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IV. RESUMEN 

 

El objetivo del trabajo fue medir el efecto de la suplementación del diluyente de 
semen con grenetina, alginato y agar sobre el porcentaje de espermatozoides vivos, 
motiles, con motilidad progresiva y buena integridad de membrana en muestras 
seminales de carnero almacenadas en refrigeración por 144 h. La unidad 
experimental fue una muestra de semen asignada a uno de 28 tratamientos: Control
 (no se suplemento con agentes gelificantes), G5 (5 mg de grenetina), 
G6 (6 mg de grenetina), G7 (7 mg de grenetina), GAG505 (5 mg de grenetina y 
0.5 mg de agar), GAG510 (5 mg de grenetina y 1.0 mg de agar), GAG515 (5 mg de 
grenetina y 1.5 mg de agar), GAG520 (5 mg de grenetina y 2.0 mg de agar), 
GAG605 (6 mg de grenetina y 0.5 mg de agar), GAG610 (6 mg de 
grenetina y 1.0 mg de agar), GAG615 (6 mg de grenetina y 1.5 mg de agar), 
GAG620 (6 mg de grenetina y 2.0 mg de agar), GAG705 (7 mg de grenetina y 
0.5 mg de agar), GAG710 (7 mg de grenetina y 1.0 mg de agar), GAG715 (7 mg de 
grenetina y 1.5 mg de agar), GAG720 (7 mg de grenetina y 2.0 mg de agar), 
GAL505(5 mg de grenetina y 0.5 mg de alginato), GAL510  (5 mg de grenetina y 
1.0 mg de alginato), GAL51(5 mg de grenetina y 1.5 mg de alginato), GAL520  (5 
mg de grenetina y 2.0 mg de alginato), GAL605 (6 mg de grenetina y 0.5 mg de 
alginato), GAL610  (6 mg de grenetina y 1.0 mg de alginato), GAL615 (6 mg de 
grenetina y 1.5 mg de alginato), GAL620 (6 mg de grenetina y 2.0 mg de alginato), 
GAL705 (7 mg de grenetina y 0.5 mg de alginato), GAL710 (7 mg de grenetina y 1.0 
mg de alginato), GAL715 (7 mg de grenetina y 1.5 mg de alginato), GAL720 (7 mg 
de grenetina y 2.0 mg de alginato). Las variables de respuesta (porcentaje de 
espermatozoides vivos, motiles, con motilidad progresiva y buena integridad de 
membrana) se midieron a las 0, 72 y 144 h de almacenamiento. La adición de 
grenetina, agar y alginato no mejoró ninguna de las medias de las variables de 
respuesta estudiadas. En conclusión, la adición de grenetina, algina y agar no 
mejora las medias de porcentaje de espermatozoides vivos, motiles, con motilidad 
progresiva y buena integridad de membrana en muestras seminales de carnero 
almacenadas en refrigeración por 144 h.  

Palabras clave: calidad espermática, conservación, gelificante, solido.   
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V. ABSTRACT 

 

The objective of the present study was to investigate the supplementation effect of 
gelatin, alginate and agar in semen extender on percentage of live spermatozoa, 
motile, and with progressive motility and good membrane integrity in ram semen 
samples storage for 144 h. The experimental unit was a ram semen sample assigned 
to one of 28 treatments: Control (noy supplemented with gelling agents), G5 (5 mg 
of gelatin), G6 (6 mg of gelatin), G7 (7 mg of gelatin), GAG505 (5 mg of gelatin and 
0.5 mg of agar), GAG510 (5 mg of gelatin and 1.0 mg of agar), GAG515 (5 mg of 
gelatin and 1.5 mg of agar), GAG520 (5 mg of gelatin and 2.0 mg of agar), GAG605 
(6 mg of gelatin and 0.5 mg of agar), GAG610 (6 mg of gelatin and 1.0 mg of agar), 
GAG615 (6 mg of gelatin and 1.5 mg of agar), GAG620 (6 mg of gelatin and 2.0 mg 
of agar), GAG705 (7 mg of gelatin and 0.5 mg of agar), GAG710 (7 mg of gelatin 
and 1.0 mg of agar), GAG715 (7 mg of gelatin and 1.5 mg of agar), GAG720 (7 mg 
of gelatin and 2.0 mg of agar), GAL505(5 mg of gelatin and 0.5 mg of alginate), 
GAL510 (5 mg of gelatin and 1.0 mg of alginate), GAL51(5 mg of gelatin and 1.5 mg 
of alginate), GAL520  (5 mg of gelatin and 2.0 mg of alginate), GAL605 (6 mg of 
gelatin and 0.5 mg of alginate), GAL610  (6 mg of gelatin and 1.0 mg of alginate), 
GAL615 (6 mg of gelatin and 1.5 mg of alginate), GAL620 (6 mg of gelatin and 2.0 
mg of alginate), GAL705 (7 mg of gelatin and 0.5 mg of alginate), GAL710 (7 mg of 
gelatin and 1.0 mg of alginate), GAL715 (7 mg of gelatin and 1.5 mg of alginate), 
GAL720 (7 mg of gelatin and 2.0 mg of alginate). The response variables 
(percentage of live spermatozoa, motile, and with progressive motility and good 
membrane integrity) were measured at 0, 72 and 144 h after storage. The 
supplementation of diluted ram semen samples with gelatin, alginate and agar did 
not improve any of the response variables evaluated in the present study. In 
conclusion, the supplementation with gelatin, alginate and agar did not improve the 
percentage of live spermatozoa, motile, and with progressive motility and good 
membrane integrity in ram semen samples storage for 144 h. 

Key words: conservation, gelling, solid, sperm quality. 
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1 INTRODUCCIÓN 

La inseminación artificial es una de las biotecnologías reproductivas que más se ha 

difundido en las unidades de producción animal (Gibbons et al., 2019). Su aplicación 

permite el uso de material de elevado valor genético (semen), proveniente de 

cualquier parte del mundo (Foote, 2002). Sin embargo, su efectividad en ovinos es 

determinada por un gran número de factores, tales como la metodología en sí 

misma, la anatomía del tracto reproductivo de la oveja, la raza de la oveja, la calidad 

y el volumen de semen utilizado (Macías et al., 2020; Purdy et al., 2020). 

 

La calidad del semen utilizado en la inseminación artificial es determinante para la 

obtención de buenos porcentajes de gestación. El semen puede ser utilizado en 

fresco, frio, refrigerado o congelado. En general, es bien sabido que el uso de los 

primeros tres tipos de semen ofrece porcentajes de gestaciones más elevados que 

con el semen congelado. Esto se debe a que el proceso de congelación causa 

daños estructurales al espermatozoide, los cuales comprometen su capacidad de 

desplazamiento y de fecundar al ovocito (Allai et al., 2018). Sin embargo, el uso de 

los otros tipos de semen se ve limitado por la decadencia en la fertilidad del semen 

a medida que avanza el tiempo de conservación, ya que su vida es limitada (O’Hara 

et al., 2010).  

La incorporación de diferentes diluyentes, tazas de dilución y temperaturas de 

conservación han sido utilizados con el objetivo de alargar la vida media y mantener 

la calidad del semen almacenado en liquido (fresco, frío o en refrigeración) (López-

Sáez et al., 2000; Maxwell & Salomon, 1993). Los gelificantes son sustancias que 

inducen la formación de gel o el cambio del estado líquido a uno semisólido del 

medio en el que se encuentran disueltos (Saha & Bhattacharya, 2010), tales como 

grenetina, agar y alginato. La adición de gelificantes como la grenetina ha mostrado 

efectos benéficos en muestras de semen de carnero conservadas en liquido 

(Bandeira et al., 2018), pero desconocemos la existencia de información científica 

en la que se evalué la calidad de muestras seminales de carnero en respuesta a la 

suplementación del diluyente con alginato o agar. Por tanto, es necesario realizar 
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trabajos de investigación que evalúen el efecto de la adición de alginato, agar o sus 

combinaciones con grenetina sobre la calidad de semen de carnero almacenado en 

forma líquida.  

 

2 REVISIÓN DE LITERATURA 

 
2.1 Importancia del macho en los sistemas de producción animal 

 

El macho es de gran importancia en los sistemas de producción animal. Esto se 

debe a que aporta el 50% del material genético de las crías. Además, la generación 

de crías dentro de la unidad de producción se hace imposible sin la presencia del 

macho o su material genético. Una de las formas más rápidas de realizar el 

mejoramiento genético de los animales en una unidad de producción es mediante 

la compra de machos mejoradores, para aumentar la productividad de las crías, al 

mejorar en ellas su potencial para la producción de carne, leche y lana (Cueto et al., 

2016), ya que el macho tiene el potencial de procrear con un gran número de 

hembras, y con ello afectar el progreso genético del rebaño/hato (Maquivar et al., 

2021). 

 

El impacto que tiene el macho en la producción animal obliga a que los productores 

sean cautelosos durante su compra, ya que se debe de adquirir uno que cumpla 

con las características de la raza deseada, que presente características deseables 

en su descendencia y que tenga buena capacidad de adaptación (Fourie, 2015). 

Además, se debe de examinar su potencial reproductivo, mediante el análisis de 

muestras seminales; ya que en un estudio se demostró que hasta un 60% de los 

sementales evaluados presentaron alguna alteración en su cuerpo, y 17% no eran 

aptos para la reproducción (Mozo et al., 2015).  
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Es importante mencionar que el estudio del comportamiento y fisiología del macho 

permitió el desarrollo de tecnologías reproductivas de uso cotidiano en los sistemas 

de producción animal. Por ejemplo, el desarrollo de los métodos de extracción y 

conservación de semen (Salamon - Maxwell, 2000) permitió llevar a cabo la 

inseminación artificial. Esta fue quizás la primera biotecnología reproductiva de 

aplicación masiva en todos los sistemas de producción animal, ya que permite una 

rápida y masiva difusión de características deseables de un macho con elevado 

valor genético Gibbons et al., 2019). Actualmente, algunos sistemas de producción 

se desarrollan sin requerir la presencia de sementales, ya que migraron por 

completo a la inseminación artificial, tales como los sistemas especializados de 

bovino lechero. Sin embargo, en los de producción de carne, doble propósito, ovinos 

y caprinos es común observar la presencia de sementales en las unidades de 

producción.  

 

Algunas de las funciones que realizan los sementales en las unidades de 

producción, aparte de las montas, son la estimulación sexual de las hembras para 

inducir ciclicidad, la detección del celo y el inicio de la actividad reproductiva en 

hembras pre-puberes (Orihuela-Trujillo, 2014). La inducción de la ciclicidad y la 

sincronización del celo suelen llevarse a cabo utilizando sustancias hormonales de 

aplicación exógena (Lozano-gonzález et al., 2012). Sin embargo, esto puede 

llevarse a cabo también mediante la utilización del efecto macho (Ramón-Ugalde & 

Sanginés-García, 2002). El cual consiste en la introducción repentina del macho a 

un corral de hembras, lo que ocasiona un incremento en la secreción de 

gonadotropinas, producción de estradiol y la aparición de celos (Rosa & Bryant, 

2002).  

 

En los programas de manejo reproductivo, sobre todo en los sistemas de producción 

de ovinos, la detección de hembras en celo solo es posible con la ayuda de machos 

(Mozo et al., 2015), ya que el comportamiento de ninfomanía no forma parte de las 

conductas sexuales normales de la oveja (Hulet et al., 1962). El registro del 
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momento en que la hembra presenta celo nos permite hacer la correcta 

programación de la monta o inseminación artificial. 

 

La inducción de la ciclicidad o la aparición del primer celo marca el inicio de la 

actividad reproductiva de la oveja. La aparición temprana de la pubertad es una 

característica deseable en las hembras, ya que implica que más rápido se puede 

reproducir, generar crías e ingresos a la unidad de producción. Se sabe que el inicio 

de la pubertad puede ser acelerado en ovejas pre-puberes mediante la estimulación 

temprana con carneros (Kenyon et al., 2012).  

 

Los sementales son de gran relevancia en las unidades de producción y tienen la 

capacidad de impactar más rápidamente la genética de la unidad de producción que 

las hembras. Por tanto, los machos, al igual que las hembras, deben de ser 

alimentados, cuidados y manejados apropiadamente durante todo el año, para 

maximizar su desempeño reproductivo (Cruz-Espinoza et al., 2021).  

 

2.2 Aspectos reproductivos del carnero 

 

La función reproductiva del carnero es la de producir espermatozoides para 

fecundar el ovocito de una hembra. La producción de espermatozoides capaces de 

lograr una gestación en la hembra se logra después de la pubertad. Los corderos 

pueden llegar a esta fase entre los cinco y siete meses de edad, o cuando logren el 

50% de su peso vivo adulto (De et al., 2014). En general se acepta que los machos 

han alcanzado la pubertad cuando producen 50 millones de células espermáticas 

con al menos el 10% de motilidad (Mukasa-Mugerwa & Ezaz, 1992),  mientras que 

otros autores incluyen otras características para determinar el momento de inicio de 

la pubertad, tales como el interés por la hembra en celo, la producción sostenida de 

testosterona, y la presencia de espermatozoides fértiles (Chacón et al., 2018).  
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Los ovinos se caracterizan por presentar una reproducción estacional. Es decir, 

durante una época determinada del año detienen su actividad reproductiva. Los 

ovinos suelen presentar estacionalidad reproductiva durante la época del año con 

días/fotoperiodos largos. El efecto de la estacionalidad sobre la actividad 

reproductiva tiende a ser más evidente en las razas de lana y los animales que se 

encuentran en las regiones templadas (Gündoǧan et al., 2003). La hormona 

responsable de controlar la estacionalidad de los ovinos es la melatonina. Esta 

hormona es producida por la glándula pineal y su producción se incrementa durante 

las horas de oscuridad del día (Earl et al., 1990). Los carneros suelen presentar 

variaciones a lo largo del año en las concentraciones de testosteronas, 

características testiculares y del semen, obteniéndose los valores más altos durante 

la época reproductiva (Aibazov et al., 2022). Estas variaciones están estrechamente 

relacionadas con el largo de exposición del organismo animal a melatonina, 

mientras mayor sea la exposición a melatonina, mejor será el desempeño 

reproductivo del carnero (Pool et al., 2020). 

 

El tamaño testicular en el carnero es de gran importancia, ya que se sabe que existe 

una relación positiva entre este y la capacidad de producción de espermatozoides. 

El tamaño de los testículos en los carneros adultos suele variar de 21 a 42 cm (Braun 

et al., 1980). El tamaño testicular está determinado por la raza y edad del animal. 

Además, se sabe que existe una relación positiva entre peso corporal y tamaño 

testicular, sobre todo en animales en desarrollo (Allaoui et al., 2014). El eyaculado 

del carnero tiene un color blanco lechoso, el volumen promedio por eyaculado 

puede variar de 0.8 y 1.5 mL, con una concentración espermática de dos a seis mil 

millones de células espermáticas por mililitro de semen. (Zoot et al., 2014). 

 

El carnero muestra una conducta sexual bien caracterizada. El cortejo de la hembra 

es corto, suele durar de 9 a 21 s, mientras que el número de montas puede variar 

de ocho a 16 en un periodo de 2 h (Abecia et al., 2005). La intensidad del 

comportamiento sexual depende de la raza y edad del semental, ya que la 

experiencia juega un papel fundamental en el desarrollo de los patrones 
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característicos de comportamiento del macho (Simitzis et al., 2006). 

Afortunadamente, uno o dos encuentros sexuales son suficientes para que 

sementales jóvenes muestren un desempeño sexual similar al de los adultos (Price 

et al., 1991). 

 

2.3 Espermatogénesis en el carnero 

 

La espermatogénesis es el proceso de producción de espermatozoides, el cual está 

bajo el control del eje reproductivo del macho (hipotálamo-hipófisis-testículos) 

(McLachlan, 2000). La espermatogénesis tiene una duración de 49 días, durante 

este periodo de tiempo, los espermatozoides son producidos y liberados en los 

túbulos seminíferos (Origuela, 2012). La producción consecutiva de 

espermatozoides inicia después de la pubertad, con la activación de la división 

meiótica. El proceso inicia con la transición de espermatogonias A0 a A1 (Gewiss 

et al., 2021). Los cambios necesarios que desencadenan el inicio de la 

espermatogénesis suelen presentarse a edades tempranas. Por ejemplo, la 

apertura de los túbulos seminíferos se observa a las cuatro semanas de edad 

(Nazari-Zenouz et al., 2016), y las concentraciones de testosterona se incrementan 

a partir de las dos semanas de edad (Montiel-Olguín et al., 2016). Como se 

mencionó en el apartado anterior, el tamaño de los testículos indica la capacidad de 

un carnero de su producción de espermatozoides. El crecimiento de los testículos 

es lento en los primeros meses de vida, pero se acelera después de los 120 días 

(Romero-Martínez, 2004). En general, el patrón de crecimiento de los testículos es 

creciente hasta las 49 semanas de edad (Moulla et al., 2018) 

La espermatogénesis se divide en fases, las cuales son de proliferación, división 

meiótica y diferenciación. La fase de proliferación se caracteriza por una división 

mitótica de las espermatogonias (A0, A1, A2, A3, A4, I, B), para formar espermatocitos 

primarios. En la fase meiótica, los espermatocitos primarios dan origen a los 

secundarios (Orozco, 2017). En la fase de diferenciación, también conocida como 

espermiogénesis, la espermátida sufre cambios estructurales, para diferenciarse en 
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un espermatozoide (Mendives, 2007), tales como la formación del cromosoma, 

condensación del núcleo, y la formación del flagelo (Vishwanna-Shannonn, 2018). 

 En general, la espermatogénesis es regulada por las gonadotropinas (LH y FSH) y 

testosterona. La unión de LH a sus receptores en las células de Leydig induce la 

producción de testosterona. Esta a su vez, en conjunto con FSH, serán las 

encargadas de regular el proceso de espermatogénesis, mediante la unión a su 

receptor en las células de Sertoli (McLachlan, 2000). La población de receptores a 

testosterona se incrementa significativamente durante los primeros 100 días de 

vida, al igual que el volumen de las células de Leyding y la cantidad de células de 

Sertoli (Kuntz et al., 1984). 

El incremento en la concentración sanguínea de estas tres hormonas, durante la 

época reproductiva del carnero, incrementa la producción de espermatocitos 

primarios y el diámetro testicular. Por lo que no es de sorprenderse que exista una 

relación positiva entre las concentraciones sanguíneas de LH, testosterona y el 

diámetro testicular; pero no con las de FSH (Courot - Ortavant, 1981). Sin embargo, 

se sabe que la privación de FSH conduce a una disminución en el tamaño de las 

células de Sertoli, así como en el número de espermatogonias B y espermatocitos 

primarios (Kilgour et al., 1993). 

El proceso de producción de espermatozoides se puede ver afectado por factores 

genéticos, nutricionales y ambientales. Se sabe que existe una variación natural en 

la capacidad de producción de espermatozoides entre razas. Al respecto, se ha 

reportado que la cantidad de células de Sertoli es mayor en ovinos de la raza Ile-de 

France que en los Romanov a una edad similar (Hochereau-de Reviers et al., 1987). 

Por otra parte, y de manera parecida, una subalimentación reduce la población de 

células de Sertoli (Reviers et al., 1987). En relación al factor ambiental, las 

condiciones de estrés calórico afectan severamente la producción de 

espermatozoides, ya que este proceso debe ocurrir a 5°C por debajo de la 

temperatura del animal, pero la incapacidad del animal para regular su temperatura 

compromete sus funciones fisiológicas normales. Los efectos negativos del estrés 
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calórico en la producción de espermatozoides pueden observarse hasta dos meses 

después de haber terminado la etapa de calor (Zoot et al., 2014). 

2.4 Métodos de extracción de semen 

 

La extracción de semen en los ovinos puede llevarse a cabo mediante dos métodos 

principales, la vagina artificial y el uso del electroeyaculador. El método más 

recomendado para la colecta de semen en carneros es la vagina artificial, ya que 

este es menos estresante para el animal, y simula de mejor manera el proceso 

natural (monta) que culmina con la eyaculación del macho (Cueto et al., 2016). 

La vagina artificial estimula la eyaculación del macho mediante la simulación de la 

temperatura y presión que genera el canal vaginal de la oveja. Los componentes de 

la vagina artificial son un tubo térmico de 17 cm de largo, una camisa interna cubierta 

con látex, un cono y tubo colector. Para preparar la vagina artificial, se aseguran los 

dos extremos del tuvo térmico, junto con la camisa interna, y se llena el espacio 

entre ellos con agua caliente (50 ºC) (Vera, 2009). 

El proceso de colecta de semen con la vagina artificial es como sigue, el operador 

asegura a la oveja en un área de sujeción, o una segunda persona ayuda a 

contenerla. El técnico, con la vagina artificial, se coloca a un costado de la oveja y 

espera a que el carnero monte a la hembra. Cuando esto ocurra, el técnico 

direcciona el pene del carnero hacia la luz de la gavina artificial, siguiendo un ángulo 

de 45°. La vagina se retira cuando el macho muestre el golpe de riñón o bien cuando 

baje de la oveja. Por último, se verifica la presencia del eyaculado en el tubo colector 

(et al., 2021a).  El volumen del eyaculado obtenido con vagina artificial puede variar 

de 0.8 a 3.0 mL, con una concentración de hasta siete millones de células 

espermáticas por mililitro (Ulloa, 2017). 

 

La frecuencia con la que su puede llevar a cabo la colecta de semen con vagina 

artificial dependerá de factores, tales como el libido, condición corporal y 

temperamento del semental; pero se pueden realizar hasta tres saltos diarios, por 
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un periodo de hasta cinco días, tomando en cuenta descansos de dos a tres días 

(Gibbons, 2012) 

La colecta de semen con el electro-eyaculador se basa en la simulación de los 

impulsos nerviosos que envía el cerebro a las glándulas accesorias. Para lograr 

esto, el electro-eyaculador se coloca en el recto del semental, la parte emisora de 

las descargas eléctricas se posiciona en el piso del recto, con dirección a las 

glándulas accesorias. Las descargas eléctricas (1 a 15 V) (Ulloa, 2017) estimulan la 

erección y la secreción de los productos de las glándulas accesorias, para formar el 

eyaculado (Byrne et al., 2000). Este método se utiliza en carneros que no están 

entrenados con vagina artificial o en aquellos en los simplemente ha sido imposible 

obtener una muestra de semen con la vagina.  Durante la extracción de semen con 

este método, las descargas eléctricas generan un incremento en las 

concentraciones sanguíneas de cortisol y frecuencia cardiaca (Vishwanna-

Shannonn, 2018). En general, es un proceso estresante e incómodo para el carnero. 

En algunos casos se hace necesario el uso de anestésicos antes de utilizar el 

electro-eyaculador (Merino, 2015). 

 

2.5 Análisis de muestras seminales 

 

Las muestras de semen son analizadas para determinar la fertilidad del semental. 

Algunas de las variables que se miden durante el análisis de muestras seminales 

son la motilidad, la concentración espermática, color, pH, el número de 

espermatozoides vivos, el porcentaje de anormalidades y la integridad de la 

membrana espermática (De et al., 2014). A excepción del color, que puede ser 

evaluado a simple vista, el resto de las variables requiere de equipos especializado 

para su medición (Vishwannath-Shannon, 2012). El maneo de la muestra de semen 

es de vital importancia, ya que si esta no se maneja correctamente se pueden 

obtener valores perjudiciales para la evaluación del semental. En general, se deben 

de evitar los cambios bruscos de temperatura y el contacto con otras sustancias. 

Además, se debe de asegurar la limpieza del recipiente contenedor, para evitar su 

contaminación con bacterias (Luis et al., 2015). 
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El semen debe ser de consistencia cremosa y un color lechoso.(Alcides, 2009). En 

general, se asume que muestras con elevada concentración espermática tienden a 

tener un color blanco-lechoso. Mientras que muestras con una baja concentración 

espermática tienden a tener una apariencia turbia-transparente (Salamon & 

Maxwell, 2000b). En el caso de que el animal este pasando por un proceso 

infeccioso o haya sufrido alguna lesión física, el color del semen puede cambiar. 

Los colores rojizos y marrón indica presencia de sangre. Muestras de semen con 

estas coloraciones deben de ser desechadas, y el semental deberá de ser atendido 

(Gibbons, 2002). 

El color de la muestra se registra inmediatamente después de la colecta de semen. 

La siguiente variable que se registra es el volumen. Este se registra directamente 

en el tubo colector (González, 2009). El pH se determina con potenciómetro, el del 

semen de carnero es de 6.2- 7.3, pero puede hasta los 7.5 (Guthrie et al., 2002).  

La motilidad masal mide el vigor de las olas producidas por los espermatozoides en 

movimiento. Este tipo de motilidad solo se puede apreciar en especies que 

produzcan eyaculados con elevada concentración espermática. La escala de 

medición es de 0 a 5, cero es indicativo de no motilidad y cinco de motilidad 

vigorosa. La motilidad se mide con microscopio, utilizando una micro-gota de semen 

a 37 °C.(Gibbons, 2002). 

La presencia de células espermáticas motiles se relaciona con la capacidad 

fecundante del espermatozoide, para contar la cantidad de espermatozoides motiles 

se utiliza una muestra de semen diluida. La muestra se observa con microscopio y 

se determina el número de células espermáticas con algún tipo de movimiento, 

valores inferiores al 40% son indicativos de problemas de fertilidad (Bertha et al., 

1999). 

La concentración espermática es el número de espermatozoides por unidad de 

volumen, se expresa en millones por mililitro de eyaculado. Esta variable puede ser 

medida con la ayuda de la cámara de neubauer y por espectrofotometría. La 

exactitud de la medición dependerá de la habilidad del técnico y la precisión del 

equipo utilizado (Maya, 2010). 
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La medición del número de células espermáticas normales y vivas se lleva cabo 

utilizando la tinción eosina- nigrosina. La membrana celular de los espermatozoides 

sirve como barrera al paso de tinciones. Los espermatozoides vivos no permiten la 

entrada de colorantes a su medio intracelular, mientras que los muertos las 

absorben (Carrascosa et al., 2001). La muestra de semen se mezcla con volúmenes 

iguales a la tinción, se hace un barrido con la mezcla sobre un porta objetos. La 

muestra se observa con el microscopio, los espermatozoides que estaban vivos 

aparecerán con una coloración blanca (Ramírez, 1974). Las anormalidades se 

pueden presentar en todas las partes del espermatozoide (cromosoma, cabeza, 

cuello, y cola) (Miquel, 2009). El eyaculado de carnero se considera anormal cuando 

las formas anormales son menores al 15%. Las formas anormales de los 

espermatozoides están asociadas con inmadurez sexual, procesos degenerativos y 

enfermedades (Chanapiwat et al., 2012; Madeira et al., 2013). 

La integridad de la membrana espermática es fundamental para su metabolismo, e 

imprescindible para la fecundación, ya que participa en el reconocimiento y 

transporte de moléculas (Joly et al., 1999). La prueba de integridad de membrana 

se mide colocando la muestra de semen en un medio de presión hiposmótico. Esto 

causa la entrada de agua en el interior de la célula, el hinchamiento y enrollamiento 

del flagelo. Los espermatozoides con membranas dañadas no experimentan ningún 

cambio en el flagelo (Mendives, 2007). Se espera que los eyaculados frescos 

tengan más del 60% de espermatozoides con buena integridad de membrana (De 

et al., 2014). 

2.6 Métodos de conservación de semen  

 

El semen puede ser utilizado en fresco o enfriado, refrigerado o congelado para 

alargar su vida media y utilizarlo en el momento más oportuno. Esto se logra 

mediante la incorporación de diluyentes, los cuales suelen contener una fuente de 

energía, antibióticos y amortiguadores de pH (Galián et al., 2021b). La dilución del 

semen se hace tomando en cuenta la concentración inicial de la muestra. Se agrega 

la cantidad de diluyente que nos permita obtener la concentración final deseada en 
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cada dosis (100, 150 y 300 millones de espermatozoides para la inseminación 

cervical con semen fresco, enfriado y refrigerado, respectivamente). La adición del 

diluyente debe de hacerse de tal manera que se minimice cambios bruscos de 

temperatura. (Facultad & Agropecuarias, 2017). 

El semen fresco se usa inmediatamente después de su recolección, la temperatura 

de mantenimiento suele ser de 28-30 ºC. La inseminación de hembras con este tipo 

de semen suele dar los porcentajes de gestación más elevados (65-70%) (Merino 

Australiano, 2015). La recomendación es utilizar este semen durante la primera 

hora, después de su colecta (Bertha et al., 1999). La principal desventaja de utilizar 

el semen fresco es que su vida media es corta, aunque suele ser utilizado con 

frecuencia ya que su corto almacenamiento no requiere mayor inversión económica 

(Guerra, 2015). 

El semen enfriado se conserva por un periodo de ocho horas a una temperatura de 

15 ºC, mientras que el refrigerado suele mantenerse a 5 ºC (Cueto et al., 2016). La 

ventaja de utilizar semen enfriado o refrigerado es que se incrementa la vida media 

del espermatozoide, pero la fertilidad de las muestras disminuye conforma avanza 

el tiempo de conservación. (Vishwannath-Shannon, 2012). 

 

El semen congelado se mantiene en nitrógeno líquido a temperaturas de -196 °C, 

su vida media es indefinida, siempre y cuando se mantengan niveles adecuados de 

nitrógeno líquido dentro del tanque criogénico. La principal ventaja de utilizar semen 

congelado es que se tiene acceso al material genético de sementales de cualquier 

parte del mundo, y se pueden utilizar en el momento más conveniente. Las 

principales desventajas de utilizar este semen, son el gasto económico por 

mantenimiento de las pajillas en el tanque criogénico y, en general se obtienen 

porcentajes de gestaciones inferiores a los obtenidos cuando se utiliza semen 

fresco, enfriado o refrigerado (Felipe & Guerra, 2015). 

 

2.7 Diluyentes de semen 
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Los diluyentes se utilizan para alargar la vida media del espermatozoide, 

incrementar su volumen, y reducir su concentración por unidad de volumen. Esto 

con el objetivo de inseminar el mayor número de hembras posible (Vishwanath - 

Shannon, 2000). Como se mencionó con anterioridad, los diluyentes deben 

amortiguar los cambios de pH, deben de proveer una fuente de energía para el 

espermatozoide, impedir el crecimiento de bacterias y eliminar las presentes. Los 

antibióticos se seleccionan dependiendo de su compatibilidad con el pH del 

diluyente; por ejemplo, la penicilina y la estreptomicina son estables en diluyentes a 

base de citrato (Vargas, 1.997). Algunos de los componentes más comunes de los 

diluyentes son tris, citrato, glucosa o fructosa y penicilina (De et al., 2014).  

 

Otro componente importante de los diluyentes comerciales son los crioprotectores. 

Estas sustancias permiten moderar los cambios de concentraciones en los solutos, 

mantienen el equilibrio entre el agua que se encuentra en los espacios extra e 

intracelular. Además, unas las virtudes más importantes de los crioprotectores es 

que disminuyen la formación de cristales de hielo y estabilizan la membrana celular 

(Galián 2021a). El glicerol es el crioprotector más utilizado en la conservación de 

muestras de semen, sierve como solvente, su efecto en el semen es posible debido 

a que tiene un punto de congelación más bajo que el del agua, minimizando la 

concentración extracelular de solutos (Vishwanath - Shannon, 2000). Se debe de 

tener cuidado con el uso de glicerol, ya que a concentraciones elevadas puede ser 

toxico para las células (Facultad & Agropecuarias, 2017). 

Adicional a los componentes tradicionales de los diluyentes, se suelen incorporar 

sustancias que sirven como fuente de energía y ayudan a minimizar el choque 

térmico, tales como la yema de huevo, agua de coco y leche (Joly et al., 1999). 
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2.8 Efectos del proceso de conservación del semen sobre la calidad 

espermática 

 

El proceso de conservación de semen ocasiona daños estructurales en el 

espermatozoide  (Cardona, 2010). En algunos casos se observa daño a nivel de 

membrana celular, lo que da como resultado una capacitación prematura y se 

reduce la supervivencia del espermatozoide dentro del tracto reproductivo de la 

hembra (Vishwanath - Shannon, 2000). Además, se observa una disminución en la 

motilidad y capacidad fecundante, lo que explica en parte las menores tazas de 

gestación obtenidas en hembras inseminadas con semen conservado en 

comparación con el fresco (Nunes et al., 1982; De et al., 2014). Otras alteraciones 

observadas por efecto de la conservación de semen a bajas temperaturas incluyen 

la aglutinación de proteínas, perdida de selectividad de la membrana y alteración en 

las funciones fisiológicas normales (Rizkallah et al., 2022).  

La disminución en la calidad del espermatozoide conforme avanza el tiempo de 

conservación se debe a la acumulación de productos del metabolismo espermático 

que pueden llegar a ser tóxicos, tales como las especies reactivas de oxígeno, las 

cuales causan lipoperoxidación y perdida de integridad de la membrana celular 

(Salamon - Maxwell, 2000a).  

En una serie de experimentos se observó que la temperatura de conservación tiene 

un efecto directo en la calidad del semen de carnero. El almacenamiento de semen 

a 5 °C mantiene mejorares valores de motilidad seminal y vialidad después de 72 h 

de almacenamiento en comparación con muestras mantenidas a 15 °C. Además, 

se observó la capacidad fecundante del espermatozoide disminuye después de las 

24 h de almacenamiento (O’Hara et al., 2010). De manera similar, los porcentajes 

de ovejas gestantes disminuyeron 44% cuando fueron inseminadas con semen 

almacenado por 96 h en comparación con el conservado por 24 h (Fernández Abella 

et al., 2014). En general, los porcentajes de gestaciones disminuyen cuando la 

inseminación, por vía cervical, se realiza con semen conservado por más de 24 h, 

aunque los espermatozoides pueden mantener su capacidad fecundante aun 
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después de 10 días de almacenamiento, cuando se utiliza la inseminación 

intrauterina (Maxwell - Salomon, 1993). 

El tipo de diluyente utilizado tiene un efecto directo sobre la viabilidad y fertilidad del 

semen. Después de un periodo corto de almacenamiento (24 h) se demostró que 

las muestras seminales conservadas con diluyentes a base yema de huevo y soya 

mantienen un 20% más de espermatozoides motiles y con mayor velocidad que las 

conservadas con diluyentes a base de leche (Maksimović et al., 2018). En otro 

estudio, se evaluó el efecto del tipo de diluyente, pero por un periodo de 16 días, se 

encontró que las muestras de semen conservadas con un diluyente a base de 

trehalosa mantienen de mejora manera los porcentajes de espermatozoides 

motiles, que los conservados con diluyentes a base de tris y leche descremada 

(López-Sáez et al., 2000). 

El daño oxidativo que se produce al espermatozoide ha sido de gran interés para 

los investigadores, ya que los daños causados al espermatozoide son irreversibles. 

Con el objetivo de reducir los daños causados por el estrés oxidativo, se han 

implementado diferentes protocolos de conservación, así como el uso de diversos 

diluyentes. Además, se ha estudiado el efecto de la incorporación de vitaminas, 

enzimas, aminoácidos, azucares y extractos de plantas sobre la producción de 

especies reactivas de oxígeno y el daño oxidativo (Allai et al., 2018b). Otros han 

estudiado la inclusión de agentes gelificantes, los cuales serán revisados en el 

siguiente apartado. Sin embargo, no se tienen un método definitivo de conservación 

de semen en refrigeración, que no cause daño al espermatozoide.  

 

2.9 Uso de gelificantes en la conservación de semen 

 

Los hidrocoloides o agentes gelificantes son polímeros de cadena larga que se 

caracterizan por su capacidad de espesar y gelificar el medio liquido en el que se 

encuentran disueltos. Estos agente gelificantes tienen una gran capacidad de 

grupos hidroxilo, los cual les confiere una gran afinidad con las moléculas de agua. 

La capacidad que tiene un agente gelificante de realizar su acción dependerá de su 
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concentración, el tipo de agente utilizado, el pH del medio en el cual se está 

utilizando y la temperatura (Saha - Bhattacharya, 2010). Algunos agentes 

gelificantes incluyen a la grenetina, agar-agar y alginato.   

 

La grenetina es un polímero natural que se hace a partir de la degradación hidrolítica 

de colágeno. Este último puede ser tratado de so maneras distintas, para la 

obtención de la gelatina, una forma acida y otra alcalina. Los principales 

componentes de la grenetina son la glicina, prolina e hidroxipolina (Alipal et al., 

2019). Tiene propiedades de viscosidad y transparencia, contiene 85% de 

proteínas, 12% de agua y de 1 a 2% de sales. La rigidez y fuerza de la grenetina se 

mide en gramos BLOOM. (Nieves, 2018). Algunas fuentes de grenetina son los 

huesos, pieles y cartílagos de animales. (Mercedez, 1974). 

 

La grenetina es de uso común el medio culinario para elaborar gelatinas en frio, 

flanes, yogures, helados, etc. Suele presentarse como un polvo de color amarillento, 

su sabor es insípido y sin olor. Se recomienda conservarlo en un lugar limpio, fresco 

y seco, alejado de la luz y el calor, con una temperatura entre 2 y 3 °C. Su modo de 

uso es disolver el líquido que se desea gelificar, y calentar hasta la ebullición.( 

Gayoso, 2018). 

 

El alginato es otro agente gelificante, se clasifica como un polisacárido, se encuentra 

presente en las algas marinas (Laminaria hyperborea, Ascophyllum nodosum y 

Macrocystis pyrifera), siendo hasta el 40% de su peso. (Martin, 2003). Otras fuentes 

de alginato son las bacterias de los géneros Azotobacter y Pseudomonas (He et al., 

2020). El alginato tiene propiedades hidrofílicas, y está compuesto por los ácidos 

manurónico y gulurónico (Severino et al., 2019). En la naturaleza el alginato existe 

como una mezcla de sales de cationes que se encuentra en la sal marina, tales 

como sodio, magnesio y calcio. La extracción del alginato se lleva a cabo mediante 

la adición de ácidos, para producir alginato ácido, el cual es neutralizado con una 

solución de hidróxido de sodio o bicarbonato, lo que da como resultado el alginato 

de sodio (He et al., 2020).  



17 

 

Alginato y sus subproductos se utilizan para gelificar y crear esferas en el área 

culinaria. Además, el alginato tiene aplicaciones en el área farmacéutica, medicina 

human, e ingeniería (Zhang - Zhao, 2020). En el área de medicina human se ha 

utilizado como un transportador de medicamentos para tratar el cáncer (Reig-Vano 

et al., 2021).  

 

El agar es un polisacárido producido por la pared celular de las algas rojas (Chen 

et al., 2021). Está compuesto por una mezcla de agaropectinas (fracción no 

gelificante) y agarosa (fracción gelificante) (Mostafavi - Zaeim, 2020). La función 

natural del agar es una similar a la de la hemicelulosa en las plantas terrestres, pero 

con mayor flexibilidad, provee resistencia contra patógenos y funciona como un 

buffer (Lee et al., 2017). La extracción de del agar se lleva a cabo al hervir las algas 

para separar la goma de agar, la cual se disuelve en el agua. Posteriormente, el 

agar se separa por una serie de procesos de congelación y descongelación 

(Mostafavi - Zaeim, 2020). Algunas de las aplicaciones del agar incluyen a la 

producción de cubiertas comestibles de empaques de alimentos y como gelificantes 

de líquidos (Mostafavi - Zaeim, 2020). 

 

Los gelificantes también han sido utilizados para gelificar los diluyentes de semen. 

La adición de 1.5% de grenetina al diluyente de semen de verraco mantuvo la 

morfología en muestras almacenadas por 72 h en comparación con las que no 

contenían grenetina. Además, la presencia de grenetina disminuyo el movimiento 

retrogrado de semen durante la inseminación artificial de las cerdas (Corcini et al., 

2011). En carneros, la adición de 1.5% de grenetina al diluyente redujo la caída de 

los valores de motilidad e integridad de membrana por efecto del almacenamiento 

(48 h). Además, el número de ovocitos fecundados se incrementó cuando se utiliza 

semen conservado con gelatina por un periodo de 24 h en comparación con el 

semen conservado de manera tradicional (Yániz et al., 2005). En conejos, se 

observó que la adición de 1% de gelatina al diluyente mejoró el porcentaje de 

espermatozoides viables después de 72 h de almacenamiento en comparación con 

las muestras control (Nagy et al., 2002). 
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Alginato ha sido utilizado ampliamente para la microencapsulación de 

espermatozoides. El alginato cuan es depositado, en forma de gotas, en una 

solución de calcio, inmediatamente solidifica la parte externa de la gota, dejando en 

estado líquido el interior (Nebel et al., 1993). En cerdos, la microencapsulación de 

semen incrementa la longevidad del semen, manteniendo su motilidad, después de 

72 h de almacenamiento (Huang et al., 2005). Resultados de investigación en 

búfalos muestran que los efectos benéficos del alginato se deben a que este 

incrementa la capacidad antioxidante del diluyente (Kumar et al., 2019), lo que se 

traduce en una célula espermática más saludable.   
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3 JUSTIFICACIÓN 

La calidad del semen de carnero disminuye conforme se incrementa el tiempo de 

almacenamiento en liquido (refrigeración) (López-Sáez et al., 2000). La 

suplementación del diluyente de semen con diferentes productos, antioxidantes, 

tiene la finalidad de incrementar la vida media del espermatozoide en 

almacenamiento (Salamon - Maxwell, 2000a). Sin embargo, no existe un método 

definitivo que permita conservar la calidad del semen refrigerado de manera 

indefinida. 

La adición de agentes gelificantes, tales como grenetina y alginato, han sido 

promisorios en preservar algunas características relacionadas con la calidad de 

semen en refrigeración. Es importante hacer hincapié en la importancia de este 

aspecto, ya que se conoce que la fertilidad de las muestras de semen conservadas 

disminuye después de 24 h de almacenamiento (Maxwell - Salomon, 1993). Esto 

limita demasiado la ventana de tiempo en la cual se puede utilizar este tipo de 

semen, con la certeza de obtener buenos porcentajes de gestaciones.  

 

La adición de grenetina al diluyente de semen de carneros, conejos y machos 

cabríos ha mostrado ser efectiva en incrementar la vida media del espermatozoide 

conservado en forma líquida (López-Gatius et al., 2005; Salvador et al., 2006; Yániz 

et al., 2005). De manera similar, la incorporación de alginato al medio de 

conservación reduce los impactos negativos del efecto del tiempo de conservación 

sobre la calidad de muestras seminales de toros, búfalos y cerdos (Corcini et al., 

2011; Kumar et al., 2019; Perteghella et al., 2017). En relación al agar, no tenemos 

conocimiento de información publicada donde se evalué el efecto de este gelificante 

en aspes relacionados con la calidad y fertilidad de muestras seminales. Además, 

desconocemos la disponibilidad de información que describa el uso combinado de 

agentes gelificantes en muestras de semen de carnero. 
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4 OBJETIVO 

Medir el efecto de la adición de agentes gelificantes (grenetina, agar y alginato) al 

diluyente de semen sobre el número de espermatozoides vivos, motiles, con 

motilidad progresiva y buena integridad de membrana en muestras seminales de 

carnero almacenadas en refrigeración. 

 

5 HIPÓTESIS 

La adición de agentes gelificantes (grenetina, agar y alginato) al diluyente de semen 

mejora el número de espermatozoides vivos, motiles, con motilidad progresiva y 

buena integridad de membrana en muestras seminales de carnero almacenada en 

refrigeración, en comparación con las muestras no suplementadas con gelificantes. 
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6 MATERIALES Y MÉTODOS 

 
6.1 Ubicación 

 

El estudio se llevó a cabo en la Unidad de Producción de Ovinos del Instituto de 

Ciencias Agrícolas (ICA) de la Universidad Autónoma de Baja California. Durante 

todo el experimento, los animales fueron tratados de acuerdo a los lineamientos de 

bienestar animal establecidos por el “Canadian Council on Animal Care” (CCAC, 

2009).  

 

6.2 Animales y diseño experimental 

 

Se utilizó una muestra de semen hetero espermática obtenida de dos carneros 

adultos (Dorper x Pelibuey x Katahdin) mediante vagina artificial. Inmediatamente 

después de la colecta, se determinó la motilidad masal y concentración espermática 

mediante microscopio (Velab-B4, Microscopio binocular), siguiendo metodologías 

previamente descritas (Gore et al., 2020), sólo se utilizó la muestra si presentaba 

motilidad masal ≥ 3.  

La muestra hetero espermática fue diluida con un diluyente mercial (Tryladyl, 

Minitube) hasta obtener una concentración de 40×106 mL-1, de la cual se tomaron 

200 µL, para ser incorporados a uno de 28 tratamientos (Cuadro 1). El volumen final 

de cada tratamiento fue de 2000 µL. La preparación de cada tratamiento se llevó a 

cabo con el mismo diluyente utilizado en la muestra de semen. La grenetina, 

alginato y agar fueron todos de grado alimenticio.  
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Cuadro 1. Lista de tratamientos a evaluar 

Tratamiento Cantidades de agentes gelificantes 

utilizadas 

Control No se suplementó con agentes gelificantes  

G5 5 mg de grenetina 

G6 6 mg de grenetina 

G7 7 mg de grenetina 

GAG505 5 mg de grenetina y 0.5 mg de agar 

GAG510 5 mg de grenetina y 1.0 mg de agar 

GAG515 5 mg de grenetina y 1.5 mg de agar 

GAG520 5 mg de grenetina y 2.0 mg de agar 

GAG605 6 mg de grenetina y 0.5 mg de agar 

GAG610 6 mg de grenetina y 1.0 mg de agar 

GAG615 6 mg de grenetina y 1.5 mg de agar 

GAG620 6 mg de grenetina y 2.0 mg de agar 

GAG705 7 mg de grenetina y 0.5 mg de agar 

GAG710 7 mg de grenetina y 1.0 mg de agar 

GAG715 7 mg de grenetina y 1.5 mg de agar 

GAG720 7 mg de grenetina y 2.0 mg de agar 

GAL505 5 mg de grenetina y 0.5 mg de alginato 

GAL510 5 mg de grenetina y 1.0 mg de alginato 

GAL51 5 mg de grenetina y 1.5 mg de alginato 

GAL520 5 mg de grenetina y 2.0 mg de alginato 

GAL605 6 mg de grenetina y 0.5 mg de alginato 

GAL610 6 mg de grenetina y 1.0 mg de alginato 

GAL615 6 mg de grenetina y 1.5 mg de alginato 

GAL620 6 mg de grenetina y 2.0 mg de alginato 

GAL705 7 mg de grenetina y 0.5 mg de alginato 

GAL710 7 mg de grenetina y 1.0 mg de alginato 

GAL715 7 mg de grenetina y 1.5 mg de alginato 
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GAL720 7 mg de grenetina y 2.0 mg de alginato 

 

 

 

6.3 Manejo de la muestra 

 

Las muestras se mantuvieron en refrigeración a una temperatura de 4°C por seis 

días. Sin embargo, previo a las mediciones, cada muestra se colocó en baño María 

durante 60 segundos, transcurrido este tiempo se tomaron tres submuestras de 

cada tratamiento, en las cuales se llevó a cabo la medición de las variables de 

respuesta. La muestra original se regresaba nuevamente a refrigeración 

inmediatamente después de tomar las submuestras.  

 

6.4 Variables de respuesta 

 

Las variables de respuesta fueron el número de espermatozoides vivos, con buena 

integridad de membrana, número de células espermática motiles, y motilidad 

progresiva.  

Las variables de respuesta fueron medidas mediante microscopio y siguiendo 

metodologías previamente descritas (Gore et al., 2020). Brevemente, el número de 

espermatozoides vivos se determinó mediante el conteo de células no teñidas 

(blancas), en un barrido hecho sobre un portaobjetos (26 × 76 mm) de una mezcla 

de la muestra de semen (5 µL) y eosina-nigrosina (10 µL). La muestra fue observada 

con el objetivo de 100X. La integridad de membrana se midió como el número de 

espermatozoides con flagelos que mostraban enrollamiento después de haberlos 

mezclado con una solución hipos-motica. 

El número de espermatozoides motiles y con motilidad progresiva de determinó 

mediante el conteo de células espermáticas con algún tipo de movimiento y con 

movimiento rectilíneo. Se contaron 50 células espermáticas en cada medición de 
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cada variable de respuesta. El experimento fue repetido en cuatro ocasiones. Las 

variables de respuesta se midieron a las 0, 72 y 144 h después de la colecta. La 

medición a las 0 h: una vez preparados los tratamientos, se colocaron en 

refrigeración por 1 h para inducir la gelificación. Posteriormente, se inició el proceso 

de lectura y se consideró como la hora 0.  

6.5 Análisis estadístico 

 

Las variables de respuesta se analizaron en un diseño de bloques al azar 

generalizado bajo un modelo mixto de regresión logística, el cual se presenta a 

continuación: 

Ln (
𝑝

1−𝑝
) = βo + Mi + Sj(i) + β2T + β3T2 + Trat.k 

Dónde: 

βo = Constante 

P= P (una célula sobreviva, se mueva, sea motil o integra) 

Mi = Muestra i o bloque i (aleatorio) 

Sj(i) = efecto de la submuestra j dentro de muestra i (aleatorio) 

Trat.k = efecto del tratamiento K. 

T= Tiempo 

 

Los tratamientos fueron comparados utilizando una Prueba de Di Rienzo, Guzmán 

y Casanoves (DGC). El análisis estadístico se llevó a cabo con el programa Infostat, 

usando la opción de R (2020). Se consideró como significativo una P < 0.05. 

 

 



25 

 

7 RESULTADOS 

 
La probabilidad de encontrar una célula espermática viva, con buena integridad de 

membrana y con motilidad progresiva disminuyó en todos los tratamientos 

evaluados con forme se incrementó el tiempo de almacenamiento (Figuras 1, 2 y 3). 

 

En general, el efecto de la adición de gelificantes sobre el porcentaje de 

espermatozoides vivo, motiles, con buena integridad de membrana y con motilidad 

progresiva no fue contundente (Cuadro 2). La adición de grenetina o su combinación 

con agar o alginato no tuvo un efecto benéfico en el número de espermatozoides 

vivos después de 144 h de almacenamiento. Los valores más altos (P < 0.05) de 

espermatozoides vivos se obtuvieron en el grupo Control. Los valores más bajos (P 

< 0.05) de espermatozoides vivos (44-48%) y motiles (46-54%) se observaron en 

varias combinaciones de grenetina y alginato, pero no con agar. Los valores 

numéricamente más altos (60%) para las medias de espermatozoides motiles se 

encontraron en los grupos donde se combinó grenetina con agar (GAG610, 

GAG510 y GAG250), aunque estadísticamente estos valores no fueron diferentes 

(P ≥ 0.05) al valor encontrado en el grupo Control (59%). Los valores más altos (48-

50%) para la variable integridad de membrana se encontraron, en su mayoría, 

cuando se combinó grenetina con agar, sin diferencia estadística (P ≥ 0.05) con el 

grupo control (52%). En general, los valores más bajos (P < 0.05) (43-47%) para 

esta variable se obtuvieron en los tratamientos con las concentraciones más altas 

de grenetina, agar y alginato. Los valores numéricos más altos para la variable 

motilidad progresiva (59%) se encontraron en los grupos GAL615 y GAL520, pero 

no fueron estadísticamente (P ≥ 0.05) distintos del valor obtenido en el grupo Control 

(54%). Los valores más bajos (P < 0.05) (46-47%) para esta variable se obtuvieron 

con las concentraciones más altas de grenetina en combinación con agar y alginato.    
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Figura 1. Probabilidad de encontrar espermatozoides vivos en muestras de 
semen conservadas por 144 h con y sin (control) agentes gelificantes 
(grenetina (G), agar (AG) y alginato (AL). La primera letra de cada tratamiento 
(G) indica la presencia de grenetina, la segunda y tercera letra indican la 
presencia de agar (AG) o alginato (AL), el primer número de cada tratamiento 
indica la cantidad (mg) de grenetina, los últimos dos números de cada 
tratamiento indican la cantidad de AG o AL adicionado (0.5, 1.0, 1.5 y 2.0 mg). 
Excepción: 5 mg de grenetina (G5), 6 mg de grenetina (G6) y 7 mg de grenetina 
(G7). 
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Figura 2. Probabilidad de encontrar espermatozoides con buena integridad de 
membran en muestras de semen conservadas por 144 h con y sin (control) 
agentes gelificantes (grenetina (G), agar (AG) y alginato (AL). La primera letra 
de cada tratamiento (G) indica la presencia de grenetina, la segunda y tercera 
letra indican la presencia de agar (AG) o alginato (AL), el primer número de 
cada tratamiento indica la cantidad (mg) de grenetina, los últimos dos 
números de cada tratamiento indican la cantidad de AG o AL adicionado (0.5, 
1.0, 1.5 y 2.0 mg). Excepción: 5 mg de grenetina (G5), 6 mg de grenetina (G6) 
y 7 mg de grenetina (G7). 
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Figura 3. Probabilidad de encontrar espermatozoides con motilidad 
progresiva en muestras de semen conservadas por 144 h con y sin (control) 
agentes gelificantes (grenetina (G), agar (AG) y alginato (AL). La primera letra 
de cada tratamiento (G) indica la presencia de grenetina, la segunda y tercera 
letra indican la presencia de agar (AG) o alginato (AL), el primer número de 
cada tratamiento indica la cantidad (mg) de grenetina, los últimos dos 
números de cada tratamiento indican la cantidad de AG o AL adicionado (0.5, 
1.0, 1.5 y 2.0 mg). Excepción: 5 mg de grenetina (G5), 6 mg de grenetina (G6) 
y 7 mg de grenetina (G7). 
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Cuadro 2. Efecto (Medias±Error estandar) de la adición de agentes 
gelificantes (grenetina (G), agar (AG) y alginato (AL)) en indicadores de 
calidad se muestras seminales de carneros conservadas en refrigeración 
(4 °C) por 144 h. 

 
 

Tratamientoⴃ 

Variables de respuesta* 

Buena 
integridad 

de 
membrana 

Motiles 
Motilidad 

progresiva 

Vivos y 
muertos 

Control 0.52±0.02A 0.59±0.03A 0.54±0.07B 0.55±0.01A 

G5 0.49±0.02A 0.58±0.03A 0.52±0.07B 0.52±0.01B 

G6 0.49±0.02A 0.58±0.03A 0.53±0.07B 0.53±0.01B 

G7 0.47±0.02B 0.56±0.03A 0.53±0.07B 0.53±0.01B 

GAG505 0.49±0.02A 0.59±0.03A 0.53±0.07B 0.52±0.01B 

GAG510 0.50±0.02A 0.60±0.03A 0.53±0.07B 0.52±0.01B 

GAG515 0.50±0.02A 0.56±0.03A 0.53±0.07B 0.52±0.01B 

GAG520 0.48±0.02B 0.59±0.03A 0.54±0.07B 0.51±0.01B 

GAG605 0.48±0.02A 0.59±0.03A 0.52±0.07B 0.52±0.01B 

G6AG10 0.50±0.02A 0.60±0.03A 0.52±0.07B 0.52±0.01B 

G6AG15 0.46±0.02B 0.56±0.03A 0.52±0.07B 0.50±0.01B 

GAG620 0.50±0.02A 0.56±0.03A 0.56±0.07B 0.51±0.01B 

GAG705 0.47±0.02B 0.59±0.03A 0.51±0.07B 0.52±0.01B 

GAG710 0.46±0.02B 0.57±0.03A 0.55±0.07B 0.50±0.01B 

GAG715 0.45±0.02B 0.55±0.03A 0.47±0.07C 0.49±0.01B 

G7AG20 0.45±0.02B 0.57±0.03A 0.53±0.07B 0.49±0.01B 

GAL505 0.48±0.02A 0.57±0.03A 0.55±0.07B 0.52±0.01B 

GAL510  0.45±0.02B 0.58±0.03A 0.51±0.07B 0.49±0.01B 

GAL515 0.46±0.02B 0.55±0.03A 0.55±0.07B 0.50±0.01B  

GAL520 0.46±0.02B 0.46±0.03C 0.58±0.07A 0.49±0.01B 

GAL605 0.46±0.02B 0.51±0.03B 0.56±0.07B 0.51±0.01B 

GAL610 0.47±0.02B 0.53±0.03B 0.56±0.07B 0.49±0.01B 

GAL615 0.45±0.02B 0.53±0.03B 0.59±0.07A 0.48±0.01C 

GAL620 0.45±0.02B 0.48±0.03C 0.52±0.07B 0.46±0.01C 

GAL705 0.44±0.02B 0.58±0.03A 0.54±0.07B 0.48±0.01C 

GAL710 0.45±0.02B 0.53±0.03B 0.52±0.07B 0.47±0.01C 

GAL715 0.43±0.02B 0.54±0.03B 0.46±0.07C 0.46±0.01C 

GAL720 0.44±0.02B 0.49±0.03C 0.51±0.07B 0.44±0.01C 
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*Medias con superíndice diferente dentro de cada columna indican diferencia 
significativa (P < 0.05). 
ⴃLa primera letra de cada tratamiento (G) indica la presencia de grenetina, la 

segunda y tercera letra indican la presencia de agar (AG) o alginato (AL), el primer 
número de cada tratamiento indica la cantidad (mg) de grenetina, los últimos dos 
números de cada tratamiento indican la cantidad de AG o AL adicionado (0.5, 1.0, 
1.5 y 2.0 mg). Excepción: 5 mg de grenetina (G5), 6 mg de grenetina (G6) y 7 mg 
de grenetina (G7). 

8 DISCUSIÓN 

 
El experimento evaluó la adición de diferentes concentraciones de grenetina sola o 

en combinación con distintas concentraciones de alginato y agar sobre el número 

de espermatozoides vivos, motiles, con buena integridad de membrana y con 

motilidad progresiva en muestras seminales de carnero conservadas en 

refrigeración por 144 h. En general, el valor de las variables descendió a medida 

que se incrementó el tiempo de almacenamiento. Esta tendencia ha sido también 

reportada por otros autores (O’Hara et al., 2010). O’Hara y colaboradores 

almacenaron semen de carnero por 72 h y obtuvieron porcentajes espermatozoides 

vivos entre 55 y 68%, cuando el semen se concervó a 5 °C, pero los valores 

disminuyeron casi un 50% cuando la muestra de semen se almacenó a 15 °C. Los 

valores de espermatozoides vivos son similares a los obtenido en el presente trabajo 

de investigación. Sin emabargo, es importante recalcar que existe una diferecia 

considerable en el tiempo de almacenamiento.  

El almacenamiento de semen de carnero por 24 h a 4 °C produjo valores de 

motilidad progresiva entre 17 y 23% (Maksimović et al., 2018), los cuales son 

inferiores a los encontrados en el presente trabajo de investigación. En otro estudio 

donde se evaluó el efecto del tipo de diluyente, sobre la viavilidad de semen de 

carnero almacenado por 16 días a una temperatura de 5 °C, se obtuvieron valores 

de porcentage de espermatozoides motiles superiores al 50% hasta el día ocho de 

almacenamiento; valores similares fueron registrado para el porcentage de 

espermatozoides con buena integridad de membrana, pero hasta el día 14 de 

conservación (López-Sáez et al., 2000). En el presente estudio de investigación, 25 
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de los 28 tratamientos evaluados presentaron valores para la variable de 

espermatozoides motiles superiores al 50%, solo los tratamientos GAL720, GAL620 

y GAL520 no sobrepasaron este porcentage. Por otra parte, los valores de 

porcentage de espermatozoides con molitidad progresiva obtenidos por López-Sáez 

y colaboradores solo son comparables con los obtenidos en el grupo Control, ya 

que los tratamientos con agentes gelificantes obtuvieron valores para esta variable 

entre 43 y 50%.  

Los estudios anteriores muestran claramente que existe una gran variación entre 

los valores registrados, para las distintas variables evaluadas en la determianción 

de la calidad de una muestra espermatica. Sin embargo, se tiene un comun que los 

valores disminuyen conforme avanza el tiempo de almacenamiento de la muesra, y 

que el tipo de diluyente tiene un efecto directo sobre la vida media del 

espermatozoide. Esto se debe a caractaristicas propias de cada diluyente, tales 

como su capacidad antioxidante (Allai et al., 2018b). Lo anterior es de gran 

relevancia, ya que se ha observado que la capacidad que tiene el semen para 

responder al daño oxidativo disminuye conforme se incrementa el periodo de 

almacenamineto (Sadeghi et al., 2020). 

Además, otro factor a conciderar es la estabilidad del mismo diluyente y su 

capacidad para inhibir el creceimiento bacteriano. En un estudio se evaluo el efecto 

del tipo de diluyentes sobre diferentes variables, para medir la calidad de muestras 

seminales de toro; se encontró el comportamiento natural de las variables, el cual 

es que sus valores disminuyen conforme pasa el tiempo de almacenamiento. Sin 

emabrgo, al final del periodo de almacenamiento se observó que los valores diferian 

entre los diluyentes evaluados. Además, se registró una carga bacteriana diferente 

entre ellos. En general, el diluyente con mayor carga bacteriana obtuvó los valores 

más bajos para la variable de viabilidad espermatica, después de 24 h de 

almacenamieno (Fernandez-Novo et al., 2021). 

En el presente trabajo de investigación se utilizó el mismo diluyente de semen en 

todos los tratamientos, por lo que esta fuente de variación fue controlada. Por tanto, 
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se espera que la variación en los valores de las variables de respuesta se deba 

unicamente a la presencia de los distintos agentes gelificantes evaluados.  

La grenetina es uno de los agente gelificantes que más ha sido estudiado en la 

conservación y calidad de semen; aunque desconocemos su uso en combinación 

con otros agente gelificantes. La suplementación de semen de carnero con 1.5% de 

grenetina mejoró en 20 puntos porcentuales el porcentage de espermatozoides 

motiles (51.9 vs 31.1%), después de 72 h almacenamiento, en comapración con el 

diluyente no suplementado con agentes gelificantes. Sin embargo, no se encontró 

efecto en el procentage de espermatozoides con buena integridad de membrana 

(Gheller et al., 2018). En otro trabajo de investigación, la suplementación de 

muestras de semen conservadas por 48 h mejoró la motilidad (69.7 vs 55.3%) y la 

integridad de membran (70.3 vs 56.8%) (Yániz et al., 2005). De manera similar, la 

adición de grenetina en muestras de semen de machos caprinos conservadas por 

72 h a 5 °C mejoró la motilidad espermatica (67 vs 61%) (Salvador et al., 2006). 

Resultados beneficos de la adición de grenetina sobre la calidad de muestras 

seminales han sido tambien reportados en cerdos (Corcini et al., 2011) y conejos 

(López-Gatius et al., 2005). 

En el presente trabajo de investigación, las muestras de semen fueron conservadas 

por 144 h. A diferencia de los resultados reportados por otros investiagdores 

(Salvador et al., 2006; (Yániz et al., 2005); Gheller et al., 2018), la suplementación 

con grenetina o su combinación con otros agentes gelificantes no mejoró ninguna 

de las variables de respuesta evalaudas en el presente trabajo de investigación. Se 

cree que el efecto benefico de la adición de gelatina se debe a que minimiza la 

sedimentación de células espermaticas, lo que reduce cambios en el medio de 

conservación. Además, la conservación de muestras seminales con grenetina 

disminuye la actividad metabolica  (Corcini et al., 2011) y la producción de desechos 

metabolicos por parte de la célula espermatíca (Salvador et al., 2006).  

Las razones por las cuales la adición de agentes gelificantes no mejoraron ninguna 

de las variables de respuesta evaluadas en el presente trabajo de investigación 

pueden ser las siguientes: los resultados compartidos en el presente trabajo de 
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investigación muestran las medias obtenidas de las mediciones realziadas a las 0, 

72 y 144 h; es probable que si se realizan las comparaciones de las medias, 

unicamente tomando en cuenta los valores colectados a las 144 h, podramos 

detectar diferencias significativas, al igual que el resto de la evidencia cientifica 

disonible (Salvador et al., 2006; (Yániz et al., 2005); Gheller et al., 2018). Sin 

embargo, estos análisis de resultados pertenecen a otro documento de 

investigación. Otra posible razón de la ausencia de efecto en las variables 

evaluadas puede ser el reducido número de repeticiones del experimeno (cuatro). 

Por ultimo, aun cuando se espera en efecto benefico en los valores de las variables 

de respuesta, por efecto de la adición de gelificentes, es probable que la adición de 

estos gelificantes causará alguna alteración quimica en el diluyente, que condujerá 

a valores reducidos al momento de llevar a cabo la lectura de las variables al tiempo 

cero (Figura 2). 

 Alginato ha sido utilizado comunmente para la encapsulación de células 

espermaticas. La reaccion de gotas hechas de una solución de alginato con una de 

calcio permite solificar casi de manera instantanea la cubierta externa de la gota, 

manteniendo su centro en estado liquido (Nebel - Saacke, 1995). La formación de 

estas capsulas, o tambien nombradas esferas de alginato, permite una liberación 

lenta de los espermatozoides dentro del tracto reproductivo de la hembra (Nebel 

et al., 1993). En el presente estudio, el semen no fue conservado en forma de 

capsulas, ya que la concetración de alginato no fue la suficiente para inducir la 

formación de esferas. En un estudio con cerdos, la encapsulación se llevó a cabo 

mediante la preparacipon del diluyente con 15% de alginato (Huang et al., 2005). 

Sin embargo, dosis más altas, que las incluidas en los tratamientos del presente 

estudio, resultavan en muerte del espermatozoide, por lo que se decidió utilizar las 

dosis indicadas en cada tratamiento. De manera similar, otros investigadores 

descartaron utilizar dosis por encima de 1 mg mL-1, y optaron por evaluar dosis bajas 

de alginato (0.2, 0.4, 0.6, 08 y 1 mg mL-1) (Kumar et al., 2019). El efecto negativo, 

de la inclusión de dosis altas de alginato en el diluyente de semen, es probable que 

se deba al elevado grado de viscosidad generado por alginato, incluso a bajas 

concentraciones.  
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La razón por la cual el alginato y agar se utilizaron en combinación con grenetina 

fue porque ninguno de estos agentes gelificantes logró inducir gelificación del medio 

por si mismo. La ausencia de gelificación se contraponía con el beneficio de la 

adición de agentes gelificantes, el cual es cambiar el estado fisico del diluyente, de 

liquido a semi-solido, para minimisar el movimiento del espermatozoide.  

Los estudios en los cuales se evalua la inclusion de alginato en la calidad de 

muestras seminales son limitados. En cerdos, se reportó que que la adición de 

alginato mejorá el procentage de espermatozoides motiles después de nueve días 

de almacenamiento a 5 °C (49.3 vs 13.6%). Este efecto benefico puede debserse a 

que se conoce que la adición de alginato mejora la capacidad antioxidante del 

diluyente y disminuye el crecimineto de bacterias (Kumar et al., 2019). Sin embargo, 

la adición de alginado (1%) no mejoró el porcentage de espermatozoides con 

motilidad progresiva o con buna integridad de membrana en semen de toro 

(Perteghella et al., 2017). Puede ser que este resultado se deba a un efecto negativo 

de la dosis. De acuerdo con algunos autores, alginato puede interferir con el 

movimineto del espermatozoide (Torre et al., 2000).  

 

9 CONCLUSION 

 
La adición de agentes gelificantes (grenetina, alginato y agar) no mejoró el número 

de espermatozoides vivos, motiles, con motilidad progresiva y buena integridad de 

membrana en muestras de semen de carnero almacenadas en refrigeración por 144 

h. 
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