero no en el volumen, motilidad masal y porcentaje de formas anormales 

 

Tabla 1.1. Resultados de parámetros de calidad seminal del semen fresco de moruecos en 

diferentes edades y fotoperiodos (media±es, n=6) 

 

 Edad (meses) y Fotoperiodo (+/-) 

Edad/época 14(-) 18(+) 26(-) 30(+) 

Volumen (ml) 0.9±0.3 1.0±0.2 1.2±0.3 1.2±0.2 

Motilidad masal 2.3±0.3 2.5±0.2 2.8±0.2 2.9±0.3 

Viabilidad (%) 68.1±1.6a 88.7±1.3b 89.2±2.1b 89.3±1.6b 

HOST (%) 46.0±1.9a 47.1±2.4a 67.4±2.5c 55.7±1.3b 

Integridad acrosomal (%) 67.9±3.1a 84.8±3.2b 87.9±3.4b 85.9±1.1b 

Anormalidades (%) 28.5±3.7 25.4±5.6 26.5±3.2 24.9±3.5 

Concentración (x106/ml) 3051.0±190.2a 3099.8±189.9a 3520.0±248.1b 3490.2±201.2b 

a-c Diferentes superíndices en la misma fila indican diferencias significativas (p<0.001). (-): fotoperiodo 
negativo, (+): fotoperiodo positivo, Anormalidades (anormalidades cabeza: alargada, piriforme, amorfa, 
enana, acrosomas dañados, anormalidades de la pieza intermedia: angulada, engrosada, asimétrica, 
anormalidades de la cola: corto, angulado, enrollado, restos citoplasmáticos: gota citoplasmática proximal y 
distal, etc…) 
 

 De hecho, se observa que la viabilidad espermática y la integridad del acrosoma del 

semen procedente de animales de 14 meses fue significativamente inferior a las observadas 
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en el semen procedente de machos de 18 meses de edad o mayores, independientemente de 

la época del año en que se produjo la recogida del semen. También la capacidad de 

resistencia al shock hipoosmótico y la concentración espermática registradas fueron 

menores significativamente en semen de los individuos más jóvenes (14 meses), aunque no 

se diferenciaron de los valores observados en estos parámetros en eyaculados recolectados 

en primavera de sementales de 18 meses. Destacar que los espermatozoides procedentes de 

machos mayores a 18 meses, la capacidad de resistencia al shock hipoosmótico fue 

significativamente superior en aquellos que habían sido recolectados durante el fotoperiodo 

negativo a la edad de 26 meses. 

 

       Al comparar los resultados obtenidos tras el proceso de refrigeración (Tabla 1.2.), se 

observa la misma tendencia que en el caso del semen fresco, obteniéndose valores de 

viabilidad en los espermatozoides refrigerados procedentes de animales de 14 meses  

significativamente inferiores, independientemente de la presencia o no de antioxidantes en 

el medio de conservación, respecto a todos los obtenidos en el resto de edades y 

tratamientos. También la capacidad de resistencia al shock hipoosmótico fue menor 

significativamente en espermatozoides refrigerados procedente de los individuos más 

jóvenes (14 meses), sin observarse ningún efecto beneficioso de la adición del BHT, y sin 

diferenciarse de la resistencia observada en espermatozoides recolectados en primavera de 

sementales de 18 meses. No obstante, a esta misma edad (18 meses) y en época 

desfavorable, la adición del antioxidante si produjo un aumento del número de 

espermatozoides resistentes al shock hipoosmótico, sin llegar a presentar diferencias 

significativas con la capacidad de resistencia mostrada por espermatozoides procedentes de 

animales mayores, de 26 y 30 meses, recolectados en fotoperiodo negativo y positivo 

respectivamente, pero sin haber sido conservados en presencia del BHT. De hecho, este 

efecto beneficioso del antioxidante se repitió cuando los espermatozoides procedentes de 

animales de 26 meses y recolectados en época favorable fueron conservados con BHT, 

presentando valores marcadamente superiores al resto de edades y tratamientos estudiados. 

 

 Por lo que hace referencia al porcentaje de motilidad total y progresiva, la edad del 

donante no produjo un efecto en los valores observados en espermatozoides conservados en 
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ausencia de BHT en el medio, no apreciándose diferencias significativas entre ellos. En 

cambio, la adición del antioxidante volvió a producir un aumento en los valores de estos 

parámetros cinéticos respecto a los conservados sin BHT, como se observa especialmente 

en el caso de espermatozoides colectados en otoño de animales de 26 meses, los cuales 

tampoco difirieron de los obtenidos en espermatozoides colectados en primavera y a la 

edad 18 meses de los donantes, también en presencia de BHT.  

 

Tabla 1.2. Efecto de la edad del donante, fotoperiodo y presencia de antioxidante BHT en 

el medio sobre la viabilidad, resistencia osmótica (HOST) y parámetros cinéticos de los 

espermatozoides refrigerados de moruecos (media ± se, n=6). 

 sin antioxidante                                                                       con antioxidante 

Edad/época 14(-) 18(+) 26(-) 30(+) 14(-)BHT 18(+)BHT 26(-)BHT 

Viabilidad(%) 52.6±4.9a 72.2±1.5b 76.9±3.0bc 79.3±1.3bcd 56.2±0.7a 80.3±1.5cd 85.4±1.4d 

HOST (%) 25.7±0.5a 30.4±2.0a 49.4±3.1b 49.6±2.0b 28.5±0.9a 45.7±3.4b 61.2±3.4c 

MT (%) 78.4±1.4a 81.7±1.5ab 77.8±1.6a 81.7±1.1ab 83.1±2.1b 88.6±1.1c 89.3±1.6c 

MP (%) 40.6±2.3ab 39.6±0.9ab 41.5±0.9ab 33.8±3.6a 45.1±0.9b 47.1±1.7bc 53.8±3.3c 

VCL(µm/s) 102.1±3.2bc 74.3±1.8a 103.2±4.4bc 111.8±4.1cd 112.4±3.2cd 97.0±4.9b 117.4±4.6d 

VSL (µm/s) 40.0±1.9a 46.9±3.8a 63.1±2.6bc 67.3±4.5bc 46.3±3.5a 59.3±3.1b 70.1±1.9c 

VAP (µm/s) 51.1±2.3a 56.3±1.8a 83.9±4.2c 92.3±4.8c 68.8±1.8b 74.2±2.6b 87.5±1.6c 

LIN (%) 41.8±2.7a 57.6±3.3c 57.4±0.5c 59.4±2.4cd 48.9±1.4b 65.8±1.9d 62.1±1.6cd 

STR (%) 61.8±1.3a 70.8±0.9b 76.8±0.9c 71.4±1.6b 68.0±1.5b 81.8±1.3d 81.7±0.6d 

ALH(µm) 4.4±0.3c 3.1±0.2a 3.9±0.2b 3.3±0.1a 4.5±0.2c 2.9±0.1a 3.2±0.2a 

BCF (Hz) 7.2±0.2a 11.4±0.5c 11.4±0.5c 9.0±0.7b 7.6±0.7a 10.5±0.5c 10.5±0.4c 

a,dDiferentes letras representan diferencias significativas (P<0.001) entre tratamientos (14(-): 14 meses de edad en 
fotoperiodo negativo, 18(+): 18 meses de edad en fotoperiodo positivo, 26(-): 26 meses de edad en fotoperiodo negativo, 
30(+): 30 meses de edad en fotoperiodo positivo, 14(-)BHT: 14 meses de edad en fotoperiodo negativo y BHT en el 
medio, 18(+)BHT: 18 meses de edad en fotoperiodo positivo y BHT en el medio, 26(-)BHT: 26 meses de edad en 
fotoperiodo negativo y BHT en el medio). MT: motilidad total, MP: motilidad progresiva, VCL: velocidad curvilínea, 
VSL: velocidad rectilínea, VAP: velocidad media, LIN: índice de linealidad, STR: índice de rectitud, ALH: amplitud del 
desplazamiento lateral de la cabeza, BCF: frecuencia de batida. Numero de espermatozoides =15,350 
       

 En cuanto a la velocidad curvilínea (VCL), no se observa un claro efecto ni de la 

edad, ni de la época de año ni tampoco de la adición del antioxidante en el medio, 

observándose los valores más bajos en los espermatozoides refrigerados procedentes de 
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animales de 18 meses colectados en primavera y los superiores en los recolectados en otoño 

a partir de individuos de 26 meses de edad y conservados en presencia de BHT. Sin 

embargo, en cuanto a otros parámetros cinéticos como la velocidad rectilínea (VSL), la 

media (VAP), el índice de linealidad y de rectitud parece existir una cierta tendencia a 

aumentar a medida que aumenta la edad del donante sin un marcado efecto de la época del 

año cuando son conservados en ausencia de BHT. Asimismo, al añadir el antioxidante en el 

medio de conservación, esta tendencia del efecto de la edad se sigue manteniendo, 

incrementando de forma significativa los valores respecto a los obtenidos en ausencia del 

BHT. Por otro lado, la frecuencia de batido (BCF) no parece mostrar un patrón semejante 

tan evidente a lo anteriormente descrito, a pesar de que sí se observan los valores más bajos 

en los espermatozoides refrigerados procedente de los animales más jóvenes (14 meses) 

con o sin la adición del antioxidante, mientras que respecto a la amplitud del 

desplazamiento lateral de la cabeza (ALH), estos mismos espermatozoides presentaron los 

valores superiores en relación al resto de tratamientos. 
 

       Una tendencia similar a lo ocurrido tras la refrigeración, se pudo apreciar una vez 

analizadas las muestras descongeladas (Tabla 1.3.), aunque en este caso, observamos un 

incremento de la viabilidad espermática post-descongelación a medida que aumenta la edad 

de los donantes de semen, estabilizándose una vez los animales han alcanzado los 26 meses 

de edad. Incremento que, a su vez, fue mayor en el caso de adicionar BHT en el medio de 

criconservación. Respecto a la motilidad total y progresiva tras la descongelación no se 

observaron diferencias significativas debidas a la edad del donante, apreciándose sólo un 

incremento significativo cuando se adicionó BHT en el medio y una vez los donantes 

habían alcanzado los 18 meses de edad. 

 

       También en los parámetros descriptores de velocidad espermática parece apreciarse 

la tendencia a aumentarse los valores de VCL, VSL y VAP debido al incremento de la 

edad, incremento que se acentúa al adicionar antioxidante en el medio, siempre que los 

donantes de semen sean mayores a los 14 meses. De hecho, este incremento debido a la 

edad se hace todavía más evidente cuando observamos los valores de índice de linealidad y 

rectitud obtenidos, aunque no siempre existan diferencias significativas entre los 

espermatozoides de distintas edades, como sucede en el caso de los espermatozoides 
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conservados en presencia de BHT. Cabe destacar que en el parámetro de amplitud del 

desplazamiento lateral de cabeza no hay diferencias entre espermatozoides procedente de 

animales de distintas edades con o sin presencia del antioxidante en el medio, únicamente 

se observaron diferencias en aquellos procedentes de animales de 26 meses y recolectados 

en otoño que habían sido congelados en presencia de BHT con valores significativamente 

superiores a los obtenidos en aquellos procedentes de animales de su misma edad o 

menores pero en ausencia del antioxidante. Por otro lado, la frecuencia de batido (BCF) 

parece mostrar un patrón semejante a lo observado en los refrigerados con los valores más 

bajos en los espermatozoides descongelados procedentes de los animales más jóvenes (14 

meses) con o sin la adición del antioxidante.  

 

Tabla 1.3. Efecto de la edad del donante, fotoperiodo y presencia de antioxidante BHT en 

el medio sobre la viabilidad y los parámetros cinéticos de los espermatozoides 

criopreservados de moruecos (media ± se, n=6)     

 

sin antioxidante                                                                       con antioxidante 

Edad/época    14(-) 18(+) 26(-) 30(+) 14(-)BHT 18(+)BHT 26(-)BHT 

Viabilidad(%) 23.5±2.2a 30.4±0.9b 37.2±2.7cd 35.5±1.0c 26.8±0.8a 40.3±0.9d 46.2±0.6e 

MT (%) 31.8±1.5a 28.0±2.9a 34.5±4.9a 33.9±1.2a 36.5±2.0a 44.1±3.7b 45.7±1.1b 

MP (%) 18.2±1.0a 18.5±3.2a 21.3±0.9a 20.3±2.6a 23.1±1.7a 29.4±0.7b 29.0±0.7b 

VCL (µm/s) 61.6±3.9a 78.4±2.5cd 76.5±3.3bc 92.5±6.5e 67.8±2.3a 93.3±1.9e 87.2±1.2de 

VSL (µm/s) 26.6±3.6a 42.8±1.4cd 38.0±2.7bc 48.4±5.2d 32.7±3.3a 49.8±1.4d 41.7±2.7cd 

VAP (µm/s) 40.5±3.8a 55.6±2.0bc 48.0±1.8b 64.4±6.0cd 43.3±4.6a 66.8±0.5d 54.5±1.4bc 

LIN (%) 42.8±2.8a 49.3±2.2ab 47.6±2.3ab 51.8±2.8bc 50.7±2.9bc 57.6±0.7c 52.6±0.8bc 

STR (%) 64.7±3.6a 67.4±2.3ab 73.4±2.3bcd 72.9±2.4bc 69.2±2.4bc 77.6±0.8cd 80.3±1.0d 

ALH (µm) 3.0±0.2a 3.1±0.2a 3.0±0.1a 3.3±0.1ab 3.5±0.3ab 3.4±0.1ab 3.8±0.1b 

BCF (Hz) 5.1±0.6a 10.5±0.4d 10.6±0.5d 8.3±0.3c 7.0±0.1b 10.8±0.3d 10.0±0.7d 

a,dDiferentes letras representan diferencias significativas (P<0.001) entre tratamientos (14(-):  14 meses de edad en 
fotoperiodo negativo, 18(+): 18 meses de edad en fotoperiodo positivo, 26(-): 26 meses de edad en fotoperiodo negativo, 
30(+): 30 meses de edad en fotoperiodo positivo, 14(-)BHT: 14 meses de edad en fotoperiodo negativo y BHT en el 
medio, 18(+)BHT: 18 meses de edad en fotoperiodo positivo y BHT en el medio, 26(-)BHT: 26 meses de edad en 
fotoperiodo negativo y BHT en el medio). MT: motilidad total, MP: motilidad progresiva, VCL: velocidad curvilínea, 
VSL: velocidad rectilínea, VAP: velocidad media, LIN: índice de linealidad, STR: índice de rectitud, ALH: amplitud del 
desplazamiento lateral de la cabeza, BCF: frecuencia de batida. Numero de espermatozoides =5,485 
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       Al hacer la comparación de las medidas morfométricas obtenidas mediante el ISAS  

de los espermatozoides en fresco y  descongelados, en las diferentes muestras seminales, no 

se observó ningún efecto sobre la forma de la cabeza, pero sí sobre sus dimensiones (Tabla 

1.4.). Concretamente se observó que las dimensiones de la cabeza (ancho, área y perímetro) 

de los espermatozoides criopreservados procedentes de animales de 14 y 18 meses de edad,  

fueron significativamente inferiores a las obtenidas en el resto de muestras descongeladas 

obtenidas a partir de animales de 26 meses de edad y de los espermatozoides frescos de 

animales de las cuatro edades testadas, independientemente de la presencia o no del BHT. 

Algo similar pudo observarse en el caso de la longitud de la cabeza de los espermatozoides, 

a excepción de que se observó una superioridad significativa en este parámetro en los 

espermatozoides descongelados procedentes de individuos de 26 y 30 meses y los 

espermatozoides frescos de animales de las 4 edades, respecto a la longitud presentada por 

los espermatozoides descongelados procedentes de machos más jóvenes pero conservados 

en presencia del antioxidante. Destacar que no hubo ningún efecto de la edad de los 

donantes ni en la forma ni en las dimensiones de la cabeza de los espermatozoides frescos. 

 

    Por lo que hace referencia al efecto del antioxidante en las dimensiones de la cabeza 

de los espermatozoides descongelados en los tratamientos no se observaron diferencias 

significativas cuando se compara espermatozoides conservados con o sin antioxidante 

procedentes de animales de la misma edad, únicamente se observó un incremento 

significativo del ancho de la cabeza cuando comparamos espermatozoides de animales de 

26 meses que habían sido conservados con el antioxidante. 

 

      Respecto a los parámetros de forma de la cabeza de los espermatozoides, como se ha 

mencionado anteriormente, no se apreciaron diferencias entre frescos y descongelados ni 

entre los distintas edades testadas, siendo los valores medios de elipticidad de 1.8 ± 0.0, de 

elongación de 0.3 ± 0.0, de rugosidad de  0.8 ± 0.0 y de regularidad de 0.9 ± 0.0. 
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Tabla 1.4. Efecto de la edad del donante, fotoperiodo y presencia de antioxidante BHT en 

el medio sobre los parámetros morfométricos de dimensión de cabeza de espermatozoides 

frescos y criopreservados de moruecos (media ± es, n=6).  

Edad/época Longitud (µm) Ancho (µm) Área (µm2 ) Perímetro (µm) 

F14(-) 8.5±0.0b 5.0±0.0c 34.9±0.2b 23.9±0.1cd 

F18(+) 8.5±0.0b 5.0±0.0c 35.3±0.5b 24.1±0.2d 

F26(-) 8.5±0.0b 5.0±0.0c 35.0±0.2b 24.0±0.1d 

F30(+) 8.5±0.0b 5.1±0.0c 35.7±0.1b 24.2±0.1d 

14(-) 8.4±0.0ab 4.8±0.0a 33.7±0.2a 23.2±0.1ab 

18(+) 8.4±0.0ab 4.8±0.0a 33.4±0.2a 23.3±0.1ab 

26(-) 8.5±0.0b 4.9±0.0b 34.9±0.2b 23.7±0.1c 

30(+) 8.5±0.0b 5.0±0.0c 35.3±0.2b 23.7±0.1c 

14(-)BHT 8.3±0.0a 4.8±0.0a 33.0±0.2a 23.0±0.1a 

18(+)BHT 8.3±0.0a 4.8±0.0a 33.4±0.4a 23.0±0.1a 

26(-)BHT 8.5±0.0b 5.0±0.0c 35.0±0.2b 23.6±0.1bc 

a,d Diferentes letras en la misma columna representan diferencias significativas (P<0.001) entre tratamientos (F14(-): 
semen fresco de 14 meses de edad en fotoperiodo negativo, F18(+): semen freso de 18 meses de edad en fotoperiodo 
positivo, F26(-): semen fresco de 26 meses de edad en fotoperiodo negativo, F30(+): semen fresco de 30 meses de edad 
en fotoperiodo positivo, 14(-): 14 meses de edad en fotoperiodo negativo, 18(+): 18 meses de edad en fotoperiodo 
positivo, 26(-): 26 meses de edad en fotoperiodo negativo, 30(+): 30 meses de edad en fotoperiodo positivo, 14(-)BHT: 
14 meses de edad en fotoperiodo negativo y BHT en el medio, 18(+)BHT: 18 meses de edad en fotoperiodo positivo y 
BHT en el medio, 26(-)BHT: 26 meses de edad en fotoperiodo negativo y BHT en el medio).  

 

Experimento 2. Efecto de los implantes de melatonina, edad del donante y presencia 

de antioxidantes (butil hidroxitolueno vs melatonina) en el diluyente sobre la 

criopreservación del semen de morueco en primavera. 

 

   Tras el análisis inicial de la mezcla de eyaculados en cada uno de los grupos de 

machos de 18 ó 30 meses de edad con o sin implante de melatonina (Tabla 2.1.) no se 

apreciaron diferencias significativas en los parámetros de volumen de eyaculado, motilidad 

masal, viabilidad, integridad del acrosoma y anormalidades espermáticas ni por efecto de la 

edad ni por el hecho de habérseles aplicado o no implantes de melatonina. En cambio, la 

concentración espermática fue significativamente superior tanto en los animales de mayor 

edad, como a su vez en los grupos de animales con implante de melatonina. También la 
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integridad funcional de la membrana espermática o resistencia osmótica (HOST) fue 

significativamente superior en animales de mayor edad, apreciándose únicamente un efecto 

beneficioso de la aplicación de los implantes de melatonina en aquellos animales de mayor 

edad (30 meses). 

 

Tabla 2.1.  Parámetros de calidad del semen fresco de moruecos de 18 y 30 meses de edad, 

con o sin implantes de melatonina en primavera. 

     Edad del donante                                   18 meses                                    30 meses  

Implantes sin con sin con 

Volumen (ml) 0.9±0.1 1.1±0.1 1.2±0.2 1.2±0.2 

Motilidad masal 2.5±0.2 2.4±0.1 2.9±0.1 2.9±0.2 

Viabilidad (%) 88.7±1.3 90.6±0.9 89.3±1.6 92.3±3.0 

HOST (%) 47.1±2.4a 48.4±0.6a 55.7±1.3b 63.9±7.0c 

Integridad Acrosomal (%) 86.4±3.6 89.9±1.7 87.8±2.9 90.1±1.6 

Anormalidades (%) 25.4±5.6 23.5±4.9 24.9±3.2 22.8±4.9 

Concentración (x106/ml) 3099.8±189.9a 3391±205.3b 3490.2±201.2b 3825.9±189.2c 

a-c Diferentes superíndices en la misma fila indican diferencias significativas (p<0.05). Anormalidades 
(anormalidades cabeza: alargada, piriforme, amorfa, enana, acrosomas dañados, anormalidades de la pieza 
intermedia: angulada, engrosada, asimétrica, anormalidades de la cola: corto, angulado, enrollado, restos 
citoplasmáticos: gota citoplasmática proximal y distal, etc…) 

 

 Tras el análisis de las distintas suspensiones espermáticas refrigeradas se observó 

que la edad de los donantes tuvo un significativo efecto, ya que los valores inferiores de 

integridad física (viabilidad) y funcionalidad de sus membranas plasmáticas (HOST) se 

observaron en aquellos espermatozoides procedentes de animales de 18 meses sin 

antioxidante (Tabla 2.1.), independientemente de habérseles aplicado o no implantes de 

melatonina. De hecho, tampoco se observaron diferencias debidas a la aplicación o no de 

implantes en animales de 30 meses. En cambio, la adición de antioxidante, ya fuera BHT o 

melatonina, incrementó los valores de ambos parámetros en ambas edades, hasta eliminar 

las diferencias observadas debidas a la edad, no apreciándose diferencias entre los 

espermatozoides de animales de 18 meses conservados en BHT y lo observado en animales 

de 30 meses conservados sin la presencia de antioxidante.  
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Tabla 2.2. Efecto de la edad del donante, de la aplicación de implantes de melatonina y presencia de antioxidantes en el diluyente 

sobre la viabilidad, resistencia osmótica (HOST) y parámetros cinéticos de espermatozoides refrigerados de morueco (media ± se, 

n=6) 
 

Tratamientos 18m 18m(I) 18m+BHT 18m(I) +BHT 30m 30m(I) 30m+M 30m(I)+M 

Viabilidad (%) 72.2±1.5a 70.5±0.7a 80.3±1.5bc 79.2±0.9bc 79.3±1.3bc 77.5±3.1b 82.2±2.0c 83.4±2.0c 

HOST (%) 30.4±2.0a 32.6±3.6a 45.7±3.4cd 42.9±5.6bc 49.6±2.0cd 45.1±3.0cd 56.4±4.2d 52.3±4.1cd 

MT (%) 81.7±1.5a 80.0±3.4a 88.6±1.1b 88.8±1.2b 81.7±1.1a 82.1±2.3a 82.9±1.8ab 83.3±2.7ab 

MP (%) 39.6±0.9ab 40.7±2.3ab 47.1±1.7b 46.4±2.4b 33.8±3.6a 32.7±2.1a 35.2±2.1a 37.3±4.2a 

VCL(µm/s) 74.3±1.8a 77.5±6.5a 97.0±4.9b 93.8±1.1b 111.8±4.1c 114.8±3.2c 115.9±3.3c 132.1±4.9c 

VSL(µm/s) 46.9±3.8a 46.6±3.9a 59.3±3.1b 61.1±4.3bc 67.3±4.5bcd 66.1±1.5bcd 71.1±2.2cd 75.2±3.6d 

VAP (µm/s) 56.3±1.8a 58.1±4.8a 74.2±2.6b 77.1±4.1b 92.3±4.8c 91.6±2.1c 97.4±2.1c 100.5±4.7c 

LIN (%) 57.6±3.3a 61.5±4.4abc 65.8±1.9bc 67.5±2.3c 59.4±2.4ab 57.7±1.1a 60.7±0.9abc 60.5±1.2abc 

STR (%) 70.8±0.9a 73.8±2.1a 81.8±1.3b 84.3±2.6b 71.4±1.6a 70.8±1.1a 72.1±1.4a 73.1±1.3a 

ALH(µm) 3.1±0.2 3.6±0.2 3.0±0.1 3.7±0.2 3.3±0.1 3.6±0.2 3.4±0.1 3.7±0.2 

BCF (Hz) 11.4±0.5a 10.2±1.3a 10.5±0.5a 10.0±0.6a 7.8±0.2b 7.7±0.4b 7.5±0.3b 7.8±0.3b 

a,dDiferentes letras representan diferencias significativas (P<0.001) entre tratamientos (18m: 18 meses de edad, 18m(I): 18 meses de edad con Implante, 18m+BHT: 18 meses 
y BHT en el diluyente, 18m(I)BHT: 18 meses de edad con Implante y BHT en el diluyente, 30m: 30 meses de edad, 30m(I): 30 meses de edad con implante, 30m+M: 30 
meses de edad y melatonina en el diluyente, 30m(I)+M: 30 meses de edad con implante y melatonina en el diluyente). MT: motilidad total, MP: motilidad progresiva, VCL: 
velocidad curvilínea, VSL: velocidad rectilínea, VAP: velocidad media, LIN: índice de linealidad, STR: índice de rectitud, ALH: amplitud del desplazamiento lateral de la 
cabeza, BCF: frecuencia de batida. Numero de espermatozoides =12,689 

178 

 



 Respecto a la motilidad total y progresiva espermática no se observaron diferencias 

entre las distintas edades de los machos, ni tampoco al hecho de llevar implantado o no 

melatonina. Sin embargo, la adición de BHT en la conservación de espermatozoides 

procedentes de donantes de 18 meses supuso un incremento significativo en la motilidad 

total observada respecto a lo observado en aquellos procedentes de individuos de la misma 

edad o mayores, pero conservados en su ausencia. Respecto a la motilidad progresiva 

parece existir esta misma tendencia, es decir, la presencia de BHT en los medios de 

conservación de espermatozoides de individuos de 18 meses incrementó la progresividad 

de su motilidad, aunque sin llegar a diferenciarse de la de los espermatozoides procedentes 

de machos de la misma edad, pero sin BHT en el medio, y sí haciéndolo de la motilidad 

progresiva observada en espermatozoides de animales mayores (30 meses), a pesar de 

haber sido conservados en presencia de melatonina como antioxidante. 

 

 En cuanto a los parámetros de velocidad, la adición del BHT en el medio produjo un 

incremento significativo de los valores más bajos observados en los espermatozoides 

conservados en animales de menor edad (18 meses con y sin implante de melatonina) sin la 

adición de BHT. Además también la edad de los donantes supuso un aumento en estos 3 

parámetros, diferenciándose de todos los valores observados en los individuos más jóvenes 

independientemente de la aplicación o no de implantes de melatonina, salvo alguna 

excepción en el caso de VSL. Destacar que en el caso de los espermatozoides procedente de 

donantes de 30 meses, la adición de melatonina en el medio no supuso ningún incremento 

de los valores observados, así como tampoco en los índices de linealidad y rectitud, donde 

la tendencia fue la de mostrar valores significativamente superiores en los espermatozoides 

que habían sido conservados en BHT. Donde sí existió un marcado efecto de la edad del 

donante fue en el parámetro de frecuencia de batido (BCF), siendo menor en 

espermatozoides procedentes de animales de 30 meses, independientemente de la 

aplicación de melatonina o de la suplementación con antioxidante en el medio de 

conservación.  
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Tabla 2.3. Efecto de la edad del donante, de la aplicación de implantes de melatonina y presencia de antioxidantes en 

el diluyente sobre los parámetros cinéticos de espermatozoides criopreservados de moruecos (media ± se, n=6) 

Tratamientos 18m 18m(I) 18m+BHT 18m(I)+BHT 30m 30m(I) 30m+M 30m(I)+M 

MT (%) 28.0±2.9a 30.6±0.5a 44.1±3.7b 42.9±1.4b 39.9±1.2b 40.0±3.1b 42.5±5.2b 41.9±5.5b 

MP (%) 18.5±3.2a 18.6±1.7a 29.4±0.7b 28.0±2.1b 20.3±2.6a 15.7±0.9a 19.6±1.5a 21.1±3.1a 

VCL(µm/s) 78.4±2.5a 81.8±2.9a 93.9±1.9b 97.3±4.0b 92.5±6.5ab 82.1±6.8ab 92.8±6.9ab 91.9±5.1ab 

VSL(µm/s) 42.8±1.4 43.5±1.3 49.8±1.4 49.9±1.9 48.4±5.2 48.1±4.5 48.6±6.5 52.3±5.4 

VAP(µm/s) 55.6±2.0 56.8±2.3 66.8±0.5 64.7±2.6 64.4±6.0 62.7±6.1 66.8±6.8 69.8±6.3 

LIN (%) 49.3±2.2a 51.3±0.9a 57.6±0.7b 56.5±0.8b 52.8±2.8ab 53.1±2.8ab 53.4±2.6ab 54.3±2.5ab 

STR (%) 67.4±2.3a 68.6±2.3a 77.6±0.8b 76.7±0.5b 72.9±2.4ab 70.2±1.9a 72.5±2.1ab 71.6±2.0ab 

ALH(µm) 3.5±0.2a 3.3±0.2a 3.6±0.1a 3.4±0.1a 2.7±0.1b 2.0±0.2b 2.9±0.2b 2.5±0.1b 

BCF(Hz) 10.5±0.4a 10.7±0.5a 10.8±0.3a 10.8±0.4a 8.3±0.3b 7.8±0.7b 7.9±0.3b 8.0±0.2b 

a,dDiferentes letras en la misma fila representan diferencias significativas (P<0.001) entre tratamientos (18m: 18 meses de edad, 18m(I): 18 meses de edad con 
Implante, 18m+BHT: 18 meses y BHT en el diluyente, 18m(I)BHT: 18 meses de edad con Implante y BHT en el diluyente, 30m: 30 meses de edad, 30m(I): 30 
meses de edad con implante, 30m+M: 30 meses de edad y melatonina en el diluyente, 30m(I)+M: 30 meses de edad con implante y melatonina en el diluyente). 
MT: motilidad total, MP: motilidad progresiva, VCL: velocidad curvilínea, VSL: velocidad rectilínea, VAP: velocidad media, LIN: índice de linealidad, STR: 
índice de rectitud, ALH: amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza, BCF: frecuencia de batida. Numero de espermatozoides =7,895 
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       De hecho, en cuanto al efecto del implante de melatonina, no se observa ningún 

efecto significativo en ninguno de los parámetros analizados de los espermatozoides 

refrigerados en animales de las dos edades. 

  

 Una vez analizado los distintos parámetros cinéticos de los espermatozoides 

descongelados (Tabla 2.3.), se observó que ninguno de estos parámetros se vio afectado por 

la aplicación de implantes subcutáneos de melatonina, independientemente de la edad o 

tratamiento de conservación. En cambio, la adición del antioxidante BHT en 

espermatozoides de animales de 18 meses incrementó los valores de motilidad total y 

progresiva, velocidad curvilínea e índice de linealidad y rectitud respecto a los 

espermatozoides procedentes de animales de la misma edad pero sin haber sido 

conservados con BHT en el medio, aunque sin observarse diferencias con los valores 

obtenidos en espermatozoides procedentes de animales de 30 meses. Únicamente la 

motilidad progresiva fue superior significativamente cuando los espermatozoides fueron 

conservados en presencia de BHT en el diluyente, parámetro que no se vio afectado por la 

edad de los donantes ni por la adición de melatonina en el medio como antioxidante. 

Tampoco la velocidad rectilínea ni la media se vieron afectadas por ningún de los factores a 

estudio, ya que no se presentaron diferencias significativas entre los distintos tratamientos y 

edades. Por el contrario si se observó un significativo descenso de la ALH y BCF en los 

espermatozoides de individuos de 30 meses respecto a los de los más jóvenes, 

independientemente de haber sido conservados con o sin antioxidante. 

 

 El análisis de los distintos parámetros obtenidos mediante citometría de flujo en las 

distintas suspensiones espermáticas sometidas a estudio (Tabla 2.4.) parece indicar que la 

adición del antioxidante BHT en espermatozoides de animales de 18 meses incrementó los 

valores de viabilidad respecto a los valores observados en espermatozoides criopreservados 

en su ausencia, independientemente de la edad de los donantes y de haber sido conservados 

o no con melatonina. No obstante, los espermatozoides procedentes de machos de 30 meses 

presentaron valores de viabilidad superiores a la de los más jóvenes conservados sin BHT, 

aunque esta superioridad debida a la edad desapareció cuando se analizó únicamente el 

porcentaje de células viables con acrosoma intacto y con actividad mitocondrial, difiriendo 
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de forma significativa y positiva aquellos espermatozoides conservados en BHT, 

independientemente si el donante había sido implantado con melatonina o no. De hecho, se 

puede observar que tanto el porcentaje de vivos con acrosoma dañado (“criocapacitados”) 

como el de espermatozoides viables con baja actividad mitocondrial y acrosoma intacto 

fueron significativamente mayores en los espermatozoides de animales de 30 meses, sin 

afectar el tratamiento utilizado. Por otra parte, la integridad acrosomal fue también 

significativamente superior en aquellos espermatozoides conservados en BHT que en el 

resto de tratamientos. De hecho, la adicción de melatonina como antioxidante en los medios 

de criopreservación no mejoró ningún parámetro de calidad espermática evaluada, así como 

tampoco el implante de melatonina en los machos. 

 

Tabla 2.4. Efecto de la edad del donante, de la aplicación de implantes de melatonina y 

presencia de antioxidantes en el diluyente sobre la viabilidad, actividad mitocondrial y 

estado del acrosoma de los espermatozoides criopreservados de moruecos (media ± se, 

n=6) 

Tratamient. Viabilidad VAI VAD VSI VSD 
Integridad 

Acrosomal 

Criocapacita

dos 

18m 30.4±0.9a 27.7±1.1a 1.3±0.7ab 1.4±0.4a 0.0±0.0a 49.3±1.5bc 1.3±0.4ab 

18m(I) 29.1±0.5a 25.3±1.9a 1.7±0.8ab 1.9±0.8a 0.2±0.1a 48.0±2.1bc 1.9±0.5ab 

18m+BHT 40.3±0.9c 39.0±1.0b 0.3±0.1a 1.0±0.3a 0.0±0.0a 63.5±3.0a 0.3±0.1a 

18m(I)+BHT 38.2±0.5c 36.8±0.3b 0.2±0.0a 1.1±0.3a 0.1±0.1a 61.5±2.1a 0.3±0.1a 

30m 35.5±1.0b 27.6±1.6a 2.7±0.5b 4.6±0.9b 0.7±0.1b 51.2±2.1bc 3.4±0.3b 

30m(I) 33.9±1.4b 25.9±1.6a 2.7±0.4b 4.5±0.8b 0.8±0.4b 49.3±2.7bc 3.5±0.6b 

30m+M 33.1±1.3b 25.7±1.9a 2.4±0.5b 4.2±0.7b 0.8±0.3b 44.9±2.1c 3.2±0.4b 

30m(I)+M 35.0±1.0b 27.4±1.0a 2.4±0.5b 4.7±0.4b 0.5±0.1b 50.4±2.2bc 2.8±0.3b 

a,dDiferentes letras en la misma columna representan diferencias significativas (P<0.001) entre tratamientos (18m: 18 
meses de edad, 18m(I): 18 meses de edad con Implante, 18m+BHT: 18 meses y BHT en el diluyente, 18m(I)BHT: 18 
meses de edad con Implante y BHT en el diluyente, 30m: 30 meses de edad, 30m(I): 30 meses de edad con implante, 
30m+M: 30 meses de edad y melatonina en el diluyente, 30m(I)+M: 30 meses de edad con implante y melatonina en el 
diluyente) VAI: vivos con actividad mitocondrial y acrosoma intacta, VAD: vivos con actividad mitocondrial y con 
acrosoma dañado, VSI: vivos sin actividad mitocondrial y acrosoma intacto, VSD: vivos sin actividad mitocondrial y con 
acrosoma dañado, Integridad Acrosomica: vivos y muertos con  integridad acrosomal, Criocapacitados: vivos con 
acrosoma dañado.   
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 Respecto a la capacidad de resistencia osmótica tras la descongelación (Tabla 2.5.), 

se aprecian de nuevo valores inferiores en la funcionalidad de las membranas plasmáticas 

de los espermatozoides congelados en ausencia de BHT y procedentes de machos de menor 

edad. Por otra parte, la integridad acrosomal fue también significativamente superior en 

aquellos espermatozoides conservados en BHT. Sin embargo, al someter los 

espermatozoides descongelados al shock osmótico, se observa un ligero efecto significativo 

de la presencia de melatonina en el medio cuando se congelan espermatozoides de animales 

de 30 meses, incrementando el porcentaje de espermatozoides viables con actividad 

mitocondrial y acrosoma intacto respecto a los conservados en ausencia de antioxidante, 

BHT o melatonina, e independientemente de la edad del semental. Destacar que aquellos 

espermatozoides conservados en BHT de animales de 18 meses presentaron la incidencia 

más baja de espermatozoides viables con baja actividad mitocondrial o acrosoma dañado.  

 

Tabla 2.5. Efecto de la edad del donante, de la aplicación de implantes de melatonina y 

presencia de antioxidantes en el diluyente sobre la resistencia osmótica tras el HOST de los 

espermatozoides criopreservados de moruecos (media ± se, n=6) 

Tratamientos Viabilidad VAI VAD VSI VSD    
Integridad 

Acrosomal 

criocapacit

ados 

18m 27.4±1.1a 17.5±1.7a 5.8±0.8bc 3.6±1.3b 0.5±0.3 38.3±3.4a 6.3±0.6bc 

18m(I) 25.3±0.8a 15.2±1.0a 5.5±0.5bc 4.2±0.7b 0.5±0.2 32.8±4.8a 6.0±0.4bc 

18m+BHT 37.7±1.0c 34.2±1.7c 1.5±0.3a 1.7±0.3a 0.3±0.2 51.7±2.9b 1.8±0.3a 

18m(I)+BHT 36.6±0.8c 33.0±1.4c 1.8±0.5a 1.5±0.3a 0.3±0.1 53.8±3.2b 2.1±0.3a 

30m 30.9±1.3b 17.0±1.6a 7.0±1.4bc 6.3±1.1c 0.5±0.1 39.7±5.0a 7.5±0.8bc 

30m(I) 31.8±1.4b 15.1±1.7a 8.5±1.9c 7.9±0.2c 0.3±0.1 38.7±1.2a 8.8±1.0c 

30m+M 32.6±0.9b 23.0±1.2b 5.2±0.5b 3.7±0.3b 0.7±0.2 39.0±2.4a 5.9±0.4b 

30m(I)+M 32.5±1.6b 23.2±1.6b 5.1±0.9b 3.6±0.3b 0.6±0.2 41.0±1.3a 5.7±0.6b 

a,d Diferentes letras en la misma columna representan diferencias significativas (P<0.001) entre tratamientos (18m: 18 
meses de edad, 18m(I): 18 meses de edad con Implante, 18m+BHT: 18 meses y BHT en el diluyente, 18m(I)BHT: 18 
meses de edad con Implante y BHT en el diluyente, 30m: 30 meses de edad, 30m(I): 30 meses de edad con implante, 
30m+M: 30 meses de edad y melatonina en el diluyente, 30m(I)+M: 30 meses de edad con implante y melatonina en el 
diluyente). VAI: vivos con actividad mitocondrial y acrosoma intacta, VAD: vivos con actividad mitocondrial y con 
acrosoma dañado, VSI: vivos sin actividad mitocondrial y acrosoma intacto, VSD: vivos sin actividad mitocondrial y con 
acrosoma dañado, Integridad Acrosomal: vivos y muertos con  integridad acrosomal, Criocapacitados: vivos con 
acrosoma dañado.     
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 Los morfometría de la cabeza entre espermatozoides frescos y descongelados fue 

similar en la forma, pero no, en sus dimensiones (Tabla 2.6.). De hecho, no se observaron 

diferencias significativas en las dimensiones de la cabeza de los espermatozoides frescos 

debidas a la edad o de la aplicación de los implantes, aunque sí entre las dimensiones de los 

espermatozoides frescos (18 y 30 meses) con los descongelados procedentes de los 

animales más jóvenes, independientemente de estar conservados o no con BHT. En cambio, 

los espermatozoides descongelados de los animales de mayor edad (con o sin implante de 

melatonina) y en ausencia de antioxidante (melatonina) en el medio de congelación no 

difirieron de las dimensiones de los frescos en ninguno de los parámetros excepto el 

perímetro, mientras que el resto de tratamientos no presentaron diferencias entre ellos.  

 

Tabla 2.6. Efecto de la edad, implante de melatonina y antioxidantes en la morfometría de 

la cabeza de espermatozoides frescos y criopreservados de moruecos (media ± es).  

Tratamientos Longitud (µm) Ancho (µm) Área (µm2) Perímetro (µm) 

F18m 8.5±0.0b 5.0±0.0b 35.3±0.5b 24.1±0.2c 

F18m(I) 8.5±0.0b 5.0±0.0b 35.4±0.5b 24.1±0.1c 

F30m 8.5±0.0b 5.0±0.0b 35.7±0.3b 24.2±0.1c 

F30m(I) 8.5±0.0b 5.1±0.0b 35.5±0.2b 24.1±0.2c 

18m 8.4±0.0a 4.8±0.0a 33.4±0.2a 23.1±0.1a 

18m(I) 8.3±0.1a 4.8±0.1a 33.8±0.7a 23.0±0.1a 

18m+BHT 8.3±0.0a 4.8±0.0a 33.4±0.4a 23.0±0.1a 

18m(I)+BHT 8.2±0.0a 4.8±0.0a 32.6±0.3a 23.0±0.1a 

30m 8.5±0.0b 5.0±0.0b 35.3±0.2b 23.7±0.1b 

30m(I) 8.5±0.0b 5.0±0.0b 35.4±0.3b 23.7±0.1b 

30m+M 8.3±0.0a 4.8±0.0a 32.8±0.2a 22.8±0.1a 

30m(I)+M 8.4±0.0a 4.8±0.0a 33.3±0.4a 23.0±0.1a 

a,dDiferentes letras en la misma columna representan diferencias significativas (P<0.001) entre tratamientos (F18m: 
semen fresco de 18 meses de edad, F18m(I): semen fresco de 18 meses de edad con implante, F30m: semen fresco de 30 
meses de edad, F30m(I): semen fresco de 30 meses de edad con implante, 18m: 18 meses de edad, 18m(I): 18 meses de 
edad con Implante, 18m+BHT: 18 meses y BHT en el diluyente, 18m(I)BHT: 18 meses de edad con Implante y BHT en 
el diluyente, 30m: 30 meses de edad, 30m(I): 30 meses de edad con implante, 30m+M: 30 meses de edad y melatonina en 
el diluyente, 30m(I)+M: 30 meses de edad con implante y melatonina en el diluyente). 
 

184 

 



 Respecto a los parámetros de forma de la cabeza de los espermatozoides, como se 

ha mencionado anteriormente, no se apreciaron diferencias entre frescos y descongelados 

entre las dos edades testadas en los distintos tratamientos, siendo los valores medios de 

elipticidad de 1.8 ± 0.0, de elongación de 0.3 ± 0.0, de rugosidad de  0.8 ± 0.0 y de 

regularidad de 0.9 ± 0.0. 

 

Experimento 3. Efecto del individuo en la criopreservación del semen de moruecos  

 

 Teniendo en cuenta el reducido número de individuos (4) en cada una de las razas, 

el análisis inicial del semen fresco de los moruecos utilizados en las distintas experiencias 

que componen el presente trabajo indicó los siguientes valores medios ± error standard para 

la raza Xisqueta y Aranesa, respectivamente, de volumen de eyaculado de 1.2 ± 0.1 vs 1.3 ± 

0.1 mL, motilidad masal 2.8 ± 0.6 vs 2.7 ± 0.5, anormalidades espermáticas de 21.6 ± 4.3 vs 

30.3 ± 7.7 %, viabilidad estimada por E/N de 81.9 ± 2.9 vs 78.6 ± 5.1 %, integridad del 

acrosoma de 83.6 ± 4.3 vs 85.6 ± 6.4 %, integridad funcional de sus membranas tras la 

prueba de HOST de 60.5 ± 6.5 vs 67.8 ± 5.6 % y una concentración espermática de 3341.9 

± 306.7 vs 3627.8 ± 287.1 millones de espermatozoides/mL, sin observar diferencias 

significativas en los diferentes parámetros evaluados entre las dos razas. 

 

 En cuanto al factor individuo sobre la calidad del semen fresco, independientemente 

de la raza a la que pertenezca, no se observaron diferencias significativas en los valores de 

motilidad masal, viabilidad, integridad acrosomal e integridad funcional de sus membranas 

tras la prueba de HOST entre machos (Tabla 3.1.). Asimismo, al comparar los valores de 

volumen del eyaculado, solamente los machos 71 y 81 proporcionaron eyaculados de 

volumen significativamente superior al resto de machos. Igualmente los porcentajes de 

anormalidades de los espermatozoides del macho 71 fueron inferiores a los machos 76 y 

81, sin diferenciarse de los valores presentados por el resto de machos. En lo que respecta a 

la concentración espermática, se observan tres categorías, los valores más bajos en el semen 

de los machos 76 y 80, los intermedios en el resto de machos, mientras que el superior se 

observó en el macho 81. 
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Tabla 3.1.  Características seminales del semen fresco de los moruecos utilizados en los 
distintos experimentos que conforman esta tesis (media ± es.) 
 

Machos Volumen 
(ml) 

Motilidad 
masal 

Concentración 
(n x 106/ml) 

Viabilidad 
(%) 

Integridad 
Acrosomal 

(%) 

Formas 
Anormales 

(%) 

HOST 
(%) 

70 (X) 1.2±0.2a 3.0±0.7 3552.5±208.3b 87.3±2.5 90.7±2.6 13.6±3.9ab 66.9±4.2 

71 (X) 1.7±0.1b 2.7±0.6 3497.8±281.6bc 85.6±1.9 82.5±2.4 11.8±2.8a 51.3±10.1 

74 (X) 0.9±0.1a 2.5±0.5 3239.8±380.1cd 80.3±3.5 88.5±1.8 18.8±2.3ab 71.2±2.3 

76 (X) 0.9±0.1a 2.8±0.5 3077.5±356.6d 74.2±3.6 72.8±10.2 43.2±9.8b 52.4±9.4 

78 (A) 0.9±0.1a 3.0±0.5 3685.3±209.5ab 78.8±4.8 85.3±11.2 18.2±4.9ab 68.4±6.5 

79 (A) 1.0±0.1a 3.0±0.4 3745.8±324.5ab 78.8±5.0 87.5±4.3 32.1±9.1ab 64.9±6.5 

80 (A) 1.1±0.1a 2.3±0.3 3113.5±345.9d 81.0±4.1 86.7±4.2 26.7±6.1ab 69.7±5.7 

81 (A) 2.0±0.1b 2.6±0.6 3966.5±268.5a 75.6±6.3 83.0±5.8 44.3±10.5b 68.3±3.8 
a-b Distinto superíndice dentro de una misma columna indica diferencias (p<0.05). Formas Anormales (anormalidades en 
cabeza, acrosomas, pieza intermedia y cola, gotas citoplasmáticas, etc…). (X): raza Xisqueta; (A): de raza Aranesa. 
 
 
 Tras la refrigeración,  no se observaron diferencias significativas entre individuos en 

la viabilidad, resistencia osmótica (HOST) y parámetros cinéticos, excepto la superior 

linealidad de los espermatozoides de los machos 70 y 74 (Tabla 3.2.). 

  

Tabla 3.2. Efecto del macho sobre la calidad seminal tras la refrigeración (media ± se, n=6)   

Individuos 70 71 74 76 78 79 80 81 

Viabilidad 83.3±1.3 76.9±1.2 78.6±2.6 74.6±3.8 71.6±4.5 75.8±3.4 83.3±1.3 70.4±6.2 

HOST (%) 57.3±1.3 50.9±1.2 52.6±2.6 48.6±3.8 45.6±4.5 49.8±3.4 57.3±1.3 44.4±6.2 

MT (%) 77.0±5.8 69.6±2.3 67.3±6.3 54.7±3.1 64.6±4.1 61.8±5.3 73.1±6.2 59.9±5.9 

MP (%) 35.8±3.2 28.4±3.2 33.2±2.1 30.4±1.2 33.2±2.3 31.1±3.5 39.6±5.4 30.6±2.0 

VCL(µm/s) 106.5±3.9 102.8±4.5 96.5±2.7 91.6±3.9 106.6±6.2 85.7±5.6 99.9±5.1 103.4±5.9 

VSL(µm/s) 60.5±2.2 55.9±4.4 56.9±3.8 56.5±4.1 54.4±3.8 47.3±3.9 53.5±7.1 59.4±3.7 

VAP(µm/s) 82.1±3.5 78.8±4.1 75.8±4.3 73.4±4.7 73.6±4.3 62.8±5.4 72.9±6.5 79.9±5.4 

LIN (%) 72.9±5.2a 53.6±2.5b 74.5±3.2a 58.6±2.5b 50.6±2.6b 53.8±2.7b 53.6±5.1b 55.9±1.6b 

STR (%) 69.9±5.1 69.5±1.9 73.7±2.1 73.0±1.7 72.1±2.7 72.4±2.4 71.7±3.7 72.2±0.5 

ALH(µm) 3.5±0.1 3.4±0.2 3.0±0.2 2.9±0.2 3.7±0.2 2.9±0.2 3.4±0.1 3.4±0.2 

BCF (Hz) 9.4±0.5 9.3±0.6 9.5±0.8 8.0±0.3 10.6±0.7 9.1±0.6 10.3±0.9 8.8±0.7 
 a,d Diferentes letras en la misma fila representan diferencias significativas (P<0.001) entre moruecos. MT: motilidad total, 
MP: motilidad progresiva, VCL: velocidad curvilínea, VSL: velocidad rectilínea, VAP: velocidad media, LIN: índice de 
linealidad, STR: índice de rectitud, ALH: amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza, BCF: frecuencia de batida. 
Numero de espermatozoides = 5,626 
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 Sin embargo, contrariamente a lo observado tras la refrigeración, al comparar los 

valores de los distintos parámetros cinéticos analizados mediante el sistema ISAS tras la 

congelación-descongelación de los espermatozoides de los distintos machos sometidos a 

estudio (Tabla 3.3.), sí se observaron diferencias significativas entre individuos en la 

mayoría de los parámetros, a excepción del ALH y BFC donde no se apreció ningún efecto 

debido al individuo. Así, se encontraron machos (76 y 81), cuyos espermatozoides 

descongelados presentaron, generalmente, los valores más bajos en todos los parámetros 

cinéticos, mientras que otros machos (70, 74 y 78) presentaron los valores superiores, 

quedando un tercer grupo de machos (71, 79 y 80) que presentaron valores intermedios. 

 

 Tabla 3.3. Efecto del individuo sobre los parámetros cinéticos de espermatozoides ovinos  

congelados-descongelados (media ± se, n=6). 

Individuos 70 71 74 76 78 79 80 81 

MT (%) 47.6±5.6a 37.3±1.3b 48.5±1.5a 25.0±2.5c 49.2±0.8a 43.7±5.7ab 38.4±1.5b 27.6±3.4c 

MP (%) 27.7±0.5a 19.6±1.0b 29.1±0.8a 15.2±0.7c 28.7±1.2a 20.3±0.6b 21.3±0.8b 16.8±0.6c 

VCL(µm/s) 98.9±1.9a 90.2±6.2ab 94.5±8.3ab 78.4±9.8b 94.1±3.7ab 91.5±8.7ab 91.5±3.9ab 81.0±5.6ab 

VSL (µm/s) 57.7±5.6a 49.0±2.2ab 57.1±4.8a 36.7±5.6b 58.3±4.3a 44.2±4.8b 39.8±3.1b 38.5±2.2b 

VAP (µm/s) 69.8±6.7a 62.4±1.5ab 70.4±6.1a 49.9±3.1c 72.1±2.8a 61.6±6.0bc 53.9±3.3bc 48.1±2.3c 

LIN (%) 60.9±2.2a 48.4±2.4b 61.6±1.1a 45.8±2.8b 62.4±1.0a 48.4±1.3b 49.1±2.1b 49.4±3.3b 

STR (%) 79.9±1.6a 69.7±2.4b 80.9±0.7a 69.9±2.0b 81.1±2.1a 69.7±3.1b 69.2±1.8b 67.3±3.1b 

ALH (µm) 3.6±0.2 3.7±0.2 3.3±0.2 3.3±0.3 3.6±0.1 3.1±0.3 3.2±0.3 3.7±0.2 

BCF (Hz) 7.8±0.6 8.2±0.2 9.1±0.7 9.1±0.7 7.9±0.7 8.1±0.8 8.0±0.7 7.0±0.3 
a,d Diferentes letras en la misma fila representan diferencias significativas (P<0.001) entre moruecos. MT: motilidad total, 
MP: motilidad progresiva, VCL: velocidad curvilínea, VSL: velocidad rectilínea, VAP: velocidad media, LIN: índice de 
linealidad, STR: índice de rectitud, ALH: amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza, BCF: frecuencia de batida. 
Numero de espermatozoides = 2,816 
 

 El análisis de los parámetros obtenidos mediante citometría de flujo (Tabla 3.4.) nos  

confirmó lo que el análisis de motilidad por ISAS parecía indicar en el sentido de observar 

3 grupos de sementales: buenos, regulares y malos congeladores, en esta ocasión, en 

función de los porcentajes de viabilidad, actividad mitocondrial e integridad del acrosoma 

tras la descongelación. De nuevo, los machos 76 y 81(malos congeladores) presentaron los 

valores más bajos, los superiores se observaron en los espermatozoides criopreservados de 
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los machos 70, 74 y 78, (buenos congeladores), mientras que el resto presentaron valores 

medios (regulares congeladores), con diferencias significativas más marcadas en estas tres 

categorías o grupos. Respecto al porcentaje de espermatozoides vivos con actividad 

mitocondrial y acrosomas dañados (posible “criocapacitación”), los valores presentados por 

los espermatozoides del macho 76 fueron significativamente superiores al resto de machos. 

Asimismo, este mismo macho (76), junto con el macho 78, presentaron porcentajes 

significativamente superiores de espermatozoides vivos con acrosoma intacto pero baja 

actividad mitocondrial, a excepción del macho 71 que no se diferenció significativamente. 

 

Tabla.3.4. Efecto del individuo en la viabilidad espermática, integridad acrosomal y 

actividad mitocondrial en espermatozoides descongelados de moruecos (media ± se, n=6). 

Individuo Viabilidad VAI VAD VSI VSD Integridad 
Acrosomal 

70 42.5±0.9a 41.5±0.8a 0.4±0.1a 0.6±0.1a 0.0±0.0 71.6±2.1a 

71 32.9±0.4b 31.7±0.5b 0.4±0.2a 0.8±0.3ab 0.0±0.0 59.3±1.8b 

74 43.2±1.3a 42.1±1.3a 0.6±0.1a 0.6±0.1a 0.0±0.0 73.8±2.3a 

76 27.7±0.7c 24.4±0.6c 1.6±0.1b 1.6±0.2b 0.0±0.0 51.2±1.5c 

78 43.0±0.9a 40.4±0.9a 0.8±0.2a 1.4±0.4b 0.0±0.0 70.1±2.6a 

79 31.7±1.3b 30.4±1.2b 0.5±0.1a 0.7±0.2a 0.0±0.0 59.1±1.6b 

80 33.7±1.0b 32.5±1.1b 0.5±0.1a 0.7±0.2a 0.0±0.0 62.7±2.1b 

81 28.0±0.7c 27.1±0.9c 0.3±0.1a 0.6±0.2a 0.0±0.0 49.4±2.2c 

a,dDiferentes letras representan diferencias significativas (P<0.001) entre moruecos. VAI: vivos con actividad 
mitocondrial y acrosoma intacta, VAD: vivos con actividad mitocondrial y con acrosoma dañado, VSI: vivos sin actividad 
mitocondrial y acrosoma intacta, VSD: vivos sin actividad mitocondrial y con acrosoma dañado, Integridad Acrosomal: 
vivos y muertos con integridad acrosomal. 
 
       Del mismo modo, en la capacidad de resistencia de los espermatozoides 

descongelados al shock hipoosmótico (Tabla 3.5.), se aprecia un comportamiento similar en 

la integridad de la membrana plasmática y en el porcentaje de espermatozoides vivos con 

actividad mitocondrial alta y acrosomas íntegros a lo observado antes de someterlos a un 

estrés osmótico. Es decir, valores superiores en los machos 70, 74 y 78 (buenos 

congeladores), valores intermedios en el resto de machos, mientras que los peores 

resultados se observaron siempre en los machos 76 y 81 (malos congeladores). Por lo que 

hace referencia a los espermatozoides vivos y acrosomas dañados (criocapacitación), se 
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aprecian los valores más bajos en los machos 70 y 74 con respecto al resto de machos, a 

excepción del macho 78 que no presentó diferencias significativas en este parámetro. 

Asimismo, los valores de los espermatozoides vivos con acrosoma intacto pero sin 

actividad mitocondrial fueron inferiores en los machos 70, 74 y 78 que el resto de machos. 

Por otra parte,  los valores más bajos de integridad acrosomal  se aprecia en los machos 76 

y 81 con respecto al resto de machos.  
 

Tabla.3.5. Efecto del individuo en la viabilidad espermática, integridad acrosomal y 

actividad mitocondrial en espermatozoides descongelados de moruecos tras ser incubados 

en solución hipoosmótica (HOST)  (media ± se, n=6). 

Individuo Viabilidad VAI VAD VSI VSD Integridad 
Acrosomal 

Criocapacita
dos 

70 40.5±0.6a 38.1±0.6a 0.9±0.0a 1.3±0.1a 0.2±0.0a 69.8±2.8a 1.1±0.1a 

71 31.3±0.7b 27.0±0.5b 1.7±0.4c 2.3±0.2b 0.3±0.0b 59.8±3.8a 2.0±0.2c 

74 41.3±1.1a 39.1±1.0a 0.6±0.1a 1.4±0.1a 0.2±0.0a 68.5±3.0a 0.8±0.2a 

76 22.5±1.1c 17.9±0.9c 1.8±0.1c 2.4±0.3b 0.4±0.0c 46.0±3.8b 2.2±0.1c 

78 42.0±1.3a 39.2±1.2a 1.0±0.0ab 1.4±0.1a 0.4±0.0c 68.3±3.4a 1.4±0.1ab 

79 29.9±0.5b 25.5±0.7b 1.8±0.1c 2.4±0.3b 0.3±0.0b 59.2±4.6a 2.1±0.1c 

80 31.3±0.6b 27.3±0.5b 1.7±0.1c 2.0±0.1b 0.3±0.0b 65.8±3.9a 2.0±0.1c 

81 23.7±0.9c 19.8±1.4c 1.4±0.1bc 2.2±0.1b 0.3±0.0b 47.8±5.4b 1.7±0.1bc 

a,dDiferentes letras en la misma fila representan diferencias significativas (P<0.001) entre moruecos. VAI: vivos con 
actividad mitocondrial y acrosoma intacta, VAD: vivos con actividad mitocondrial y con acrosoma dañado, VSI: vivos sin 
actividad mitocondrial y acrosoma intacta, VSD: vivos sin actividad mitocondrial y con acrosoma dañado, Integridad 
Acrosomal: vivos y muertos con integridad acrosomal, Criocapacitados: vivos con acrosoma dañado. 

 
DISCUSIÓN 
 
 El análisis del semen fresco de nuestros donantes nos indica (Experimento 1) que la 

calidad seminal inicial aumenta significativamente con la edad, hecho constatado en otras 

razas ovinas como en la Romanov (Sañudo y col., 1986), Coriedale, Merino Rambouillet y 

Romney Marsh (Martinez y col., 1998), o como en la raza Rasa Aragonesa, donde la 

concentración espermática a los 9 meses de edad es del 50 al 75 % de la que presentan los 

moruecos adultos (Folch, 1984). 
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 Esta tendencia a presentar una mejor calidad seminal con la edad se apreció también 

tras la refrigeración y criopreservación de los espermatozoides con valores superiores en la 

viabilidad e integridad funcional de la membrana cuando los donantes eran mayores de18  

meses de edad. De hecho, Lymberopoulos y col., (2010) en espermatozoides descongelados 

de ovinos de la raza Chios, al comparar moruecos jóvenes (1-2 años) y adultos (4-5 años) 

ya encontraron valores superiores de viabilidad y actividad mitocondrial alta en 

espermatozoides procedentes de animales adultos. De igual manera, la edad parece influir 

en los parámetros cinéticos analizados durante la conservación espermática. Concretamente 

se observó una superioridad debida a la edad en la mayoría de parámetros cinéticos de 

velocidad y linealidad de las trayectorias espermáticas, lo que sugiere que la edad podría 

favorecer la capacidad de resistencia de los espermatozoides a la criopreservación, como ya 

ha sido reportado en ovinos (Wiemer y Ruttle, 1987; Osinowo y col., 1988).  

 

 También en espermatozoides de toro, Hallap y col., (2004) indicaron que el 

incremento de la edad de 1 a 4 años estaba acompañado por una mayor motilidad e 

integridad de las membranas plasmática de los espermatozoides descongelados. Estos 

resultados se deben posiblemente a que el tamaño y el peso del parénquima testicular son 

parámetros altamente correlacionados con la producción y calidad seminal y con la 

fertilidad. En moruecos, el volumen de los testículos aumenta paralelamente al crecimiento 

corporal, hasta que éste alcance el pleno estado adulto (Folch, 2000; Beltrán de Heredia, 

2009; Lymberopoulos y col., 2010), por lo que moruecos de mayor edad producirían mayor 

cantidad y calidad de semen que los jóvenes, muchos de los cuales no habrían completado 

su crecimiento corporal y alcanzado la madurez sexual a la edad de 14 meses como se 

observa en nuestro resultados. 

 

 Por otra parte, según los resultados obtenidos en los experimentos 1 y 2 del presente 

capítulo, el butil hidroxitolueno (BHT) es un compuesto antioxidante que mejora la calidad 

de los espermatozoides ovinos durante su conservación. De hecho, la inclusión de BHT en 

los medios de conservación de espermatozoides de animales de 18 y 26 meses de edad, ya 

fuera en el fotoperiodo positivo como en el negativo, mejoró los parámetros de viabilidad, 

integridad funcional de la membrana plasmática, parámetros de velocidad, progresión y 
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dirección de la cabeza de los espermatozoides, tanto tras el proceso de refrigeración como 

en la congelación y descongelación. Resultados similares han sido reportados por Roca y 

col., (2004) en cerdos, Ijaz y col., (2008) en búfalos, Kalifa y col., (2008) en cabras e 

incluso por Farshad y col., (2010) en moruecos, donde la inclusión de BHT como 

antioxidante en los diluyentes de conservación mejoró la calidad seminal de los 

espermatozoides tras la descongelación. Sin embargo, el mecanismo exacto por el cual el 

butil hidroxitolueno mejora la calidad espermática no es del todo conocido (Farshad y col., 

2010). Hammerstedt y col., (1976) indica que el BHT es un antioxidante fenólico, que se 

incorpora a la membrana plasmática del espermatozoide disminuyendo la viscosidad de los 

lípidos de membrana, reduce los cambios de permeabilidad de la membrana plasmática del 

espermatozoide durante el proceso de criopreservación, e igualmente previene o reduce la 

actividad dañina de los radicales libres, mediante la conversión de los radicales peroxil a 

hidroperóxidos (Aitken y Clarkson, 1987). 

 

 Sin embargo, cabe destacar que la inclusión de BHT como antioxidante en los 

diluyentes de conservación en espermatozoides de animales de 14 meses de edad y durante 

fotoperiodo negativo, solo mejoró los valores de los parámetros cinéticos de motilidad total, 

velocidad media y de progresión tras la refrigeración de los espermatozoides, así como la 

velocidad rectilínea, de progresión y frecuencia de batido de los espermatozoides 

descongelados. Una posible explicación a estos resultados podría ser que los moruecos de 

menor edad producen generalmente semen de peor calidad con espermatozoides 

posiblemente más sensibles a la acción y a la cantidad de ROS presentes, lo que hace 

insuficiente el presumible efecto beneficioso del BHT en muchos otros parámetros de 

calidad observado en espermatozoides procedentes de individuos de mayor edad (Killian y 

col., 1989; Lymberopoulos y col., 2010). 

 

 Desgraciadamente, el estudio del efecto del fotoperiodo sobre la calidad seminal 

inicial y post-conservación espermática es difícil de determinar en el presente trabajo, ya 

que no existió la posibilidad de analizar el efecto de fotoperiodos distintos con donantes de 

la misma edad. No obstante, tras el análisis del semen fresco (Experimento 1), los 

resultados parecen indicar que el fotoperiodo, una vez alcanzada la edad de 18 meses de los 
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donantes, no influyó excesivamente en la viabilidad, integridad del acrosoma, ni morfología 

de los espermatozoides, pero sí en la capacidad de resistencia al shock hipoosmótico. 

Mientras que se observa una tendencia a presentar una mayor resistencia al shock 

hiposomótico de los espermatozoides frescos a medida que aumenta la edad de los 

donantes, en el caso de colectar el semen durante el fotoperiodo positivo esta tendencia no 

solo desaparece, si no que además retrocede. Sin embargo, cuando analizamos los 

resultados obtenidos tras la refrigeración, la capacidad de resistencia al shock hiposomotico 

es similar en espermatozoides procedentes de individuos de 26 meses recolectados en otoño 

que la registrada en espermatozoides de individuos de 30 meses recolectados en 

fotoperiodo positivo. De hecho, entre estos dos grupos de espermatozoides, el fotoperiodo, 

teniendo en cuenta la diferencia de edad de los donantes, no parece provocar grandes 

diferencias en los parámetros estudiados, solamente en algunos de los parámetros 

descriptores del movimiento como el índice de rectitud, ALH y BCF tras la refrigeración y 

los parámetros de velocidad tras la congelación. Así, los resultados obtenidos, donde la 

influencia del fotoperiodo es poca, fueron similares a los descritos en otras razas ovinas 

como la Leccese (D`Alessandro y col., 2001), Churra y Assaf  (Mazariego y col., 2010) y 

en razas caprinas como la Murciano-Granadina (Roca y col., 1992) o la Florida (Dorado y 

col., 2003). Sin embargo, otros autores registraron valores máximos en fotoperiodo 

negativo y mínimos en positivo en razas como la Latxa en el noroeste de Navarra y País 

Vasco (Beltrán de Heredia, 1995), la Romney Marsh en el sur de Chile (Sepúlveda y col., 

2002) o la Dohme Merino en la Patagonia Argentina (Buffoni, 2013), si bien estas 

diferencias pueden ser consecuencias de factores raciales, ambientales y geográficos 

(Delgadillo y col., 1999; Roca y col., 1991). 

 

 De la misma manera, nuestros resultados obtenidos después del refrigerado y 

descongelado de las dosis seminales fueron irregulares, no observándose diferencias 

significativas en la mayoría de parámetros de calidad seminal evaluados en los dos 

fotoperiodos y edades en estudio. Resultados similares han sido reportados por Aguado y 

col., (1994) en ovinos de la raza Manchega, quienes no observaron diferencias 

significativas en la motilidad ni integridad de las membranas acrosomal y plasmática de 

espermatozoides descongelados. Tampoco D`Alessandro y col., (2003) en espermatozoides 
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descongelados de ovinos de la raza Leccesa encontraron diferencias en la motilidad y 

porcentaje de espermatozoides con acrosonas dañados, aunque si obtuvieron los valores 

más altos de viabilidad en fotoperiodo negativo. Estos escasos cambios debidos al 

fotoperiodo encontrados en la calidad espermática de los moruecos de razas autóctonas de 

la península ibérica se deben a que son poco estacionales (Chagas y Silva, 1992; Jordana y 

Jordana 1995), como la mayoría de razas en la región mediterránea, las cuales están sujetas 

a un clima moderado y pequeñas diferencias entre días cortos (9 a 10 horas) y días largos 

(14 a 15 horas), lo que condiciona una cierta flexibilidad de la época reproductiva (Forcada 

y col., 2000). A pesar de existir estudios que indican menor capacidad fecundante del 

semen obtenido en primavera que del colectado en otoño (Colas, 1981; Guerin, 1990), otros 

autores reportan tasas de fertilidad similares cuando utilizan semen colectado durante todos 

los meses del año (Hill y col., 1998). 

 

 Respecto al segundo experimento, el análisis inicial del semen fresco parece indicar 

que la aplicación de implantes de melatonina en los machos mejoró la concentración 

espermática del semen en las dos edades testadas y la resistencia al shock hipoomótico sólo 

en espermatozoides de los animales de mayor edad, es decir, de 30 meses. En cambio, ni el 

volumen de eyaculado, ni la motilidad masal, ni la integridad acrosomal, ni la morfología 

de los espermatozoides se vieron afectados por la aplicación de los implantes. De hecho, en 

trabajos previos de Bravo y Roy (2003), donde se utilizaron implantes de melatonina en 12 

machos de las razas Ile France y Merino Precoz, con muestreo semanal durante 4 meses en 

estación no reproductiva, tampoco se encontraron diferencias en volumen del eyaculado, 

pero si en la concentración espermática a favor del tratamiento de melatonina. Igualmente 

Beltrán de Heredia (1995), utilizando moruecos de la raza Latxa, encontró mejoras 

significativas en la concentración espermática, aunque también en el volumen del 

eyaculado con el uso del melatonina. En general, existen varios estudios en diferentes razas 

donde revelan que la melatonina administrada en estación no reproductiva puede mejorar la 

calidad del esperma (Chemineau y col., 1992; Garde y col., 1996; Kaya y col., 2000). 

 

 Sin embargo, la aplicación de los implantes de melatonina no pareció mejorar la 

calidad del semen una vez refrigerado o descongelado de machos de 18 y 30 meses de 
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edad. Resultados contradictorios han sido reportados por Casao y col., (2007) y Kaya y 

col., (2000) en moruecos de diferentes razas, donde la aplicación de implantes de 

melatonina mejoró la motilidad e integridad acrosomal tras la descongelación, mientras que 

Romao y col., (2003) en moruecos de la razas Merina Preta y Campanica a los 66 días 

después del implante de melatonina no observaron ninguna diferencia en los parámetros de 

calidad seminal post-descongelación, así como tampoco influyó en la tasa de fertilidad, 

cuando se comparó espermatozoides de animales tratados con no tratados. De nuevo, estos 

resultados tan dispares, probablemente se deban a que la mayoría de razas mediterráneas 

son poco estacionales (Pelletier y col., 2000; Forcada y col., 2000; Azcona y col., 2001). 

Por esta razón la mayoría de tratamientos con implante de melatonina en fotoperiodo 

positivo no alteran significativamente la calidad del semen en estas localizaciones 

geográficas. En cambio, en latitudes más elevadas, con el tratamiento de melatonina fue 

posible mejorar la calidad del semen descongelado (Fiser y Barra, 1984; Fiser y Fairfull, 

1983, 1986; Zheltobrjuk y col., 1990, citados por Salamon y Maxwell, 1995; Kaya y col., 

2001), la fertilidad y prolificidad (Palacín y col., 2008). 

 

Por otra parte, también en este segundo experimento 2, se estudió, además del 

efecto de la edad de los donantes y de la aplicación de implantes de melatonina, la adición 

de antioxidantes en el medio de conservación sobre la calidad del semen extraído 

únicamente durante el fotoperiodo positivo. Como ya vimos en el primer experimento, la 

adición del BHT en el medio de conservación de espermatozoides procedentes de 

individuos de 18 meses supuso una mejora en la viabilidad, integridad funcional de la 

membrana plasmática, parámetros de velocidad, progresión y dirección de la cabeza de los 

espermatozoides tanto tras el proceso de refrigeración como en la 

congelación/descongelación, así como también en el porcentaje de espermatozoides vivos 

con actividad mitocondrial alta y acrosoma intacto, hechos que no se describieron cuando el 

antioxidante usado fue la melatonina y los espermatozoides procedían de individuos de 30 

meses. De hecho, la melatonina solo mejoró ligeramente la viabilidad tras la refrigeración 

en el caso de espermatozoides procedentes de animales implantados. Esta ausencia de 

efecto de la melatonina como antioxidante en el presente trabajo es opuesta a lo descrito 

por otros autores como Succu y col., (2010), quienes obtuvieron una mejora de la 
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viabilidad, motilidad e integridad de ADN, con la adición de 1 mM de melatonina en los 

medios de crioconservación de  espermatozoides de morueco o como Ashrafi y col., (2013) 

en espermatozoides de toro, donde la inclusión de melatonina fue de 3mM en los diluyentes 

y supuso una mejora de la motilidad y viabilidad espermática post-descongelación. Estos 

resultados contradictorios podrían deberse a la concentración de melatonina en el diluyente, 

composición del diluyente y tiempo de refrigeración (Hardeland, 2005; Dominguez-

Rebolledo y col., 2010). 

 

En cuanto a los resultados de morfometría espermática obtenidos en fresco y tras el 

proceso de crioconservación, no se mostró ningún cambio significativo en la forma de la 

cabeza de los espermatozoides en ninguno de los tratamientos estudiados, ni en el primer 

experimento, donde se comparaban el efecto de la edad del donante, fotoperiodo y 

presencia de antioxidante BHT en el diluyente, ni tampoco en el segundo donde se estudió 

también el efecto de la edad, la administración de implantes de melatonina y la presencia de 

antioxidantes durante el fotoperiodo desfavorable. Contrariamente, otros investigadores 

demostraron que el proceso de criopreservación produce cambios en la forma de la cabeza 

de los espermatozoides ovinos post-congelados (Bravo, 2010, en Ile de France; Morato-

Morales 2012, en Manchego). Estos resultados contradictorios que exhiben las células 

espermáticas de la misma especie ante los procesos de criopreservación podrían deberse a 

factores como la edad, el tipo de crioprotector y aditivos en los diluyentes (Tejerina, 2007; 

Martí, y col., 2011). 

 

 Por otra parte, en ninguna de las dimensiones de la cabeza de los espermatozoides  

frescos se encontraron diferencias significativas al comparar las diferentes edades de los 

sementales. Sin embargo, el proceso de la congelación y descongelación disminuyó 

significativamente todas las dimensiones de la cabeza de los espermatozoides procedentes 

de animales de 18 meses de edad. Modificaciones similares han sido descritas en diferentes 

especies (Gravance y col., 1995; Mohasmed, 1995; Buendía y col., 2002; Soler y col., 

2005; Martí, y col., 2011), así como diferencias entre individuos de una misma especie 

(Tejerina y col., 2005). No obstante, en nuestro caso no se pudo apreciar ningún otro efecto 

sobre la morfometría espermática, ni de la adicción de BHT ni tampoco de la aplicación de 
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implantes de melatonina. Únicamente la  suplementación de melatonina como antioxidante 

en el diluyente redujo significativamente las dimensiones de los espermatozoides 

descongelados procedentes de machos de 30 meses. 

 

 Así, teniendo en cuenta las dimensiones obtenidas en las diferentes edades, 

podemos indicar que las modificaciones de los parámetros morfométricos después del 

proceso de criopreservación dependen principalmente de la estabilización de la madurez 

sexual de los moruecos (Martí, y col., 2011), complementado con efectos de la adición del 

crioprotector  y aditivos durante la fase de congelación-descongelación que provocan estrés 

osmótico y formación/dilución del hielo que causarán la perdida de la integridad 

acrosómica tras la descongelación (Peláez, 2003; Bwanga y col., 1991), lo que provocará la 

exocitosis de los componentes de la matriz acrosomal y, consecuentemente, una pérdida del 

volumen global de la célula. La deshidratación progresiva que sufre la célula durante este 

proceso biotecnológico acarreará a su vez una disminución del volumen de la cabeza 

espermática (England, 1993). A este fenómeno debemos de sumar la reducción del espacio 

ocupado por el núcleo al producirse una condensación de la cromatina durante la 

congelación (Royére y col., 1988), sin olvidar las alteraciones citoesqueléticas que sufre el 

espermatozoide que  repercutirán en la morfometría (Watson, 2000; Petrunkina y col., 

2004), así como también tener en cuenta las alteraciones que se producen en la membrana 

plasmática a causa de los procesos de congelación que afectarán en el tamaño celular (Parks 

y Graham, 1992; Peña y col., 2005). El plasmalema es el encargado de regular el 

intercambio de sustancias con el exterior y mantener el volumen interno, la pérdida de 

funcionalidad del mismo produce una salida de contenido citoplasmático y la consecuente 

reducción de volumen (Petrunkina y col., 2004). 

 

 Por último, en el tercer experimento hemos querido analizar la calidad seminal de 

cada uno de nuestros donantes a la edad de 26 meses, tanto en fresco como tras la 

conservación de sus espermatozoides, ya que en todos experimentos previos llevados a 

cabo en el presente trabajo de investigación, hemos realizado de forma sistemática la 

mezcla de eyaculados procedentes de diferentes machos con el objetivo de minimizar el 

efecto individuo a favor de los factores que pretendíamos estudiar. Así, obtuvimos que los 

196 

 



valores medios de la mayoría de parámetros espermáticos del semen fresco de los machos 

de las razas Xisqueta y Aranesa fueron superiores a los registrados en razas de ovinos, 

como la Gallega (Barrio y col., 1995), la Guirra (Marco-Jiménez y col., 2002) o la Latxa 

(Betrán de Heredia, 1995), similares a los obtenidos en Asaff y Churra (Alvarez y col., 

2000), Manchega (Alcaide y col., 2001 ) y raza Ile France (Bravo, 2010), e inferiores a la 

de otras razas de aptitud cárnica como la Rasa Aragonesa (Ollero y col., 1994), obtenidos 

en localizaciones geográficas y condiciones climáticas casi similares a las acaecidas en 

nuestra experiencia. 

 

 Independientemente de la raza, encontramos ligeras variaciones individuales en el 

volumen de eyaculado y concentración seminal. Mayores fueron las diferencias respecto al 

porcentaje de anormalidades espermáticas e integridad acrosomal, y ninguna diferencia 

significativa en cuanto a la motilidad masal, viabilidad y capacidad de resistencia al shock 

hiposomótico. Resultados similares han sido reportados Garde, (1993); Aguado y col., 

(1998) en ovinos e incluso por Barrio y col., (1995) en moruecos de la raza Gallega, 

quienes encontraron diferencias individuales en el volumen, morfología espermática y 

concentración seminal, pero, a diferencia de nuestros resultados, también en viabilidad, 

integridad funcional de sus membranas tras la prueba de HOST, producción espermática y 

acrosomas normales, aunque es preciso destacar que el número de sementales que 

disponíamos para realizar nuestro estudio es claramente insuficiente para poder obtener 

rotundas conclusiones. No obstante, estas  variaciones existentes entre machos en relación a 

las características seminales puede atribuirse a variaciones individuales en el desarrollo y 

funcionalidad del testículo, así como su endocrinología (Beltrán de Heredia, 2009), puesto 

que, la producción y calidad seminal está estrechamente relacionado con el tamaño 

testicular, o más concretamente con el peso testicular, que ha sido ampliamente 

documentado en pequeños rumiantes (Vijil y col., 1986; Lincoln, 1989; Ritar y col., 1992; 

Delgadillo y col., 1995). 

 

 Por otra parte, no deja de llamarnos la atención que en los parámetros analizados 

tras la refrigeración no se apreciara ninguna diferencia significativa entre espermatozoides 

de los distintos donantes, ni en la viabilidad, ni en la capacidad de resistencia al shock 
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hipoosmótico o integridad funcional de la membrana plasmática, así como tampoco en 

ningún parámetro cinético de cantidad y calidad del movimiento, a excepción del índice de 

linealidad que fue superior en 2 machos, cada uno de una raza. Sin embargo, la 

susceptibilidad de los espermatozoides a la crioconservación no fue igual para todo los 

moruecos, debido a que los espermatozoides de algunos moruecos sobreviven a la 

congelación-descongelación con menos daño que otros, independientemente de la calidad 

inicial, tal como lo reporta en moruecos Evan (1991) o Thurston y col. (2001), en caballos 

Amann y Pickett (1987), en cerdos, Holt y col. (2005) o en toros, Eyestoney y First (1989). 

 

 Basándose en las diferencias de calidad seminal después del descongelado, los 

moruecos del presente trabajo fueron clasificados como  machos “buenos congeladores”, 

los cuales se caracterizan por presentar valores superiores en los parámetros de viabilidad, 

integridad de la membrana plasmática y acrosomal, parámetros cinéticos de velocidad, de 

progresión, dirección de la cabeza, porcentaje de espermatozoides vivos con actividad 

mitocondrial alta y acrosomas intactos, machos “regulares congeladores”,con valores 

medios en los parámetros de calidad seminal y, por último los “malos congeladores” con 

valores más bajos en los parámetros de calidad seminal. Estas diferencias en la 

congelabilidad entre machos podría deberse a una defectuosa espermatogénesis o fallas en 

la maduración en el epidídimo, principalmente en machos malos congeladores (Calvin y 

Bedford, 1971), lo que llevaría a la aparición de diferencias entre eyaculados de malos 

congeladores y buenos congeladores en parámetros como la longitud de las cadenas de 

ácidos grasos poli-insaturados de la membrana citoplasmática o los niveles de colesterol de 

dicha membrana (Waterhouse y col., 2006). Otra causa podría ser diferencias en los niveles 

intracelulares de proteínas o en la resistencia ambiental del espermatozoide (Holt y col., 

2005; Hernández y col., 2007). En este sentido, se ha descrito en verracos una mayor 

presencia de la proteína HSP90 en el semen de buenos congeladores cuando se comparan 

con los malos congeladores (Casas y col., 2010). De esta forma, los buenos congeladores 

tendrán una mayor protección contra el enfriamiento y choque osmótico producidos durante 

la congelación-descongelación. En toros, Killian y col., (1993) encontraron una asociación 

entre los buenos congeladores y malos congeladores y la composición de sus proteínas del 

plasma seminal. En ese estudio, se observó como dos proteínas (26 kDa/6’2 pI y 55 
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kDa/4,5 pI) predominaban en los buenos congeladores, mientras que otras dos proteínas (16 

kDa/4’1 pI y 16 kDa/6’7 pI) prevalecían en los malos congeladores. En moruecos, se ha 

reportado, la presencia de proteínas RSVP14 y RSVP20, en el plasma seminal que pueden 

afectar la calidad del semen después de la criopreservación (Barrios y col., 2005).  

Igualmente, en el caso del verraco, varios estudios indican que la variabilidad en la 

congelación de eyaculados está relacionada con la línea genética de la que proceden los 

machos (Thurston y col., 2001), si bien la heredabilidad genética para esta característica de 

congelabilidad es baja (Safranski y col., 2011). A pesar de ello, se ha llegado a la 

identificación por marcadores moleculares polimórficos de fragmentos amplificados 

asociados a verracos buenos congeladores y malos congeladores (Thurston y col., 2002). 

 

 En conclusión, el presente trabajo sugiere que a pesar de que los espermatozoides 

procedentes de moruecos de 26 meses de edad presentaron una mejor calidad seminal 

inicial en cuanto a presentar una mayor concentración y resistencia al shock osmótico que 

los procedentes de animales más jóvenes, durante su conservación, la supuesta inferioridad 

de los espermatozoides procedentes de donantes más jóvenes, en concreto de 18 meses, 

puede ser fácilmente contrarrestada con la adición de BHT en los medios de conservación, 

mejorando sustancialmente la calidad de los espermatozoides refrigerados o incluso 

descongelados, teniendo en cuenta, además, que en nuestro caso esta edad (18 meses) 

coincidía con la denominada época desfavorable o fotoperiodo positivo. Por otra parte, así 

como el BHT ha demostrado tener cualidades interesantes para su utilización en la 

elaboración de los medios de conservación de espermatozoides ovinos, independientemente 

de la edad del donante o del fotoperiodo en el que se realice la recolecta de semen, la 

melatonina, como antioxidante en el medio, no parece mejorar la calidad espermática 

durante la conservación de las células espermáticas. Tampoco el uso de implantes de 

melatonina parece haber proporcionado ninguna ventaja a la hora de conservar 

espermatozoides fuera del fotoperiodo negativo, probablemente debido a que las razas 

autóctonas Aranesa y Xisqueta son poco estacionales en cuanto a producción y calidad 

espermática. Por otra parte, la congelación-descongelación de manera individualizada de 

espermatozoides de los diferentes moruecos parece mostrar la existencia de individuos 

malos congeladores, buenos congeladores y también machos “regulares” congeladores, 
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aunque muchos más estudios, con especial atención al análisis de fertilidad in vivo e in 

vitro, así como con un mayor número de individuos testados, deberían llevarse a cabo para 

poder confirmar la existencia de estas tres supuestas categorías de machos donantes. 
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5. DISCUSIÓN GENERAL 

 

 Durante los últimos 60 años, la yema de huevo fresca (YHF) se ha incluido de 

forma rutinaria en la mayoría de los protocolos de criopreservación del semen de especies 

domésticas y salvajes (Bogart y Mayer, 1950; Wall y Foote, 1999; Salomon y Maxwell, 

2000; Manjunath y col., 2002; Bergeron y col., 2004; Lamia y col., 2004). Sin embargo,  la 

yema de huevo, a pesar de ser el crioprotector no penetrante más comúnmente usado por 

su capacidad de estabilizar la membrana del espermatozoide (Salamon y Maxwell, 2000), 

contiene sustancias que pueden interferir en el metabolismo celular reduciendo la motilidad 

espermática (Moussa y col., 2002), que junto con la heterogeneidad de su composición 

entre lotes de huevos y el potencial riesgo de contaminación microbiológica, hacen que la 

posibilidad de utilizar otras alternativas a la yema de huevo fresca sea muy deseable.  

 

 Es por ello, que nos planteamos comparar la capacidad crioprotectora de la yema de 

huevo clarificada (YHC), la cual nos permite eliminar algunos de los componentes de la 

yema de huevo (por ej. gránulos) que se adhieren a la membrana y que tienen un efecto 

negativo en la motilidad y respiración espermática (Pace y Graham, 1974), así como la 

yema de huevo en polvo (YHP), en donde la contaminación bacteriana es destruida por la 

pasteurización y nos permite respetar las leyes establecidas para el consumo humano. Así, 

tras estudiar los resultados obtenidos podemos afirmar que no se aprecian grandes 

diferencias entre ellas en lo que respecta a la protección de los espermatozoides durante el 

proceso de refrigeración y congelación, al analizar la viabilidad e integridad de la 

membrana plasmática y acrosomal o la actividad mitocondrial tras la descongelación, así 

como tampoco en la cantidad movimiento espermático o en la morfometría de los 

espermatozoides descongelados. 

 

 De hecho, resultados similares ya habían sido reportados por Marco-Jimenez y col., 

(2004) al comparar yema de huevo en polvo con yema de huevo fresca en ovinos de la raza 

Guirra respecto a la integridad del acrosoma, con un incremento significativo en la 

motilidad total cuando los espermatozoides habían sido criopreservados en yema de huevo 

en polvo en comparación con la yema de huevo fresca. De igual manera, Wall y col. 
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(1999), al comparar yema de huevo clarificada con yema de huevo fresca en la 

criopreservación de espermatozoides de toro, tampoco observaron diferencias en la 

viabilidad y fertilidad espermática, a pesar de que Fernández-Santos y col., (2006) si 

obtuvieron una mejora en la criopreservación de espermatozoides del ciervo Ibérico al 

utilizar yema de huevo clarificada. Estas diferencias se pueden deber a las diferencias 

existentes en la composición de membrana plasmática entre especies, en el porcentaje de 

yema de huevo en el diluyente, en los aditivos incluidos, en el tiempo de refrigeración y/o 

en el método de congelación (Fernández-Santos y col., 2006; Waterhouse y col., 2006). 

  

Por otra parte, nuestros resultados indican claramente que la eliminación del plasma 

seminal previa a la conservación mediante centrifugación del semen (lavado) proporciona 

un efecto beneficioso en la criopreservación de los espermatozoides de morueco, 

independientemente de la edad, tal y como se aprecia en los valores de viabilidad, 

integridad funcional de las membranas plasmática y acrosomal, parámetros cinéticos de 

velocidad, de progresión y mayor actividad mitocondrial, especialmente tras la 

descongelación. Sin embargo, no podemos asegurar cuál es la causa de esta mayor 

supervivencia, ya que podría deberse a varios motivos. Uno podría ser que la eliminación o 

ausencia del plasma seminal en el medio de crioconservación mejora la capacidad 

crioprotectora de la yema de huevo contra el shock por frío, ya descrito en diferentes 

especies como el conejo (Corteel, 1980; Ritar y Salamon, 1991), el macho cabrío (Aboagla 

y Terada 2003; Bispo y col., 2011), el cerdo (Bathgate y col., 2006) o el caballo (Martim y 

col., 1979). Aunque otra posible explicación podría ser que durante la técnica de separación 

del plasma seminal, mediante el método de la centrifugación, además de eliminar el plasma 

seminal, se esté eliminando una proporción de los espermatozoides dañados y muertos, con 

la selección de poblaciones más motiles y en algunos casos, de mayor viabilidad (Cebrián  

y col., 2010).   

 

Así, con el objetivo de averiguar cuál podía haber sido el motivo de la obtención de 

una mejor crioconservación espermática al practicar el lavado o centrifugación del semen, 

en el capítulo 3 de esta tesis doctoral, nos planteamos añadir plasma seminal (13 %) en los 

medios de conservación de los espermatozoides lavados antes de la criopreservación, 

220 

 



observando que con ello no se empeoraba la capacidad crioprotectora del huevo. En otras 

palabras, la presencia de plasma seminal en los medios de conservación, tal y como 

observamos en los valores de los distintos parámetros analizados de viabilidad, integridad 

funcional de la membrana plasmática y motilidad de los espermatozoides obtenidos tras el 

proceso de refrigeración y de congelación/descongelación, no parece afectar negativamente 

a la supervivencia de los espermatozoides de morueco, por lo que nuestra hipótesis se 

decantaría hacia la posible selección de los espermatozoides ejercida durante la 

centrifugación del semen. No obstante, para poder afirmar con rotundidad este hecho 

deberíamos haber analizado antes y después del lavado del semen la calidad espermática de 

nuestras muestras, lo que por motivos circunstanciales del tiempo y método de trabajo no 

alcanzamos a realizar.  

 

De hecho, varios autores han descrito que la adición de entre un 10 a un 40 % de 

plasma seminal en los medios de crioconservación aumenta la resistencia de los 

espermatozoides al choque de frío, reduciendo o incluso revertiendo el estado de 

criocapacitación (Pérez-Pé y col., 2001; Barrios y col., 2005) y mejorando la viabilidad en 

espermatozoides de toro (Maxwell y col., 1996), morueco (Ashworth  y col., 1994; Graham 

1994) y cerdo (Maxwell y col., 1998). Aunque también existen otros trabajos realizados en 

espermatozoides de caballos (Moore y col., 2005) o incluso también de moruecos (Morrier 

y col., 2003) que reportan que la inclusión de 10 y 25 % de plasma seminal no mejoraba las 

características del semen tras la refrigeración, así como tampoco la inclusión de un 30 % de 

plasma seminal aumentaba la calidad de los espermatozoides ovinos no lavados post-

descongelación (Rovegno y col., 2013) o incluso existen autores que describen efectos 

negativos del plasma seminal sobre la motilidad (de Lamirande y Gagnon, 1984), viabilidad 

(Garcia y Grahan, 1987a; Kawano y col., 2003) y supervivencia espermática tras la 

congelación-descongelación (Watson 1981; Schmehl y col., 1986; Moore y col., 2005). 

 

Es evidente que el papel del plasma seminal en la criopreservación es un tema 

controvertido debido a la compleja composición del plasma seminal, ya que, además de 

proteínas, existen otros componentes, como compuestos de bajo peso molecular, que 

podrían resultar nocivos para los espermatozoides, los cuales varían según la especie 
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(Garcia y Grahan, 1987b; Catt y col., 1997). No obstante, en nuestro caso, el plasma 

seminal añadido no parece tener efecto, ya sea porque la cantidad añadida del 13 %, no 

fuera la suficiente para mostrar diferencias o por la composición del plasma seminal de 

nuestros machos, la cual puede verse afectada por factores ambientales, tales como la 

temporada de la recolección, la temperatura, la nutrición o el estrés (Pérez-Pé y col., 2001, 

Muiño-Blanco y col., 2008) 

 

Siguiendo con el afán de buscar alternativas a la yema de huevo para la elaboración 

de medios de conservación espermática libres de crioprotectores de origen animal y de 

composición definida, en el segundo capítulo de esta tesis se planteó valorar la eficacia de 

otros crioprotectores como la lecitina de soja o el BHT, combinados con el crioprotector 

más frecuentemente utilizado, el glicerol, o en su lugar, la trehalosa, debido a la toxicidad 

descrita del primero. De esta manera, los resultados obtenidos indican que el butil 

hidroxitolueno (BHT) no parece ser un crioprotector adecuado ni un sustituto fiable de la 

yema de huevo para la conservación de espermatozoides ovinos, independientemente de 

estar combinado con glicerol o trehalosa, presentando los peores parámetros de calidad 

espermática, en términos de viabilidad, integridad funcional o resistencia osmótica de la 

membrana plasmática, parámetros de velocidad, progresión y dirección de la cabeza de los 

espermatozoides, tanto tras el proceso de refrigeración como el de la congelación  y 

descongelación.  

 

Resultados similares han sido reportados por Ball y col. (2001) en caballos, Graham 

y Hammerstedt (1992) en toros e incluso por Watson y Anderson (1983) en moruecos, 

donde la inclusión de BHT como crioprotector en los diluyentes de conservación no mejoró 

las características de los espermatozoides tras la descongelación. Sin embargo, en semen 

caprino, Kalifa y col. (2008) obtuvieron una mejora en la motilidad y fertilidad de los 

espermatozoides descongelados, cuando utilizaron 0.6mM de BHT como crioprotector, en 

comparación a la yema de huevo en fresco. De nuevo, estas contradiccciones entre equipos 

de investigación podrían deberse a las diferencias en la composición de la membrana 

espermática en cada especie, en la concentración de BHT incluida en el diluyente, o incluso 
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en la composición del diluyente y tiempo de refrigeración (Watson y Anderson, 1983; Ball 

y col., 2001; Roca y col., 2004). 

 

Por lo que hace referencia a los otros dos crioprotectores utilizados en el estudio, la 

yema de huevo en polvo y la lecitina de soja, los resultados parecen mostrar una capacidad 

similar entre ambos a la hora de conservar los espermatozoides ovinos, no observándose 

diferencias en la viabilidad, integridad funcional de la membrana plasmática y cantidad de 

movimiento entre los espermatozoides refrigerados, tanto combinados con glicerol como 

con trehalosa. No obstante, ambos crioprotectores, tanto la yema de huevo en polvo como 

la lecitina de soja, tuvieron un mejor efecto crioprotector cuando se complementaron con 

glicerol, como se aprecia en todos los parámetros cinéticos evaluados tras la refrigeración, 

lo que le confiere a la trehalosa un posible efecto negativo sobre la motilidad espermática 

(Chen y col., 1993).  Además, esta tendencia, se mantuvo de manera más notable todavía 

tras la descongelación de las muestras, obteniéndose valores superiores de calidad seminal 

en los tratamientos a base de glicerol e intermedios en los diluyentes a base de trehalosa, 

independientemente de si se combinaban con YHP o lecitina, mientras que los peores 

resultados siempre se obtuvieron en los tratamientos que contenían BHT como sustituto de 

la YHP o de la lecitina de soja. 

 

 De igual manera, Nur y col., (2010), también en espermatozoides de morueco, 

observaron que los medios de crioconservación que contenían glicerol o propanodiol 

proporcionaban mejor motilidad post-descongelación en comparación con la trehalosa y la 

sacarosa, aunque sin mostrar diferencias significativas en la integridad del acrosoma o del 

ADN de los espermatozoides. No obstante, otros investigadores no pudieron apreciar este 

mayor efecto crioprotector del glicerol, obteniendo una calidad seminal después de 

descongelar similar para los diluyentes con trehalosa (Maura, 1995; Tonieto, 2010). Estas 

diferencias entre autores sobre el efecto del glicerol en la crioconservación podría 

explicarse, en parte, a que utilizado en altas concentraciones puede llegar a tener una acción 

toxica (Hammerstedt y Graham, 1992), causando un posible daño osmótico a los  

espermatozoides (Watson, 1995), daño que dependerá, a su vez, de las tasas de 

enfriamiento y congelación, de la composición del diluyente y del método de adicionar el 
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glicerol (Anel y col., 2003), lo que dificulta la comparación entre resultados de diferentes 

laboratorios. Sin embargo, a pesar de ello, el glicerol sigue siendo considerado como el 

crioprotector más eficaz en espermatozoides de rumiantes (Leibo y Songsasen, 2002), tal y 

como hemos podido corroborar en nuestro experimento.  

 

Por otra parte, la acción crioprotectora de la lecitina de soja, tal y como sucede 

también en la yema de huevo, es atribuida en gran parte a la lipoproteínas de baja densidad 

(LDL), que se adhieren a la superficie del espermatozoide, reemplazando los fosfolípidos 

de la membrana que se pierden o son dañados, formando una película protectora y 

aumentando así la tolerancia de los espermatozoides al shock de frio durante la congelación 

(Moussa y col., 2002 ; Bergeron y Manjunath, 2006;  Furouzanfar y col., 2010). Sin 

embargo, a pesar de haberse descrito esta capacidad de la soja como crioprotector de origen 

vegetal mejorando los parámetros de calidad seminal post-congelación en ovinos (de Paz y 

col., 2010; Forouzanfar y col., 2010), en búfalos (Akhter y col., 2010) y en caballos (Aurich 

y col., 2007), existen autores, como Del Valle y col., (2012), que indican que la inclusión 

de lecitina en los medios de criopreservación de espermatozoides de morueco ocasiona 

graves daños en la membrana de las mitocondrias, afectando la motilidad y fertilidad. En 

este contexto, nuestros resultados solo mostraron una cierta superioridad significativa en 

espermatozoides refrigerados en YHP respecto a los refrigerados con lecitina de soja, 

ambos combinados con glicerol, en los valores de velocidad media y de frecuencia de 

batido, diferencias que tras la descongelación desaparecieron, por lo que necesitaríamos 

poder realizar otro tipo de análisis tanto in vitro como in vivo, con especial atención a las 

tasas de fertilidad de nuestras dosis, para poder confirmar si ambos crioprotectores son 

igualmente eficaces. 

 

Paralelamente, en este segundo capítulo de la tesis, también se pretendió comparar 

la eficacia de 2 sistemas tamponadores distintos, TRIS vs TEST, en la conservación de 

espermatozoides ovinos con diluyentes a base de yema de huevo en polvo o lecitina de soja.  

Así, tras el análisis de los resultados, se sugiere la utilización del sistema TRIS como 

tampón de elección, especialmente en la congelación, ya que en la mayoría de los 

parámetros obtenidos, tanto de integridad física y funcional de membranas como de 
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cantidad y calidad de movimiento, los valores fueron estadísticamente superiores a los 

obtenidos cuando se usó el sistema TEST, independientemente del crioprotector utilizado. 

Una posible explicación a estos resultados sería que el tampón TRIS ayuda a amortiguar 

mejor el proceso de deshidratación celular mediante la creación de una fuerza osmótica 

(Molinia y col., 1994), aumentando de este modo la estabilidad de la membrana plasmática 

del espermatozoide, y neutralizando los ácidos generados durante el almacenamiento in 

vitro (Ijaz y col.,1989).   

 

De hecho, tal como describen Tuli y Holtz (1992) en conejos, se observa una mayor 

viabilidad y motilad total en espermatozoides criopreservados en tampón TRIS comparado 

con BES y TEST. De igual manera, Rasul y col., (2000) en espermatozoides descongelados 

de búfalo describieron un incremento de la motilidad lineal, aunque sin diferencias en la 

integridad de la membrana plasmática y acrosomal, al comparar el tampón TRIS con el 

TEST, así como una fertilidad menor de los espermatozoides de morueco congelados en 

tampones zwitterion que en medios a base de Tris con glucosa y yema de huevo (Salamon y 

Maxwell 2000). 

 

En cuanto al análisis de los parámetros morfométricos (capitulo 2) tras el proceso de 

crioconservación, nuestros resultados no mostraron ningún cambio significativo en la forma 

de la cabeza de los espermatozoides en ninguno de los distintos tratamientos estudiados 

respecto a los espermatozoides frescos, ni en el primer experimento, donde se comparaban 

distintas combinaciones de crioprotectores, ni tampoco en el segundo donde, además de 

estudiar el efecto del tipo de tampón, se evaluó también la presencia o no de BHT en los 

diluyentes, pero en este caso, como antioxidante. Contrariamente, otros investigadores 

demostraron que el proceso de criopreservación produce cambios en la forma de la cabeza 

de los espermatozoides ovinos post-congelados (Bravo, 2010) y también en caprinos 

(Hidalgo y col., 2005). Estos hallazgos nos indican el distinto comportamiento que exhiben 

las células espermáticas de las distintas especies ante los procesos de criopreservación o 

ante otros factores como el tipo de crioprotector y aditivos en los diluyentes (Hidalgo y 

col., 2007a). 
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 Sin embargo, en cuanto a las dimensiones de la cabeza obtenidas en el primer 

experimento, sí se observó una disminución de la longitud cuando los espermatozoides eran 

crioconservados en BHT como crioprotector, tanto en glicerol como en trehalosa respecto 

al fresco, así como del ancho pero solo en el caso de combinarse con glicerol. En cambio, 

en los espermatozoides congelados en medios a base de YHP no hubo diferencias 

significativas en ningún parámetro de dimensión de la cabeza, ni con glicerol ni con 

trehalosa, así como tampoco en los valores de longitud y ancho en aquellos conservados en 

medios a base de lecitina. No obstante, en el segundo experimento, las dimensiones de la 

cabeza de los espermatozoides crioconservados se redujeron significativamente en todos 

tratamientos estudiados respecto a los frescos, a excepción de aquellos que fueron 

conservados en YHP con TRIS como sistema tampón, aunque éstos no difirieran en sus 

dimensiones de los conservados en el mismo medio pero en presencia del antioxidante. 

Modificaciones similares han sido reportados en diferentes especies (Marco-Jiménez y col., 

2006; Gravance y col., 1998; Hidalgo y col., 2007b; Rubio-Guillén y col., 2007; Rijsselaere 

y col., 2004), con una disminución de las dimensiones de la cabeza de los espermatozoides 

post-congelados.  

 

Una de las causas principales de estos cambios se deben a los efectos de la adición 

del agente crioprotector (Hammerstedt y col., 1992), el cual sería responsable de la salida 

de agua del compartimento intracelular, causando la reducción del tamaño de la cabeza 

espermática. En el momento de la descongelación, las células con la membrana funcional 

integrarán agua y podrán recuperar su volumen celular, mientras que las muertas seguirán 

presentando un tamaño menor. De este modo, como apuntan Marco-Jiménez y col., (2006), 

la morfometría espermática actuaría de modo indirecto como indicador de la funcionalidad 

de la membrana espermática, lo que nos ayudaría a apoyar la hipótesis sobre la elección del 

medio a base de yema de huevo en polvo en un sistema tampón TRIS con o sin BHT como 

tratamiento de elección  para la crioconservación de espermatozoides ovinos. 

 

Los resultados de la utilización de BHT como aditivo antioxidante (capitulo 2) en 

los medios de conservación  en el sistema tampón a base de TRIS se aprecia la tendencia a 

presentar valores superiores en todos los caracteres espermáticos evaluados cuando el 
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antioxidante está presente en el medio, independientemente del crioprotector empleado. 

Igualmente  en el capítulo 3, al comparar la suplementación de los medios de conservación 

con diferentes concentraciones de BHT (0.6mM, 2.0mM y 5.0mM) como antioxidante, 

observamos que los espermatozoides lavados y conservados en yema de huevo en polvo, 

independientemente de estar combinados o no con plasma seminal en el diluyente de 

crioconservación presentan valores significativamente superiores de viabilidad y resistencia 

osmótica de la membrana plasmática, de actividad mitocondrial e integridad del acrosoma y 

de motilidad total y progresiva, así como mejores valores en los diferentes descriptores 

cinéticos cuando se adicionó BHT al 5 mM, siendo ésta la concentración óptima en 

nuestras condiciones de conservación. 

Resultados similares han sido reportados por Watson y Anderson (1983) con una 

concentración de BHT del 4 mM, mientras que Farshal y col., (2010) obtuvieron los 

mejores parámetros de calidad seminal con la adicción de 2.0 y 3.0 mM de BHT, ambos en 

espermatozoides de morueco sin lavar, teniendo como medio de criopreservación el 

compuesto por el tampón Tris y yema de huevo fresco y congelados en vapores de 

nitrógeno. En otras especies, como en el caprino, Kalifa y col., (2008) obtuvieron una 

mejora en la motilidad progresiva post-congelación de los espermatozoides similar a 

nuestros resultados, así como en la fertilidad, cuando utilizaron 5.0 mM de BHT incluido 

en el diluyente, en comparación a concentraciones de 0.3, 0.6, 2.0 y 8.0mM de BHT. Otros 

autores consiguieron los mejores resultados de viabilidad, motilidad, integridad funcional 

de la membrana plasmática y menor daño en el acrosoma, con la adición de 1 y 2.0 mM de 

BHT en los medios de criopreservación de espermatozoides de búfalo (Ijas y col., 2009), de 

0.2 y 1.6 mM de BHT en toro (Asadpour y col., 2012) o de 1.0 mM de BHT en perro 

(Neagu y col., 2010). En apoyo a estos anteriores resultados, un estudio llevado a cabo in 

vitro demostró que la adición de 0.4 mM de BHT al diluyente de congelación fue 

beneficioso para el espermatozoide de verraco, ya que aumentó la capacidad de los 

espermatozoides de penetrar el ovocito (Roca y col., 2004). 

  

Estas diferencias entre especies o incluso laboratorios respecto a qué concentración 

de BHT es la óptima podría deberse a que el efecto potencial de BHT en la prevención de 

los daños oxidativos en los espermatozoides durante la criopreservación depende de 
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muchos factores, tales como la composición del diluyente, tasa de dilución, enfriamiento y 

el método concreto de congelación-descongelación (Ball y col., 2001; Roca y col., 2004; 

Kalifa y col., 2008), así como la composición de la membrana espermática en las distintas 

especies. En espermatozoides ovinos, la membrana plasmática tiene una baja relación 

colesterol/fosfolípidos (Darin-Bennett y White, 1977), así como un alto contenido de 

fosfolípidos insaturados (Watson, 2000) si la comparamos con otras especies, lo que podría 

explicar, al menos en parte, nuestro resultados. Sin embargo, el mecanismo exacto por el 

cual el butil hidroxitolueno mejora la calidad espermática no es del todo conocido (Farshad 

y col., 2010). Hammerstedt y col., (1976) indica que el BHT es un antioxidante fenólico, 

que se incorpora a la membrana plasmática del espermatozoide disminuyendo la viscosidad 

de los lípidos de membrana, reduce los cambios de permeabilidad de la membrana 

plasmática del espermatozoide durante el proceso de criopreservación, e igualmente 

previene o reduce la actividad dañina de los radicales libres, mediante la conversión de los 

radicales peroxil a hidroperóxidos (Aitken y Clarkson, 1987). 

 

De hecho, cuando se comparó en el último capítulo de la presente tesis, el efecto de 

la edad del donante y fotoperiodo de recolecta del semen, la inclusión de BHT en los 

medios de conservación de espermatozoides de animales de 18 y 26 meses de edad, ya 

fuera durante el fotoperiodo positivo como el negativo, mejoró los valores de viabilidad y 

resistencia osmótica de la membrana plasmática, de actividad mitocondrial e integridad del 

acrosoma, así como los parámetros de velocidad, tanto tras la refrigeración como tras la 

congelación y descongelación. Sin embargo, cabe destacar que la inclusión de BHT como 

antioxidante en los diluyentes de conservación en espermatozoides de animales de 14 

meses de edad y durante fotoperiodo negativo, solo mejoró los valores de los parámetros 

cinéticos de motilidad total, velocidad media y de progresión tras la refrigeración de los 

espermatozoides, así como la velocidad rectilínea, de progresión y frecuencia de batido de 

los espermatozoides descongelados. Una posible explicación a estos resultados podría ser 

que los moruecos de menor edad producen generalmente semen de peor calidad con 

espermatozoides posiblemente más sensibles a la acción y a la cantidad de ROS presentes, 

lo que hace insuficiente el presumible efecto beneficioso del BHT observado en 
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espermatozoides procedentes de individuos de mayor edad (Killian y col., 1989; 

Lymberopoulos y col., 2010). 

 

Por otra parte, cuando se estudió la adición de melatonina (1mM) como antioxidante 

en los medios de conservación de espermatozoides procedentes de animales de 30 meses 

fuera de la época reproductiva, ésta solo mejoró ligeramente la viabilidad tras la 

refrigeración en el caso de espermatozoides procedentes de animales a los que se les había 

aplicado también implantes de meltonina. Esta ausencia de efecto de la melatonina como 

antioxidante en el presente trabajo es opuesta a lo descrito por otros autores como Succu y 

col., (2010), quienes obtuvieron una mejor viabilidad, motilidad e integridad de ADN de 

espermatozoides de morueco o como Ashrafi y col., (2013) en espermatozoides de toro, 

donde la inclusión de melatonina fue de 3mM en los diluyentes y supuso una mejora de la 

motilidad y viabilidad espermática post-descongelación. Estos resultados contradictorios 

podrían deberse a diferencias en la concentración de melatonina usada o la composición del 

diluyente y tiempo de refrigeración (Hardeland, 2005; Dominguez-Rebolledo y col., 2010). 

 

De todas formas, en lo que no parece existir discrepancias es en el hecho de que la 

edad de los donantes es un factor determinante en la calidad del semen fresco, siendo en 

animales jóvenes superior conforme aumenta la edad, tal y como observamos en el último 

capítulo. De hecho, Folch (1984) ya reportó en ovinos de la raza Rasa Aragonesa que la 

concentración espermática en machos de 9 meses era entre el 50 al 75 % de la que 

presentan los moruecos adultos. También Martínez y col., (1998), al comparar moruecos de 

3-4 años de edad respecto a los de 1 año en las razas Coriedale, Merino Rambouillet y 

Romney Marsh, observaron que la concentración seminal se incrementaba en un 15.78 % y 

la viabilidad en un 11,58 % en los animales adultos respecto a los datos obtenidos en 

animales jóvenes.  

 

Esta tendencia a mejorar la calidad seminal con la edad se apreció también en el 

presente trabajo tras la refrigeración y criopreservación de los espermatozoides con valores 

superiores de viabilidad e integridad funcional de la membrana, actividad mitocondrial e 

integridad acrosomal en todos los tratamientos estudiados cuando los donantes eran 
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mayores de 18 meses de edad. Resultados similares en integridad funcional de membrana, 

actividad mitocondrial y estructura de cromatina compacta reportaron Lymberopoulos y 

col. (2010) en espermatozoides descongelados de moruecos de 4-5 años de edad al 

comparar con animales de 1-2 años, con un incremento de la fertilidad de más del 15% y de 

la prolificidad de más del 0.56%). Así mismo, Rodríguez-Almeida y col., (2008) también 

en espermatozoides ovinos congelados con yema de huevo al 20 % en las razas Pelibuey y 

Blackbelly encontraron valores superiores de reacción acrosómica (criocapacitación) en 

espermatozoides de animales jóvenes (1 año), aunque sin diferencias significativas en la 

viabilidad respecto a moruecos adultos. 

 

 Estos resultados se deben posiblemente a que el tamaño y el peso del parénquima 

testicular son parámetros altamente correlacionados con la producción y calidad seminal y 

también con la fertilidad. En moruecos, el volumen de los testículos aumenta paralelamente 

al crecimiento corporal, hasta que éste alcance el pleno estado adulto (Folch, 2000; Beltrán 

de Heredia, 2009; Lymberopoulos y col., 2010), por lo que moruecos de mayor edad 

producirían mayor cantidad y calidad de semen que los jóvenes, muchos de los cuales no 

habrían completado su crecimiento corporal y madurez sexual a la edad de 14 meses como 

se observa en nuestro resultados. De igual manera, la edad parece influir en los parámetros 

cinéticos analizados durante la conservación espermática. Concretamente se observó una 

superioridad debida a la edad en la mayoría de parámetros cinéticos de velocidad y 

linealidad de las trayectorias espermáticas, lo que sugiere que la edad podría favorecer la 

capacidad de resistencia de los espermatozoides a la criopreservación, como ya ha sido 

reportado en ovinos (Wiemer y Ruttle, 1987; Osinowo y col., 1988). 

 

Desgraciadamente, el análisis del posible efecto del fotoperiodo sobre la calidad 

seminal inicial y post-conservación espermática es difícil de determinar en el presente 

trabajo, ya que no existió la posibilidad de analizar el efecto de fotoperiodos distintos con 

donantes de la misma edad o viceversa. No obstante, tras el análisis del semen fresco los 

resultados parecen indicar que el fotoperiodo, una vez alcanzada la edad de 18 meses de los 

donantes, no influyó excesivamente en la viabilidad, integridad acrosomal, ni concentración 

espermática, pero sí en la capacidad de resistencia al shock hipoosmótico. De hecho, 
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mientras que se observó una tendencia a presentar una mayor resistencia al shock 

hiposomótico de los espermatozoides frescos a medida que aumentaba la edad de los 

donantes, en el caso de colectar el semen durante el fotoperiodo positivo esta tendencia no 

solo desapareció, sino que además retrocedió. Sin embargo, cuando analizamos los 

resultados obtenidos tras la refrigeración, la capacidad de resistencia al shock hipoosmótico 

fue similar en espermatozoides procedentes de individuos de 26 meses recolectados en 

otoño que la registrada en espermatozoides de individuos de 30 meses recolectados en 

fotoperiodo positivo. De hecho, entre estos dos grupos de espermatozoides, el fotoperiodo, 

teniendo en cuenta la diferencia de edad de los donantes, no parece provocar grandes 

diferencias en los parámetros estudiados, solamente en algunos de los parámetros 

descriptores del movimiento como el índice de rectitud, ALH y BCF tras la refrigeración y 

los parámetros de velocidad tras la congelación. Así, los resultados obtenidos, donde la 

influencia del fotoperiodo es poca, fueron similares a los descritos en otras razas ovinas 

como la Leccese (D`Alessandro y col., 2001), la Churra y Assaf (Mazariego y col., 2010) y 

en razas caprinas como la Murciano-Granadina (Roca y col., 1992) o la Florida (Dorado y 

col., 2003).  

 

En general, no se observaron diferencias significativas en la mayoría de parámetros 

de calidad seminal evaluados en los dos fotoperiodos y edades en estudio. Tampoco 

Aguado y col., (1994), en ovinos de la raza Manchega, observaron diferencias significativas 

en la motilidad ni integridad de las membranas acrosomal y plasmática de espermatozoides 

descongelados, ni D`Alessandro y col., (2003), en ovinos de la raza Leccesa, fueron 

capaces de encontrar diferencias en la motilidad y porcentaje de espermatozoides con 

acrosonas dañados, aunque sí obtuvieron los valores más altos de viabilidad en fotoperiodo 

negativo. Estos escasos cambios debidos al fotoperiodo encontrados en la calidad 

espermática de los moruecos de razas autóctonas de la península ibérica se deben a que son 

poco estacionales (Chagas y Silva, 1992; Jordana y Jordana 1995), como la mayoría de 

razas en la región mediterránea, las cuales están sujetas a un clima moderado y pequeñas 

diferencias entre días cortos (9 a 10 horas) y días largos (14 a 15 horas), lo que condiciona 

una cierta flexibilidad de la época reproductiva (Forcada y col., 2000). Sin embargo, 

existen estudios que indican menor capacidad fecundante del semen obtenido en primavera 
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que del recolectado en otoño (Colas, 1981; Guerin, 1990), aunque hay otros autores que 

reportan tasas de fertilidad similares, cuando se utilizó semen colectado a lo largo de todo 

el año (Hill y col., 1998). 

 

Simultáneamente al análisis de las posibles diferencias ocasionadas por el efecto de 

la edad del donante y fotoperiodo, en este último capítulo se estudió además la posibilidad 

de mejorar la calidad del semen fresco, así como tras su conservación, de los donantes 

mediante la aplicación de implantes subcutáneos de melatonina en primavera, es decir, 

fuera de la época reproductiva de los pequeños rumiantes, con el objetivo de poder 

recolectar semen para crioconservar adecuadamente, independientemente de la época del 

año. Así, observamos que con la aplicación de estos implantes se mejoró la calidad inicial 

del semen fresco, en concreto, la concentración espermática en las dos edades testadas (18 

y 30 meses de edad) y la resistencia al shock hipoosmótico sólo en espermatozoides de los 

animales de mayor edad. En cambio, ni el volumen de eyaculado, ni la motilidad masal, ni 

la integridad acrosomal, así como tampoco la morfología de las células espermáticas se 

vieron afectados por la aplicación de los implantes. En trabajos previos de Bravo y Roy 

(2003), donde se utilizaron implantes de melatonina en 12 machos de las razas Ile France y 

Merino Precoz, con muestreo semanal durante 4 meses en estación no reproductiva, 

tampoco se encontraron diferencias en volumen del eyaculado, pero sí en la concentración 

espermática a favor del tratamiento de melatonina. De hecho, existen varios estudios en 

diferentes razas donde revelan que la melatonina administrada en estación no reproductiva 

puede mejorar dicha calidad del semen (Chemineau y col., 1992; Garde y col., 1996; Kaya 

y col., 2000). 

 

Sin embargo, en el presente trabajo, la aplicación de los implantes de melatonina no 

parece mejorar la calidad espermática del semen una vez refrigerado o descongelado de 

machos de 18 y 30 meses de edad. De la misma manera, Romao y col., (2003) en moruecos 

de la razas Merina Preta y Campanica a los 66 días después del implante de melatonina tras 

evaluar el semen descongelado no observaron ninguna diferencia en los parámetros de 

calidad seminal, así como tampoco influyó en la tasa de fertilidad, cuando se compararon 

espermatozoides de animales tratados con no tratados en las dos razas, mientras que Casao 
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y col., (2007) y Kaya y col., (2000) en moruecos de diferentes razas, la aplicación del 

implante de melatonina mejoró la motilidad e integridad acrosomal tras la descongelación. 

De nuevo, estos resultados tan dispares, probablemente se deban a que la mayoría de razas 

mediterráneas son poco estacionales (Pelletier y col., 2000; Forcada y col., 2000; Azcona y 

col., 2001). Por esta razón la mayoría de tratamientos con implantes de melatonina en 

fotoperiodo positivo no alteran significativamente la calidad del semen en estas 

localizaciones geográficas. En cambio, en latitudes más elevadas, tratando los donantes con 

melatonina ha sido posible mejorar la calidad del semen descongelado (Fiser y Barra, 1984, 

Fiser y Fairfull, 1983, 1986, Zheltobrjuk y col., 1990, citados por Salamon y Maxwell, 

1995; Kaya y col., 2001), su fertilidad y prolificidad (Palacín y col., 2008). 

 

Finalmente, al analizar la calidad del semen fresco de cada uno de nuestros donantes 

a la edad aproximada de 2 años observamos que no existía diferencias significativas en los 

parámetros evaluados entre los moruecos de la raza Xisqueta y de la Aranesa, teniendo en 

cuenta que tan solo contábamos con 4 individuos de cada raza. Por otra parte, encontramos 

ligeras variaciones individuales, independientemente de la raza, en el volumen eyaculado y 

concentración seminal. Mayores fueron las diferencias entre individuos respecto al 

porcentaje de anormalidades espermáticas, pero ninguna diferencia significativa se pudo 

detectar en cuanto a la motilidad masal, viabilidad, integridad acrosomal y capacidad de 

resistencia al shock hiposomótico. Referente a este posible efecto individual ejercido por el 

donante, ya Garde, (1993) y Aguado y col., (1998) en ovinos e incluso por Barrio y col., 

(1995) en moruecos de la raza Gallega fueron capaces de describir diferencias individuales 

en el volumen, morfología espermática y concentración seminal, y, a diferencia de nuestros 

resultados, también en viabilidad, integridad funcional de sus membranas tras la prueba de 

HOST, producción espermática e integridad acrosomal. Estas variaciones existentes entre 

machos en relación a las características seminales puede atribuirse a variaciones 

individuales en el desarrollo y funcionalidad del testículo, así como su endocrinología 

(Beltrán de Heredia, 2009) puesto que la producción y calidad seminal está estrechamente 

relacionado con el tamaño testicular, o más concretamente con el peso testicular que ha 

sido ampliamente documentada en pequeños rumiantes (Vijil y col., 1986; Lincoln, 1989; 

Ritar y col., 1992; Delgadillo y col., 1995). No obstante, es preciso destacar que el número 
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de sementales que nosotros disponíamos para realizar este estudio era claramente 

insuficiente para poder obtener rotundas conclusiones. 

 

Sin embargo, la susceptibilidad de los espermatozoides a la crioconservación no fue 

igual para todos nuestros moruecos, debido a que los espermatozoides de algunos de los 

donantes sobrevivieron mejor al proceso de la congelación-descongelación con menos daño 

que otros, independientemente de la calidad inicial, tal y como ha sido reportado en 

moruecos (Evan, 1991; Thurston y col., 2001), en caballos (Amann y Pickett, 1987), en 

cerdos (Holt y col., 2005) o en toros (Eyestoney y First, 1989). 

 

 En el presente trabajo y basándose en las diferencias de calidad seminal después de 

la descongelación de los espermatozoides, los moruecos han sido clasificados como 

“buenos congeladores”, caracterizándose por presentar valores superiores en los parámetros 

de viabilidad e integridad de las membranas plasmática y acrosomal, actividad 

mitocondrial,  parámetros cinéticos de velocidad, de progresión, dirección de la cabeza, 

“regulares congeladores”, con valores medios en dichos parámetros de calidad seminal, y 

por último  “malos congeladores”, con los valores más bajos de calidad seminal 

observados. Sin embargo, muchos más estudios, con especial atención al análisis de 

fertilidad in vivo e in vitro, así como con un mayor número de individuos testados, deberían 

llevarse a cabo para poder confirmar la existencia de estas tres supuestas categorías de 

machos donantes. 

 

 De todas maneras, estas posibles diferencias en la congelabilidad entre machos 

podría deberse a una defectuosa espermatogénesis o fallas en la maduración en el 

epidídimo, principalmente en machos malos congeladores (Calvin y Bedford, 1971). Esto 

llevaría a la aparición de diferencias entre eyaculados de malos congeladores y buenos 

congeladores en parámetros como la longitud de las cadenas de ácidos grasos poli-

insaturados de la membrana citoplasmática o los niveles de colesterol de dicha membrana 

(Waterhouse y col., 2006). Otra causa podría ser diferencias en los niveles intracelulares de 

proteínas de importancia en la resistencia ambiental del espermatozoide (Holt y col., 2005; 

Hernández y col., 2007). En este sentido, se ha reportado en verracos una mayor presencia 
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de la proteína HSP90 en el semen de buenos congeladores cuando se comparan con los 

malos congeladores (Casas y col., 2010). De esta forma, los buenos congeladores tendrán 

una mayor protección contra el enfriamiento y choque osmótico producidos durante la 

congelación-descongelación. Varios estudios indican que la variabilidad en la congelación 

de eyaculados está relacionada con la línea genética de la que proceden los verracos 

(Thurston y col., 2001), si bien la heredabilidad genética para esta característica de 

congelabilidad es baja (Safranski y col., 2011). También en toros, Killian y col. (1993) 

encontraron una asociación entre los buenos congeladores y malos congeladores y la 

composición de sus proteínas del plasma seminal. En ese estudio, se observó como dos 

proteínas (26 kDa/6’2 pI y 55 kDa/4,5 pI) predominaban en los buenos congeladores, 

mientras que otras dos proteínas (16 kDa/4’1 pI y 16 kDa/6’7 pI) prevalecían en los malos 

congeladores. En moruecos, la presencia de proteínas RSVP14 y RSVP20 en el plasma 

seminal parece afectar también la calidad del semen tras la criopreservación (Barrios y col., 

2005.  
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6. CONCLUSIONES 

 

 

1. La yema de huevo en polvo puede utilizarse de forma satisfactoria en la 

refrigeración y congelación de espermatozoides ovinos, substituyendo el uso 

tradicional de la yema de huevo fresco y aportando una mayor homogeneidad y 

seguridad sanitaria en la elaboración de los diluyentes de conservación, 

independientemente de la edad del donante (1 vs 2 años), mientras que la adición de 

yema de huevo clarificada no supone una ventaja en la supervivencia tras la 

conservación. 

 

2. La eliminación del plasma seminal mediante centrifugación previa a la conservación 

del semen ovino mejora la calidad de los espermatozoides tras el proceso de 

refrigeración y congelación-descongelacion. Esta mejora parece no deberse a la 

ausencia del plasma seminal, ya que la suplementación con un 13 % de plasma 

seminal en los medios de crioconservación de los espermatozoides lavados no tuvo 

efecto en los parámetros de calidad seminal.  

 

3. La yema de huevo en polvo y la lecitina de soja muestran una similar capacidad 

crioprotectora, tanto en la refrigeración y como en la crioconservación espermática, 

siendo esta capacidad mayor cuando se complementan con glicerol en un sistema 

tampón TRIS que respecto al uso de la trehalosa y/o TEST. 

 

4. La inclusión del butil hidroxitolueno (0.6 mM) como crioprotector en sustitución a 

la yema de huevo fresco convencional no es adecuada para la criopreservación de 

espermatozoides de morueco, ya que tanto junto al glicerol como a la trehalosa, se 

obtuvieron los valores más bajos en todos los parámetros de calidad seminal 

evaluados tras la refrigeración y descongelación. 

 

5. Se recomienda la suplementación con butil hidroxitolueno como antioxidante en los 

medios de conservación, ya que mejora la calidad seminal tras la conservación, 
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independientemente del crioprotector utilizado, edad del donante/fotoperiodo o de la 

presencia o no de plasma seminal en el diluyente, especialmente en el caso de usar 

el sistema tampón TRIS y siendo la concentración óptima de 5.0 mM.  

 

6. La adición de melatonina como antioxidante a una concentración de 1mM en el 

medio de congelación no mejora la calidad seminal tras la conservación del semen 

de animales de 30 meses de edad durante el fotoperiodo positivo, aunque mejora 

ligeramenter la resistencia osmótica de los espermatozoides descongelados 

sometidos de nuevo a un shock hiposmótico.  

 
7. La aplicación de implantes subcutáneos de melatonina en nuestros machos durante 

la primavera mejoró la concentración espermática y la resistencia al shock 

hipoosmótico del semen fresco procedente de donantes de 18 y 30 meses de edad, 

aunque no mejoró la calidad espermática de los espermatozoides una vez 

refrigerados o descongelados. 

 

8. Los moruecos de 26 meses de edad presentan una mejor calidad seminal inicial en 

cuanto a una mayor concentración y resistencia al shock osmótico que animales más 

jóvenes. Asimismo, los machos de 18 meses de edad presentan mejor calidad inicial 

del semen fresco, refrigerado y descongelado que los animales de 14 meses de edad. 

No obstante, la supuesta inferioridad de los espermatozoides procedentes de 

donantes más jóvenes, en concreto de 18 meses, respecto a la de los 26 meses puede 

ser fácilmente contrarrestada con la adición de BHT en los medios de conservación, 

mejorando sustancialmente la calidad de los espermatozoides refrigerados o incluso 

descongelados, en fotoperiodo positivo. 

 

9. La susceptibilidad de los espermatozoides a la congelación-descongelación de 

manera individualizada no fue igual para todo los moruecos, lo que parece mostrar 

la existencia de individuos malos congeladores, buenos congeladores y también 

machos “regulares” congeladores, aunque muchos más estudios, con especial 

atención al análisis de fertilidad in vivo e in vitro, así como con un mayor número 
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de individuos testados, deberían llevarse a cabo para poder confirmar la existencia 

de estas tres supuestas categorías de machos donantes. 
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8. ANEXOS 

Tabla 1. Composición química de la yema de huevo en polvo  

COMPOSICION QUIMICA valor típico Unidades 
Humedad 4 %  
Energía  663 Kcal/100g 
Proteínas  30 g/100g 
Carbohidratos  0.7 g/100g 
Lípidos  60 g/100g 
Ác. Grasos saturados  20.3 g/100g 
Ác. Grasos monoinsaturados  25.3 g/100g 
Ác. Grasos poliinsaturados 7.3 g/100g 
Colesterol  2.6 g/100g 
Tiamina 0.29 mg/100g 
Riboflavina 0.4 mg/100g 
Equivalentes de Niacina 4.2 mg/100g 
Vitamina B6 0.3 mg/100g 
Vitamina B12 5 µg/100g 
Vitamina C 0 mg/100g 
Vitamina A (Eq. de Retinol)  2740 UI/100g 
Vitamina D 285 UI/100g 
Vitamina E (Eq, α- tocoferol) 9.1 mg/100g 
Vitamina K 2 µg/100g 
Biotina 53 µg/100g 
Calcio  267 mg/100g 
Fósforo  590 mg/100g 
Hierro  7.2 mg/100g 
Iodo  0.25 mg/100g 
Zinc 7 mg/100g 
Magnesio  0.19 mg/100g 
Sodio 51 mg/100g 
Potasio 243 mg/100g 
Selenio 19 mg/100g 
Bacteriológicas 
pH 5.5 - 7.0 
 Recuento total 
aerobios/gr. 

                       10.000 ucf/gr. Máximo 

 Enterobacterias/gr. 10 máximo 
 Salmonela/ 50 gr. Ausencia 
 Estafilococos aureus/gr. Ausencia 
 Organolépticas Olor, color y sabor característicos 
NIVE:  Nunspeet Hodland Eiproducten. 
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