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USO DE DILUTORES HIPERTÓNICOS EN LA CRIOPRESERVACIÓN DE
SEMEN OVINO

HYPERTONIC EXTENDERS  IN THE CRYOPRESERVATION OF OVINE SEMEN

Hernán Guerrero V. 1, Wilfredo Huanca L.1,2, Fernando Raymundo T.1, Sandra
Huerta O.1 y Daphne Ramos D.3

RESUMEN

Se evaluó el efecto crioprotector de dos dilutores hipertónicos (Trealosa y Lactosa)
sobre las características postdescongelamiento del semen ovino (n=4). La composición
de los dilutores base incluyó Tris 27.1 g/l, ácido cítrico 14.0 g/l, fructosa 10.0 g/l, glicina
10.0 g/l, yema de huevo 10.0 % (v/v) y glicerol 6.5 % (v/v). El semen colectado con vagina
artificial tuvo las siguientes características: volumen: 1.1 ± 0.1ml, concentración
espermática: 3.5 ± 0.1 x 109/ml, motilidad individual: 87.0 ± 2.4%, motilidad masal (escala 0-
5): 4.4 ± 0.2, espermatozoides vivos: 90.2 ± 3.8% y anormales 1.8 ± 0.7%. El semen fue
congelado en pajillas de 0.5 ml y conservado en nitrógeno líquido. Las pajillas fueron
descongeladas luego de 3 meses para su evaluación. Se obtuvo una motilidad individual
de 40.3 ± 5.9 y 30.0 ± 5.0% y un número de espermatozoides vivos de 34.4 ± 6.6 y 24.4 ± 5.0
para los dilutores Trealosa y Lactosa, respectivamente. El mejor resultado se obtuvo al
utilizar el dilutor hipertónico Trealosa por tener mejores características de motilidad indi-
vidual y espermatozoides vivos postdescongelamiento.
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ABSTRACT

The cryoprotectant effect of two hypertonic extenders (trehalose and lactose) on the
post-thawing characteristics of ram semen (n=4) was evaluated. The extender composition
included Tris 27.1 g/l, Citric acid 14.0 g/l, Fructose 10.0 g/l, Glycine 10.0 g/l, egg yolk
10.0% (v/v) and Glycerol 6.5% (v/v). Semen was collected in an artificial vagina. Seminal
characteristics were: volume: 1.1 ± 0.1 ml, sperm concentration: 3.50 ± 0.1 x 109/ml, indivi-
dual motility: 87.0 ± 2.4%, wave motility (scale 0-5): 4.4 ± 0.2, live sperms: 90.2 ± 3.8%, and
abnormal sperms: 1.8 ± 0.7%. Semen was frozen in 0.5 ml straws and stored in liquid
nitrogen. Straws were thawed after 3 months. Results of post-thawing evaluation were:
individual motility: 40.3 ± 5.9 and 30.0 ± 5.0%, and live sperms: 34.4 ± 6.6 and 24.3 ± 5.0%
for the Trehalose and Lactose extenders respectively. Results showed a better ram semen
cryopreservation when the Trehalose extender was used.

Key words: extender, cryoprotectant, semen, ram
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INTRODUCCIÓN

La finalidad de diluir el semen es au-
mentar el volumen del eyaculado y facilitar
la preservación de la viabilidad del esperma-
tozoide por un tiempo mayor. Un diluyente
eficiente mantiene o mejora el medio que ro-
dea al esperma suministrándole energía y pro-
tección contra productos del metabolismo y
variaciones de temperatura (Gordon, 1997).
En tal sentido, la criopreservación del semen
a través del empleo de dilutores con diferen-
tes componentes hace realidad la perpetua-
ción de las características deseables, aun
posterior a la muerte o sacrificio de los
reproductores seleccionados (Aisen et al.,
1995).

Con el fin de evitar el daño durante el
proceso de congelamiento, se han desarro-
llado numerosos diluyentes en base a amorti-
guadores de pH (tris, ácido cítrico), azúcares
de bajo peso molecular (fructuosa, glucosa)
que pasan a través de la membrana celular
sirviendo como fuente de energía para el es-
perma, agentes protectores de membrana
(yema de huevo, leche descremada) que con-
tienen macromoléculas que proveen protec-
ción contra el shock por frío, y crioprotectores
(glicerol y otros polialcoholes, aminoácidos)
que reducen la formación intracelular de cris-
tales de hielo durante el proceso de congela-
do-descongelado (Molinia et al. , 1994;
Salamon y Maxwell, 1995). Adicionalmente,
otros componentes tales como azúcares no
difundibles (lactosa, sucrosa, dextrano,
trealosa) han sido empleados porque proveen
protección al enfriamiento mejorando la res-
tauración postcongelamiento del esperma
(Chen et al., 1993; De Leeuw et al., 1993;
Woelders et al., 1997).

La criopreservación reduce la viabilidad
y fertilidad de los espermatozoides, por lo que
la inclusión de elementos para mejorar la su-
pervivencia e integridad de los
espermatozoides post-descongelamiento pue-
de resultar en tasas de concepción adecua-

das con el uso de la inseminación artificial
(Sánchez-Partida et al., 1999). Por lo tanto,
el objetivo del presente estudio fue evaluar el
efecto crioprotector en la congelación de se-
men de carnero de dos dilutores con altas
concentraciones de disacáridos (trealosa y
lactosa) sobre las características físicas del
semen de ovinos Blackbelly .

MATERIALES  Y MÉTODOS

Lugar de Estudio y Animales

Las muestras de semen se colectaron
entre abril y julio de 2003 de cuatro ovinos
Blackbelly, de 2 a 3.5 años de edad, del fun-
do «El Cortijo», situado en el km 75 de la
Panamericana Sur. El procesamiento de las
muestras se realizó en el Laboratorio de Re-
producción Animal de la Facultad de Medici-
na Veterinaria de la Universidad Nacional
Mayor de San Marcos, Lima. Se hizo una
evalución previa de los animales con énfasis
en la conformación testicular (firmeza y elas-
ticidad) y comportamiento sexual. Se confi-
naron en corrales individuales bajo un siste-
ma de crianza y alimentación similar. Los ani-
males se entrenaron por tres semanas en el
uso de la vagina artificial. Se emplearon bo-
rregas en celo para evaluar el comportamien-
to sexual de los carneros (cortejo, monta,
erección y eyaculación) y colección de se-
men (Álvarez-Córdova et al., 1999).

Colección y Evaluación de Semen

El semen se colectó con una frecuen-
cia de dos veces por semana (Ollero et al.,
1996) y por un periodo de tres meses. El se-
men, inmediatamente después de su colec-
ción, se conservó a 37 °C para su evalua-
ción. Se utilizaron los eyaculados que tuvie-
ron un volumen ?0.4 ml, una concentración
espermática superior a 2,000 x 106 esperma-
tozoides/ml, una motilidad masal ?4, una
motilidad individual ?70% y <15% de ano-
malías espermáticas (Aisen et al., 1995).
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La motilidad masal se clasificó en base
a una escala del 0 al 5 (Herman et al., 1994)
y la motilidad progresiva (porcentaje de
espermatozoides que se desplazan en varios
campos al azar) se evaluó usando semen di-
luido (10 µl de semen en 2.5 ml del dilutor
base) (Malmgrem, 1997).

La concentración de espermatozoides
(número de espermatozoides por ml) fue de-
terminada con la cámara de Neubauer (dilu-
ción 1:200). Se utilizó la coloración Nigrosina-
Eosina (Doot y Foster, 1972) en frotices de
semen para determinar el porcentaje de
espermatozoides vivos y muertos.

Dilutores

Para la preparación de 10 ml del
diluyente base Tris-trealosa, se mezcló 0.271
g de Tris, 0.14 g de ácido cítrico, 0.10 g de
fructuosa y 0.10 g de glicina. De este prepa-
rado, se tomó 9 ml y se mezcló con 1 ml de
yema de huevo fresco (previa desinfección
con alcohol de 70%).

Para el dilutor hipertónico trealosa, se
utilizó 9.35 ml del diluyente base, 0.76 g de
trealosa y 0.65 ml de glicerol para obtener 10

ml de solución. Para el dilutor Tris-lactosa
se procedió de la misma forma, utilizando
0.76 g de lactosa. Se agregó 1000 µg de
dihidro-estreptomicina y 1000 UI de penici-
lina/ml para reducir el potencial de contami-
nación de microorganismos (Herman et al.,
1994). Los dilutores fueron preparados un
día antes de la colección del semen y alma-
cenados en refrigeración (Cuadro 1).

El tiempo entre la colección de semen
y el inicio de la dilución no fue mayor de 40
minutos. Tanto el semen como el dilutor se
mantuvieron en baño maría a 35 ºC antes de
su dilución. En el tubo con semen se adicio-
nó la misma cantidad de diluyente base, ver-
tiéndola por las paredes del tubo y mezclán-
dolo suavemente. El semen diluido se some-
tió a un enfriamiento gradual, reduciendo la
temperatura de 35 hasta 5 ºC en un tiempo
aproximado de 30 minutos. Se evaluó el se-
men diluido y se agregó el diluyente
hipertónico (5 ºC) por las paredes del tubo
en tres fracciones a intervalos de 10 minu-
tos, y se dejó equilibrar por 1.5 a 2 horas.

El semen diluido se envasó en pajillas
de 0.5 ml, secándose con papel absorbente
y sellándose con alcohol polivinílico.

Cuadro 1.  Composición de dos dilutores para su utilización en la congelación de semen 
ovino 

 

Dilutor  
Componente 

Tris-Trealosa Tris-Lactosa 

Tris 27.1 g/l 27.1 g/l 
Ácido cítrico 14.0 g/l 14.0 g/l 
Fructosa 10.0 g/l 10.0 g/l 
Glicina 10.0 g/l 10.0 g/l 

Diluyente base 

Yema de huvo 
 

10.0% (v/v) 10.0% (v/v) 

Diluyente 
hipertónico 

 Diluyente base + 
Trealosa 76.0 g/l + 
Glicerol 6.5% (v/v) 

Diluyente base + 
Lactosa 76.0 g/l + 
Glicerol 6.5% (v/v) 
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Congelación y Descongelación del Semen

La congelación del semen se hizo en un
tanque de nitrógeno líquido. Las varillas,
goblets y canastillas se refrigeraron a 5 ºC
para evitar cambios de temperatura. El ran-
go de enfriamiento para el semen fue de 50-
60 ºC/min (Woelders et al., 1997). Se utilizó
un termómetro criogénico digital (DIGIsense,
Modelo N° 8528-20) para registrar la tempe-
ratura inicial y final de congelamiento.

Luego de aproximadamente tres meses,
las pajillas fueron descongeladas en un reci-
piente con agua a 37 ºC por 60 segundos. El
semen se observó en el microscopio para
evaluar la motilidad individual. Además, se
realizaron las tinciones respectivas para de-
terminar el porcentaje de espermatozoides
vivos.

Análisis Estadístico

Se midió el porcentaje de motilidad y de
espermatozoides vivos (postdescongelación).
Los datos fueron analizados mediante análi-
sis de varianza para evaluar el efecto de los
dilutores sobre el porcentaje de motilidad, así
como el porcentaje de espermatozoides vi-
vos post- descongelación.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Las características seminales de ovinos
Pelibuey y Blackbelly reportados en la litera-
tura se muestran en el Cuadro 2, en tanto
que los resultados del presente estudio se
encuentran en el Cuadro 3. Las diferencias
encontradas pueden atribuirse a la variación
normal entre individuos, método de colección
de semen, factores ambientales y factores
subjetivos de los evaluadores.

Se encontró diferencia estadística sig-
nificativa (p<0.05) entre los dos dilutores
hipertónicos, encontrándose una mejor res-

puesta en el dilutor que contiene trealosa, en
términos de motilidad y porcentaje de vivos
postdescongelamiento (Cuadro 4). Aisen et
al. (1995) trabajando con semen de ovino de
la raza Pampita no encontró grandes dife-
rencias entre motilidad inicial (76%) y
postdescongelamiento (61%) para el dilutor
a base de trealosa, a diferencia de lo encon-
trado en el presente estudio. Es posible que
el deterioro en la motilidad se haya debido a
la distancia entre el lugar de muestreo y el
lugar de procesamiento de las muestras, así
como el manejo de los eyaculados; sin em-
bargo, en otro estudio, usando un crioprotector
a base de Tris-Glucosa-Yema de huevo-Gli-
cerol- Trealosa en semen de carnero de dife-
rentes razas, se encontró una motilidad
postdescongelamiento de 38.7%, partiendo de
una motilidad inicial promedio de alrededor
de 90% (Molinia et al., 1994).

La ventaja de la trealosa con respecto
a otros criopreservantes se sustenta en la
base del efecto protector estabilizante de la
membrana celular al interaccionar con los
fosfolípidos, lo cual se refleja en la integridad
acrosomal. Además, tiene un efecto
deshidratante por ser un medio hipertónico,
resultando en una menor formación de cris-
tales dentro del espermatozoide, permitiendo
preservar áreas específicas de membrana, del
citoesqueleto y del sistema motriz (Chen et
al., 1993; Aisen et al., 1995; Woelders et al.,
1997).

CONCLUSIONES

Se concluye que el dilutor hipertónico
trealosa muestra un mejor comportamiento
en la criopreservación de semen ovino con
respecto al dilutor lactosa, posiblemente por
el efecto protector de membrana, mejorando
las características de motilidad individual y
porcentaje de espermatozoides vivos
postdescongelamiento.



45Rev Inv Vet Perú 2009; 20 (1): 41-46

Dilutores hipertónicos en la criopreservación de semen ovino

Cuadro 4.  Efecto de los dilutores Tris-Treaosa y Tris-Lactosa en la motilidad individual y 
porcentaje de espermatozoides vivos post-descongelamiento de semen de ovino 
Blackbelly 

 

Dilutor Tris-Trealosa  Dilutor Tris-Lactosa 
Animal 

Eyaculados 
(n) 

Motilidad 
(%) 

Esperm. 
vivos (%) 

 Eyaculados 
(n) 

Motilidad 
(%) 

Esperm. 
vivos (%) 

1 12 47.4 ± 11.0 38.3 ± 9.1  11 25.0 ± 7.6 17.1 ± 6.9 

2 11 25.0 ± 7.7 18.5 ± 8.3  12 23.0 ± 8.0 22.8 ± 8.0 

3 12 39.5 ± 12.0 33.1 ± 13.1  12 29.0 ± 9.6 25.6 ± 10.3 

4 12 48.9 ± 11.5 46.4 ± 16.4  11 43.6 ± 10.9 31.8 ± 11.8 

Total 47 40.3 ± 5.9a 34.4 ± 6.6  46 30.0 ± 5.0b 24.3 ± 5.0 

ab Superíndices con letras diferentes son significativamente diferentes (p<0.05) 

Cuadro 3. Valores seminales de ovinos Blackbelly utilizados como reproductores en el 
valle de Lima 

 

 Promedio Máximo Mínimo 

Volumen (ml) 1.1 ± 0.1 1.4 0.8 

Motilidad individual (%) 3.5 ± 0.1 3.3 3.8 

Concentración espermática (x 109/ml) 87.0 ± 2.4 95 80 

Motilidad masal 4.4 ± 0.2 5 4 

Espermatozoides vivos (%) 90.2 ± 3.8 95 80 

Espermatozoides anormales (%) 1.8 ± 0.7 5 0 

 

Cuadro 2.  Características seminales reportadas en la literatura científica para ovinos de 
pelo 

 

 Blackbelly1 Pelibuey2 

Volumen (ml) 1.5 ± 0.1 1.1 ± 0.2 0.6 ± 0.3 

Motilidad individual (%) 83.6 ± 1.4 75.3 ± 4.1 87.7 ± 4.6 

Concentración espermática (x 109/ml) 3.7 ± 0.2 3.6 ± 1.0 4.2 ± 1.2 

Motilidad masal - - 4.2 ± 0.2 - - 

Espermatozoides vivos (%) - - 89.2 85.4 ± 7.1 

Espermatozoides anormales (%) - - 4.5 ± 0.6 13.6 ± 5.2 
1 Quispe et al., 1998 
2 Manco, 1999, y Carmenate y Hernández, 1982, respectivamente 
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