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INTRODUCCIÓN 

La preservación del semen constituye una parte fundamental dentro de los programas de 

reproducción asistida en perros; ya que, es un proceso que compromete la fertilidad potencial 

del mismo. Los eyaculados, como muestras procesadas, deben mantener la capacidad 

fecundante (1). El uso de semen refrigerado aparece como una alternativa relativamente más 

sencilla y barata que el uso de semen congelado (2). La refrigeración, constituye una parte 

integral de las técnicas y programas de reproducción asistida en la especie canina (3). El 

interés creciente por la práctica de inseminación artificial en la reproducción de los caninos 

demanda la búsqueda de protocolos de preservación de semen que permitan un mayor tiempo 

de viabilidad espermática (4). Sin embargo, la principal limitación del semen refrigerado es 

que su calidad espermática disminuye durante el proceso de almacenamiento (5). 

Se estudiaron diferentes tipos de diluyentes por su capacidad de mantener la motilidad del 

semen canino sometido a refrigeración a través del tiempo (6). Cuya finalidad es diluir y 

aumentar el volumen del eyaculado, por lo tanto, facilitar la preservación de la viabilidad del 

espermatozoide por un tiempo mayor (7). Los dilutores del semen sirven para la preservación 

de la viabilidad y el mantenimiento de la motilidad espermática e integridad del acrosoma y 

de la membrana espermática (8). Por tanto, la preservación depende en gran medida del uso 

de dilutores (9). Sin embargo, todavía existen muchas controversias en el uso de tipos de 

dilutores, en particular en semen refrigerado. 

En el proceso de refrigeración del semen, la yema de huevo como la leche aportan 

lipoproteínas de baja densidad, especialmente fosfolípidos que actúan estabilizando las 

membranas nucleares espermáticas sin que se produzcan cambios aparentes en la composición 

de las mismas (10). El Tris y yema de huevo conservan el semen canino refrigerado (11). La 

leche descremada es de fácil preparación y bajo costo, resultaría ser una alternativa de 

conservación de semen refrigerado por algunos días en la clínica de pequeños animales (12). 

Por las consideraciones mencionadas, se realizó este estudio con el objetivo de evaluar el 

efecto de dilutores Tris y leche descremada en las características espermáticas del semen 

canino refrigerado en diferentes horas de refrigeración. 
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RESUMEN 

El objetivo del estudio fue evaluar las características espermáticas del semen canino 

refrigerado, utilizando dilutores Tris o leche descremada (LD). Se distribuyó en dos grupos de 

tratamientos (T), T1: dilutor Tris; T2: dilutor LD, cada grupo fue evaluado a 0, 12, 24 y 72 h 

de refrigeración mantenidos a 4 °C. Se utilizó 5 perros Criollos de tamaño mediano de 2 a 3 

años de edad. Se colectó semen 5 veces por animal dos veces por semana, mediante la técnica 

de manipulación digital frente a una perra en celo, luego se mantuvo en baño María a 37 °C. 

Seguidamente se evaluó la motilidad masal y total, integridad funcional de la membrana 

plasmática y vitalidad espermática. Se realizó el análisis de varianza mediante el 

procedimiento GLM del SAS y prueba de Tukey, bajo el diseño completamente al azar. El 

dilutor Tris conservó mejor (P ≤ 0.05) las características espermáticas que el dilutor LD en  

motilidad masal (Tris: 4.9 ± 0.1; 4.0 ± 0.4; 3.6 ± 0.5; 3 ± 0.4 / LD: 4 ± 0.4; 2.2 ± 0.2; 1.5 ± 

0.1; 1.0 ± 0.1), motilidad total (Tris: 89.6 ± 3.5; 86.6 ± 5.6; 83.9 ± 7.6; 80.0 ± 7.6 / LD: 84.5 ± 

5.6; 57.3 ± 13.8; 41.3 ± 10.9; 27.4 ± 6.7), vitalidad (Tris: 79.7 ± 2.7; 76.2 ± 2.9; 71.2 ± 5.2; 

58.9 ± 8.0 / LD: 68.5 ± 8.6; 44.4 ± 7.9; 31.8 ± 4.9; 21.6 ± 4.1),  integridad de la membrana 

plasmática de los espermatozoides (Tris: 80.2 ± 6.7; 76.6 ± 6.5; 72.9 ± 7.3;  65.2 ± 3.5 / LD: 

77.7 ± 9.6; 69.8 ± 5.6; 27.8 ± 3.8; 23.8 ± 4.2). Conforme fue mayor el tiempo de refrigeración 

0, 12, 24 y 72 h los espermatozoides disminuyen su motilidad masal, motilidad total, 

positividad a la prueba de endósmosis y vitalidad espermática (P ≤ 0.05). Se concluye que el 

dilutor Tris presenta mejores características de conservación en condiciones de refrigeración 

para el semen canino durante las 0, 12, 24 y 72 horas post colección frente al dilutor LD. 

Palabras clave: Espermatozoide, endósmosis, vitalidad, motilidad, dilutor. 
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ABSTRACT  

 

The aim of the study was to evaluate the spermatic characteristics of refrigerated canine 

semen, using Tris or skim milk (LD) extender. It was distributed in two treatment groups (T), 

T1: extender Tris; T2: LD extender, each group was evaluated at 0, 12, 24 and 72 h of 

refrigeration maintained at 4 ° C. We used 5 Creole dogs of medium size from 2 to 3 years of 

age. Semen was collected 5 times per animal twice a week, using the technique of digital 

manipulation against a bitch in heat, then kept in a water bath at 37 °C. Next, the mass and 

total motility, functional integrity of the plasma membrane and sperm vitality were evaluated. 

Analysis of variance was performed using the SAS GLM procedure and Tukey test, under the 

completely randomized design. The Tris dilutor retained better (P ≤ 0.05) sperm 

characteristics than the LD diluter in mass motility (Tris: 4.9 ± 0.1, 4.0 ± 0.4, 3.6 ± 0.5, 3 ± 

0.4 / LD: 4 ± 0.4, 2.2 ± 0.2, 1.5 ± 0.1, 1.0 ± 0.1), total motility (Tris: 89.6 ± 3.5, 86.6 ± 5.6, 

83.9 ± 7.6, 80.0 ± 7.6 / LD: 84.5 ± 5.6, 57.3 ± 13.8, 41.3 ± 10.9, 27.4 ± 6.7), vitality (Tris: 

79.7 ± 2.7, 76.2 ± 2.9, 71.2 ± 5.2, 58.9 ± 8.0 / LD: 68.5 ± 8.6, 44.4 ± 7.9, 31.8 ± 4.9, 21.6 ± 

4.1), integrity of the plasma membrane of the sperm (Tris: 80.2 ± 6.7, 76.6 ± 6.5, 72.9 ± 7.3, 

65.2 ± 3.5 / LD: 77.7 ± 9.6, 69.8 ± 5.6, 27.8 ± 3.8, 23.8 ± 4.2). As the cooling time was 

longer, 0, 12, 24 and 72 h the sperm decreased their mass motility, total motility, positivity to 

the endosmosis test and sperm vitality (P ≤ 0.05). It is concluded that the Tris dilutor presents 

better conservation characteristics under refrigeration conditions for canine semen during the 

0, 12, 24 and 72 hours after collection versus the LD extender. 

Key words: Spermatozoon, endosmosis, vitality, motility, dilutor. 
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CAPÍTULO I 

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

1.1 Descripción del problema 

La inseminación artificial (IA) en caninos es una práctica que brinda grandes beneficios en la 

clínica reproductiva diaria y desarrollo biotecnológico. Sin embargo, si los factores como 

estado de salud, nutrición de los reproductores, detección del momento de mayor fertilidad de 

la hembra, tipo de manejo y calidad del semen utilizado e implementación de una técnica 

adecuada, que no son adecuadamente controlados, pueden tornarse una práctica desalentadora  

(13). De otra parte, existen pocos estudios a nivel nacional que evalúen la calidad de los 

animales existentes para ser incluidos en programas de reproducción. Siendo así, necesario el 

desarrollo de estudios reproductivos (14). Dentro de los exámenes reproductivos que se 

realizan frecuentemente se tiene las evaluaciones andrológicas convencionales que incluyen, 

en general, el análisis de motilidad, vitalidad espermáticas anomalías morfológicas de los 

espermatozoides (15). Desafortunadamente, debido a la fisiología particular de la hembra 

canina, el progreso en otras técnicas de reproducción artificial ha quedado rezagado (16). 

Varios dilutores se han utilizado para mantener la fertilidad del espermatozoide (17). Se 

demostró que la composición de los diluyentes utilizados en los procesos de conservación del 

semen canino, puede afectar el tiempo de almacenamiento y la calidad de los espermatozoides 

(18). Por otro lado, el efecto de la dilución lleva a que determinados compuestos presentes en 

el plasma seminal estén en muy bajas concentraciones en el semen diluidos y alteran la 

viabilidad espermática, como por ejemplo la reducción de la concentración de 
 
potasio o de 

proteínas plasmáticas (19). La refrigeración del semen condiciona una menor tasa metabólica 

de los espermatozoides, permitiendo extender su supervivencia por periodos cortos. Se ha 

descrito que el potencial fecundante de los espermatozoides expuestos a bajas temperaturas, 

depende fundamentalmente de la resistencia de la membrana plasmática al daño causado por 

los cambios de temperatura (20). El proceso de enfriamiento del semen genera profundos 

efectos en el espermatozoide, varios de los cuales llevan daño, consecuente la reducción en su 

fertilidad  (9). 

Entre las principales limitaciones en el uso de dilutores son la falta de conocimiento sobre su 

composición, viscosidad (21). Además, el estado de nutrición y salud de los reproductores, así 

como el manejo en el momento de inseminación, semen utilizado y técnica de inseminación 
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determinarán el éxito o fracaso de la IA (13). Esta práctica nos permite la conservación para 

su utilización en programas de inseminación artificial, pero el daño que provoca el 

almacenamiento en las estructuras de la membrana se ve reflejado en una disminución de la 

viabilidad y motilidad de las células expuestas a estas condiciones (22). 

1.2 Enunciado 

 General 

¿Cuál de los dilutores, Tris o leche descremada, conserva mejor las características 

espermáticas del semen refrigerado canino a diferentes horas de refrigeración? 

 Específicos 

a) ¿Qué dilutor, Tris o leche descremada, mantiene mejor la motilidad masal y total 

de espermatozoides caninos, evaluados a diferentes horas de refrigeración? 

b) ¿Cuál de los dilutores, Tris o leche descremada, mantiene mejor la vitalidad de 

espermatozoides caninos, evaluados a diferentes horas de refrigeración? 

c) ¿Cuál de los dilutores, Tris o leche descremada, conserva mejor la integridad de 

funcionabilidad de la membrana citoplasmática de espermatozoides caninos, 

evaluados a diferentes horas de refrigeración? 

1.3 Objetivos  

 General 

Evaluar el efecto de los dilutores Tris y leche descremada sobre características 

espermáticas del semen refrigerado de canino. 

 Específicos 

a) Determinar la motilidad masal y total de espermatozoides caninos, diluidos con 

Tris y leche descremada, evaluados a diferentes horas de refrigeración.  

b) Evaluar la vitalidad de espermatozoides caninos, diluidos con Tris y leche 

descremada, evaluados a diferentes horas de refrigeración.  

c) Determinar la integridad de funcionabilidad de la membrana citoplasmática de 

espermatozoides caninos, diluidos con Tris y leche descremada, evaluados a 

diferentes horas de refrigeración. 
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1.4 Justificación  

La IA en caninos aumentó su importancia durante los últimos años, dado que la reproducción 

y crianza de perros es una afición de distribución mundial; mientras la refrigeración del semen 

canino constituye en un tema de interés para médicos veterinarios y criadores con el fin de 

mejorar la reproducción de ejemplares de alto mérito genético, comercial o afectivo; así como 

de reproductores separados geográficamente, de perras con problemas de conducta o con 

vagina estrecha, también de perros con dificultades para la cópula. Diversas técnicas son 

empleadas para la IA y la evaluación de la calidad del semen canino fresco y refrigerado, con 

el fin de predecir su fertilidad (23).    

Los diluyentes seminales tienen como principal función la protección de la integridad y 

funcionalidad de la membrana plasmática de los espermatozoides. Proveen sustratos 

energéticos y permiten la mantención de condiciones estables de pH y osmolaridad en el 

medio extracelular (24). Un diluyente eficiente mantiene o mejora el medio que rodea al 

esperma suministrándole energía y protección contra productos del metabolismo y variaciones 

de temperatura (25). Los dilutores protegen las membranas espermáticas, proveen energía, 

estabilizan el pH y la presión osmótica (26).  

La refrigeración seminal con diluyentes a base de leche descremada, son una alternativa 

sencilla y eficaz, también económicamente accesible que hacen factible y alientan a los 

profesionales de nuestro medio, para comenzar con el desarrollo de biotecnologías 

reproductivas en el perro doméstico (27). Además, considerando las necesidades clínicas 

reproductivas de diluyente seminal de fácil preparación y bajo costo que permita conservar el 

semen refrigerado por algunos días, resulta interesante considerar el uso de leche descremada 

fluida (28). Actualmente se requiere realizar la IA en perras con semen de macho deseado, por 

el tiempo de duración del celo se requiere inseminar varias veces, para ello es necesario 

mantener el semen en refrigeración. 

1.5 Delimitación 

El presente estudio involucró la evaluación de dilutores Tris y leche descremada a distintas 

horas de refrigeración de semen canino. Cuya unidad de investigación fue semen colectado de 

perros Criollos. Se realizó en el Laboratorio de Reproducción Animal de la Facultad de 

Medicina Veterinaria y Zootecnia, ubicado en Patibamba Baja, del distrito y provincia de 

Abancay, Apurímac, Perú. Durante enero a abril de 2018. 
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CAPÍTULO II  

MARCO TEÓRICO 

2.1 Antecedentes 

Con el objetivo de evaluar el efecto de dos diluyentes seminales sobre la fertilidad potencial 

de espermatozoides caninos conservados a 4 ºC, se obtuvieron 20 eyaculados mediante 

manipulación digital. Cada eyaculado fue evaluado a través de espermiograma y de la prueba 

hipoosmótica (HOST), para luego ser fraccionado y diluido en relación 1:3 con uno de los 

siguientes diluyentes: yema de huevo + TRIS (EYT) y leche descremada fluida UHT (LD). 

En el semen fresco, la motilidad progresiva (MP) fue 95.7 ± 3.6% y la respuesta a HOST de 

79.8 ± 6.6%. Para comparar el efecto del diluyente sobre la preservación de la fertilidad 

potencial, se realizaron evaluaciones de MP e integridad de membrana con HOST a las 24, 

48, 72 y 96 horas de refrigeración del semen, observándose mayores valores de MP y de 

espermatozoides dilatados en el diluyente EYT en todos los tiempos (p < 0.05). No obstante, 

los valores de MP (>70%) y HOST (> 60%) observados en cada uno de los tiempos de 

evaluación, independiente del tipo de diluyente, superaron los valores mínimos establecidos 

como adecuados para uso del semen canino refrigerado en inseminación artificial. En 

conclusión, el diluyente en base a leche descremada UHT, de fácil preparación y bajo costo, 

resulta una alternativa de uso en la clínica de pequeños animales (12).  

Los objetivos del estudio fueron evaluar y comparar el efecto de la leche desnatada con yema 

de huevo (MEY) y leche desnatada sin yema de huevo (SMI) en los espermatozoides caninos 

incubados a 4 ºC in vitro y evaluar la eficacia de MEY in vivo. Además, el efecto del 

almacenamiento refrigerado por semen antes de la congelación también se evaluó in vitro. 

Los eyaculados de 10 perros se recogieron, se combinaron, se centrifugaron y se dividieron en 

4 alícuotas y se diluyeron en uno de los siguientes 4 diluyentes: fluido prostático (PRO), 

diluyente comercial (COM), SMI o MEY. Las muestras extendidas se almacenaron a 4 °C y 

se evaluaron diariamente durante 6 días. El porcentaje de motilidad total (P < 0.01) y 

progresiva (P < 0.01), acrosomas intactos (P < 0.05) y endosmosis positiva (P < 0.01) 

disminuyó con el tiempo en los diluyentes, con COM y PRO teniendo como mejor y peores 

actuaciones, respectivamente. Además, La motilidad MEY difiere de PRO (P < 0.01) y SMI 

(P < 0.01) pero no de COM. La integridad del acrosoma fue mayor en MEY en comparación 
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con SMI (P < 0.05). Estos resultados muestran que MEY puede considerarse un diluyente 

simple, económico y eficiente para la refrigeración del semen canino (29). 

Con el objetivo de evaluar la utilización de dos diluyentes para la conservación de semen 

canino bajo condiciones de refrigeración, estudiaron los efectos del tiempo de 

almacenamiento, el grado de dilución y los niveles de fructosa, sobre la movilidad, 

morfología e integridad acrosomal del espermatozoide. Se utilizaron 5 machos adultos, sin 

raza definida (SRD), con edades entre 3 y 6 años, clínicamente sanos. Las muestras se 

obtuvieron mediante manipulación digital del pene. Cada alícuota fue diluida en proporción 

1:2., 1:4 o 1:8 hasta un volumen total de 0.5 mL, empleando como diluyentes TRIS-ácido 

cítrico yema de huevo o TRIS - Citrato de Sodio - Yema de huevo, con 1.3 o 1.6 g de 

fructosa. Inicialmente las muestras fueron enfriadas gradualmente hasta 4 °C (1 °C /4 min) y 

luego almacenadas en una nevera convencional (4 ± 2 °C). La evaluación del semen fue 

realizada antes de la dilución y a las 6, 12, 24, 48, 72 y 96 h de almacenamiento, 

determinando % movilidad masal, % viabilidad espermática, anormalidades morfológicas e 

integridad acrosomal; ésta última se evaluó mediante microscopía de contraste de fase. La 

movilidad fue evaluada por observación directa al microscopio de una gota gruesa de semen y 

calificada en una escala de 1 a 4, siendo 4 el mayor grado de movilidad. A las seis horas de 

almacenamiento no se observó diferencias significativas (P > 0.05) entre los diferentes 

tratamientos. Posteriormente, a medida que transcurrió el tiempo, la movilidad espermática 

disminuyó gradualmente, observándose los menores valores en el semen diluido en 

proporción 1:2; los efectos de la concentración de azúcar y del tipo de diluyente utilizado no 

fueron significantes. Por otra parte, los efectos del tiempo de almacenamiento sobre la 

morfología, viabilidad e integridad acrosomal, tampoco fueron significativos (30). 

Con el objetivo de comparar los efectos sobre los espermatozoides caninos de plasma seminal 

y 3 extensores comúnmente utilizados para la preservación del semen refrigerado en la 

práctica clínica. Las características evaluadas fueron motilidad espermática; velocidad; estado 

de la membrana plasmática (evaluado con una técnica de tinción de fluorescencia y prueba 

hipoosmótica); morfología acrosómica; pH; y osmolaridad del semen. Estos criterios se 

controlaron diariamente en los eyaculados de 11 perros. Los eyaculados se dividieron en 4 

alícuotas. Cada alícuota se extendió en plasma seminal autólogo, Tris - yema de huevo, leche 

- yema de huevo o crema de yema de huevo y se conservaron a 4 °C durante 4 días. En 10 de 

11 muestras de semen extendidas en plasma seminal autólogo, la motilidad ya había 
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disminuido al 0% en el día 2, y el porcentaje de espermatozoides con membranas intactas era 

menor que en los 3 extensores (P < 0.05). La motilidad hasta el día 4 fue mayor en los 

espermatozoides Tris almacenados en yema de huevo (53.6%) que en los conservados en 

leche de yema de huevo (30.4%) y crema de yema de huevo (14.1%). Los espermatozoides 

almacenados en la yema de huevo Tris también tuvieron la mayor velocidad de 

espermatozoides, mientras que no se encontraron diferencias en la membrana plasmática o el 

estado del acrosoma (P > 0.05). El extensor Tris de yema de huevo parece ser superior a los 

otros extensores analizados, para preservar el semen canino a 4 °C, aunque las diferencias no 

fueron significativas para todos los parámetros (31). 

Se recogieron eyaculados de tres perros machos de razas mixtas por día durante 3 días. El 

semen se diluyó en un diluyente de leche sólida sin grasa (NFDMS-G) o citrato de yema de 

huevo (EYC) a una concentración de 25 × 10
6
 espermatozoides / mL. Las muestras diluidas se 

expusieron a tres temperaturas de almacenamiento diferentes (35, 22 y 4 °C). También se 

investigaron tres velocidades de enfriamiento (-1.0, -0.3 y -0.1 ° C / min) a la temperatura de 

almacenamiento más baja (4 °C). El semen fue evaluado por motilidad total, motilidad 

progresiva y velocidad a las 0, 6, 12, 24, 48, 72, 96 y 120 h después de la recolección por dos 

observadores independientes. Las interacciones entre los extensores, las temperaturas y el 

tiempo después de la recolección se encontraron para cada una de las variables. El diluyente 

de glucosa sólida sin leche descremada fue superior a EYC (P < 0.05) en la preservación de 

los parámetros de motilidad espermática que se evaluaron para la mayoría de las 

observaciones. Los parámetros evaluados de motilidad espermática también fueron 

significativamente superiores (P <0.05) en el semen almacenado a 4 °C que a 35 o 22 °C para 

la mayoría de las observaciones. La motilidad progresiva y la velocidad de los 

espermatozoides en el semen enfriado a 4 °C en NFDMS-G fueron mayores (P < 0.05) a las 

velocidades de enfriamiento rápidas y medias (-1.0 y -0.3 °C) que a la velocidad de 

enfriamiento lento (-0.1 °C / min) a las 24 y 72 h, y a las 48 h, respectivamente. En 

conclusión, el presente estudio sugiere que la motilidad del espermatozoide canino está bien 

preservada cuando se agrega un extensor de NFDMS-glucosa al semen y se enfría a una 

velocidad media o rápida a una temperatura de almacenamiento de 4 °C. Se necesitan estudios 

adicionales para evaluar la fertilidad del semen almacenado de esta manera (6). 

Se llevaron a cabo dos experimentos para evaluar los efectos de seis extensores y tres niveles 

de glicerol sobre la motilidad de los espermatozoides almacenados a 5 °C. Usando un diseño 
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de eyaculación dividida, se diluyó semen de 10 perros y 12 sementales con yema de huevo tris 

(EYT), yema de huevo y bicarbonato (EGB), Beltsville F-3 (BF-3), Universidad de Cornell 

(CUE), caprogen (CAP) y extensores de leche descremada calentada (SM). Después de 

enfriar a 5 ºC, se añadió un extensor adicional que contenía 0 a 12% de glicerol para 

proporcionar una concentración final de 0, 3 o 6% de glicerol. Independientemente del nivel 

de glicerol, un porcentaje mayor (P < 0.05) de esperma canino retuvo su potencial para la 

motilidad progresiva en el extensor CAP que en los extensores EYT, SM, CUE, EGB o BF-

3. El extensor SM fue el mejor (P < 0.05) para mantener la motilidad de los espermatozoides 

equinos. La inclusión de 6% de glicerol deprimido (P < 0. 05) motilidad de los 

espermatozoides caninos, pero no hubo efecto (P > 0.05) de la concentración de glicerol en el 

porcentaje de espermatozoides equinos móviles. Para ambas especies, la interacción del nivel 

de glicerol y el extendedor no fue significativa. CAP puede ser útil para el almacenamiento de 

esperma canino a 5 °C y SM puede ser satisfactorio para el almacenamiento de esperma 

equino  (17). 

2.2 Marco referencial  

2.2.1 Semen canino 

El semen es la suspensión celular líquida que contiene los gametos masculinos y las 

secreciones de los órganos accesorios del aparato reproductor masculino, la formación de 

dicha suspensión que se forma durante la eyaculación se conoce como plasma seminal (32). 

El semen eyaculado se compone de los espermatozoides suspendidos en el plasma seminal.  

El semen canino es eyaculado en tres partes. La primera, clara y sin espermatozoides, se 

libera antes de alcanzar la erección completa. La segunda se eyacula coincidiendo con la 

reacción intensa de eyaculación; es ésta la parte en que van los espermatozoides.  La tercera 

es un fluido claro que se eyacula mientras los animales están trabados (33). 

2.2.2 Producción de espermatozoides 

Constituye un proceso complejo mediante el cual se producen los espermatozoides (células 

germinativas masculinas) en los tubos seminíferos de los testículos (34). Las espermatogonias 

que son las precursoras de los espermatozoides, se dividen en (mitosis) para dar origen a 

espermatocitos. Los espermatocitos se dividen posteriormente mediante meiosis, por lo que el 

número normal de cromosomas queda reducido a la mitad (39), en las células resultantes que 

son llamadas espermátidas y se describen como haploides (con la mitad del número normal de 
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cromosomas; las células con 78 cromosomas son llamadas diploides; en este número se 

incluyen los dos cromosomas sexuales). Las espermátidas se transforman en espermatozoides 

mediante un complejo reagrupamiento de los organelos; básicamente el núcleo pasa a formar 

la cabeza del espermatozoide, el aparato de Golgi forma el acrosoma, y las mitocondrias y 

centríolos intervienen en el desarrollo de la cola. La mayor parte del citoplasma queda en las 

células de Sertoli que aparecen sobre la membrana basal de los tubos seminíferos que regulan 

la metamorfosis de espermátida a espermatozoide (35). 

La producción espermática diaria, número de espermatozoides potencialmente fértiles 

producidos por día por los testículos, es una expresión de qué tan bien está funcionando la 

espermatogénesis. Se estima que se producen entre 15 y 19 millones de espermatozoides por 

día por gramo de tejido testicular. Esta producción relativa diaria es independiente de la raza, 

peso corporal, peso testicular y estación  (36). 

2.2.3 Colección del semen en caninos 

La colección consiste en aplicar masajes suaves y de manera alternada sobre el cuerpo del 

pene del animal ejerciendo una ligera presión sobre el bulbo del pene cada tres segundos, 

hasta lograr una erección parcial; luego se retrae el prepucio y se sujeta el bulbo con la mano 

enguantada, ejerciendo una constante presión sobre el mismo, para lograr una total turgencia y 

marcado movimiento o reflejo pélvico; y cuando el perro levanta alguna de sus extremidades 

posteriores, se dirige el pene hacia atrás (rotación de 180 grados) para colectar el eyaculado. 

Para la recolección del semen se utiliza un tubo falcon graduado, estéril y temperado, 

obviando la primera fracción de eyaculado [dos o tres gotas] (4).  

En el momento de la recolección se debe tener en cuenta la libido y facilidad de maniobra; los 

beneficios de utilizar una perra en celo para la obtención del semen canino facilitan la 

eyaculación y por lo tanto, la recolección del mismo. Muchos perros tendrán que eyacular sin 

la presencia de una perra y para esto se pueden utilizar feromonas comerciales en caso de que 

los perros sean renuentes (37). 

2.2.4 Refrigeración del semen  

La refrigeración a 4 ºC está entre las metodologías más utilizadas para la conservación del 

semen canino, pero este método posee la limitante del escaso tiempo que el semen puede ser 

almacenado, dada la reducción en la fertilidad del semen con el transcurso de las horas. Sin 
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embargo, la refrigeración del semen es recomendable cuando se quiere hacer inseminaciones 

repetidas en el mismo ciclo de una perra (38). Para la refrigeración se colecta la fracción 

espermática del semen y se la mezcla con el diluyente elegido, el cual debe encontrarse a la 

temperatura del semen en el momento de la dilución. Entre semen y diluyente debe respetarse 

una relación 1:3 o 1:4, una proporción excesiva de diluyente tendrá efectos negativos sobre la 

motilidad. El semen así preparado puede refrigerarse a 4 °C y utilizarse para inseminación 

artificial lográndose tasas de preñez aceptables durante las primeras 24 a 48 h. Previo a la 

inseminación artificial el semen refrigerado debe alcanzar lentamente la temperatura ambiente 

(39). 

 La refrigeración del semen a 5 ºC reduce el metabolismo de los espermatozoides con 

subsiguiente ahorro de reservas energéticas, siempre y cuando se proteja a las células contra 

las bajas temperaturas mediante la adición de compuestos orgánicos como la yema de huevo o 

la leche descremada que aumentan la membrana a los cambios de permeabilidad e impiden 

que los espermatozoides acumulen calcio al alterarse el sistema de intercambio de la 

membrana. El semen refrigerado puede utilizarse 24 h hasta después de su recogida (40). 

2.2.5 Susceptibilidad al choque térmico 

Uno de los problemas más evidentes en los procesos de conservación del semen es el conjunto 

de alteraciones en el espermatozoide, designadas colectivamente como “choque térmico”. 

Dichas alteraciones se ponen en evidencia por la pérdida irreversible de viabilidad que se 

produce cuando el espermatozoide se enfría rápidamente a 0 ºC y cuya señal más evidente de 

choque de frio es la pérdida de motilidad que no se recupera calentando el semen. También 

hay una disminución en la tasa de descomposición de la fructosa por los espermatozoides, una 

disminución en la absorción de oxígeno y una caída en ATP, que hora puede ya no ser 

sintetizado y utilizado para suministrar energía para el mantenimiento de la  motilidad (41). 

Las lesiones irreversibles asociadas al choque térmico resultan de alteraciones en la 

organización de los lípidos de la membrana plasmática del espermatozoide o fases de 

transición lipídica  (42).  

2.2.6 Dilutores del semen  

Los espermatozoides se encuentran en el plasma seminal, el cual le suministra los nutrientes 

necesarios para mantener una elevada actividad metabólica necesaria para el proceso de 

transporte espermático a través del tracto reproductivo de la hembra. En el eyaculado, esta 
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actividad metabólica solo puede mantenerse durante un tiempo muy limitado. Para mantener 

los espermatozoides por periodos más prolongados, ya sea por enfriamiento o 

criopreservación, se hace necesaria e imprescindible la adición de sustancias que prolonguen 

la vida de estas células germinales. El dilutor es el elemento que contiene las sustancias 

necesarias para mantener o incrementar la viabilidad espermática (43). 

Los diluyentes de refrigeración son soluciones acuosas tamponadas a las que se les añade una 

fuente de energía y un crioprotector no penetrante que es opcional dependiendo de la 

temperatura y tiempo de refrigeración. Algunos diluyentes de refrigeración incorporan 

antioxidantes o agentes quelantes de manera experimental, observándose un aumento en el 

porcentaje de fertilización “in vitro” en los diluyentes que incorporan en su composición y 

catalasa  (44). 

Estas sustancias contienen componentes que protegen y permiten la supervivencia 

espermática fuera del tracto reproductivo y además cumplen la función de aumentar el 

volumen de la dosis inseminante. Los componentes que hacen parte del diluyente deben suplir 

las necesidades metabólicas del espermatozoide como son la glucosa que constituye fuente de 

energía  (45). 

2.2.6.1 Componentes de los dilutores  

La composición de los diluyentes utilizados en los procesos de conservación de semen canino 

(18). Debe contener sustancias parecidos al plasma seminal ya que este lo deberá proteger 

durante un determinado tiempo, por ello un diluyente debe tener ciertos compuestos básicos 

como son: Una fuente de energía (azúcares); un buffer para mantener el balance de pH (Tris o 

citrato de sodio); osmolaridad de la solución (sustancias iónicas o no iónicas), una fuente de 

lipoproteínas o material con alto peso molecular para prevenir el choque térmico, tal como la 

yema de huevo o leche y un críoprotector (glicerol o dimetil sulfoxido); así como aditivos 

[enzimas y antibióticos] (46). 

2.2.6.2 Tipos de dilutores  

Los diluyentes se clasifican en dos grandes grupos, que tienen como objetivo la conservación 

a corto plazo (menos de 1 a 3 días), y aquellos que tienen por objetivo la conservación a largo 

plazo (más de 4 hasta 10 días), estos últimos ofrecen varias ventajas como transportar dosis 
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seminales a largas distancias, mantener mayor tiempo de refrigeración, permitir realizar 

pruebas diagnósticas del semen antes de ser usado, entre otras (47).   

Diferentes tipos de diluyentes seminales, comerciales o preparados en el laboratorio, han sido 

evaluados en su capacidad de mantener el potencial fecundante de semen canino refrigerado. 

La composición de dichos diluyentes incluye sustancias como citrato, hidroximetil-

aminometano (Tris), N-Tris 2-hidroximetil-2-ácido sulfónico aminometano, fosfato, glicina, 

leche descremada en polvo reconstituida y calentada a 92 ºC, leche descremada fluida (UHT), 

crema esterilizada, fructosa, glucosa, yema de huevo y antibióticos (5).  

2.2.6.3 Dilutor Tris  

El compuesto Tris (Tris-hidroximetil-aminometano; C₄H₁₁NO₃), es una sustancia soluble en 

agua, de aspecto cristalino, con un peso molecular de 121.14 g/L; tal sustancia posee la 

cualidad de formar soluciones acuosas y sistemas reguladores de la concentración de iones de 

hidrógeno, y por su capacidad amortiguadora, tiene la capacidad de neutralizar los productos 

de desecho resultantes del metabolismo de los espermatozoides, y en particular al ácido 

láctico (48).   

El dilutor Tris muestra un mejor porcentaje de espermatozoides con el acrosoma intacto, en 

comparación con los demás dilutores, esto podría ser consecuencia a que hubo una mejor 

protección del acrosoma durante el proceso de enfriamiento, por parte del dilutor Tris, ya que 

los espermatozoides experimentan daños a nivel de la membrana plasmática, con inevitable 

reducción de la motilidad y probablemente también a nivel del acrosoma durante su 

conservación (49).  

2.2.7 Uso de yema de huevo en la refrigeración 

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

para refrigeración y congelación, ya que tiene características protectoras contra el frío (50). 

También preserva la motilidad e integridad de las membranas del acrosoma y mitocondrias 

del espermatozoide, además es un buffer osmótico. Se ha notado que la yema de huevo 

protege durante la congelación; ya que se adhiere a la membrana y la recubre, esta facultad de 

protección se adjudica a la gran densidad de la fracción de lipoproteínas (51). 

Los diluyentes a base de yema de huevo son usados principalmente para la conservación de 

semen debido a su acción protectora la cual es atribuida a la fracción lipoproteína de baja 
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densidad, los fosfolípidos que se ligan a la membrana plasmática  (52). Los principales 

reportes de las funciones de este componente indican como protectores de shock térmico, 

preservación de la motilidad espermática, menor producción de enzimas acrosomales 

(hialuronidasa) y mantenimiento de la integridad de la membrana mitocondrial, actúa como 

amortiguador osmótico, permitiendo una mayor tolerancia de los espermatozoides a las 

soluciones hipo e hiperosmóticas, esta protección se debe a su adhesión a la membrana 

plasmática especialmente por las LDL que se asocian con la membrana del espermatozoide y 

proveen protección para estabilizar la membrana estas lipoproteínas que tras su extracción con 

agua, solución salina o citrato proporcionan una fracción lipoproteica catiónica que se fija con 

preferencia a la membrana de los espermatozoides y desarrolla su acción protectora. Sin 

embargo, hay evidencia contradictoria concerniente a la estabilidad de la membrana del 

espermatozoide asociadas a las LDL (53).  

a) Huevo de gallina 

Tiene un 30 % aproximadamente de su peso está constituido por la yema, un 60% por la clara 

y un 10 % por la cáscara (54). 

Cuadro 1. Composición química de los componentes del huevo de gallina (55). 

Componente químico (%) Cascara Albumen Yema 

Agua 1.6 87-89 46.5-49.0 

Proteína 3.3 9.5-11.5 16.0-17.0 

Lípidos - - 33.0-34.0 

Saturados - - 11.2-11.7 

Insaturados - - 18.2-19.0 

Colesterol - - 1.31-1.38 

Glúcidos - 0.4-0.5 0.15-0.25 

Cenizas 95.1 0.5-0.7 1.1-1.6 

Calorías - 40-55 380-400 

 

2.2.8 Uso de leche descremada  

La leche tiene diversas propiedades que la hace uno de los componentes más usados en los 

dilutores de semen. Las proteínas de la leche son las que proveen dichas propiedades a favor 

de los espermatozoides durante la congelación, y pueden funcionar como amortiguadores 

contra cambios de pH y como agentes quelantes contra cualquier metal pesado presente (56).  
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Los constituyentes de la leche con mayor efecto protector aparentan ser las micelas de 

caseína. De hecho, se ha demostrado que micelas de caseína aisladas desde la leche pueden 

proteger semen durante su almacenamiento a 4 a 5 °C. Ya que la leche descremada (libre de 

lípidos) es tan eficiente en su rol de protección espermática como la leche entera al almacenar 

semen a 4 °C, los lípidos aparentan no ser el constituyente responsable de la protección 

espermática entregada por la leche  (57). 

Para la preservación espermática, se ha utilizado leche descremada o leche entera, con las 

cuales el semen es diluido directamente y puede ser almacenado a 4 °C. El uso de leche 

descremada como diluyente de semen fue descrito inicialmente para la especie bovina, uso 

que se ha ido modificando con el paso del tiempo, pasando por leche esterilizada (58).  

2.2.9 Dilutores en la refrigeración 

Los diluyentes de refrigeración son soluciones acuosas tamponadas a las que se les añade una 

fuente de energía (glucosa, fructosa) y un crioprotector no penetrante, que es opcional 

dependiendo de la temperatura y tiempo de refrigeración (leche descremada, yema de huevo). 

Algunos diluyentes de refrigeración incorporan antioxidantes o agentes quelantes de manera 

experimental, observándose un aumento en el porcentaje de fertilización “in vitro” en los 

diluyentes que incorporan en su composición SOD (superoxido dismutasa) y catalasa  (59).  

La dilución del semen en un medio adecuado para la supervivencia de las células durante su 

procesado y conservación. El diluyente elegido y los ritmos específicos de refrigeración, son 

factores altamente importantes en la calidad del semen, pues influencian la motilidad de los 

espermatozoides, a su vez, influencian los índices de concepción tras la inseminación 

artificial. En esencia, los diluyentes deberán mantener la osmolaridad, el pH y la 

concentración adecuada de iones del eyaculado. Es fundamental que el diluyente aporte una 

fuente de energía y proteja a los espermatozoides (60).   

2.2.10 Evaluación del semen 

Por medio de la evaluación del semen también podemos confirmar que la espermatogénesis 

en un perro joven es normal, antes de comenzar a usarlo como semental. También se puede 

comprobar la producción de semen en un macho que ha padecido alguna enfermedad 

reproductiva o después haber sometido al semental a una terapia con fármacos (61).  
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Las células espermáticas se verifican para asegurar que tengan una concentración suficiente, 

motilidad adecuada, y que son anatómicamente normales. Esto se hace porque sabemos que 

en muchos machos "estériles", el problema no es la producción células espermáticas, sino que 

los espermatozoides pueden tener anormalidades, y son incapaces de viajar a través de los 

oviductos de la hembra, o no pueden penetrar el óvulo para que ocurra la fertilización (62).  

a) Evaluación macroscópica 

Volumen: El volumen de semen obtenido es muy variable y depende de la edad, el tamaño, la 

frecuencia de recolección y la cantidad de líquido prostático recolectado del perro. El 

volumen normal puede variar de 1 a 4 mL por eyaculado (63). Presenta tres fracciones, siendo 

la primera y la tercera de origen prostático y la segunda es la fracción rica o espermática que 

contiene a los espermatozoides. Hasta el 90% del volumen total del eyaculado puede estar 

constituido por fluido prostático (64).  

Color: El color del semen de perro va de blanco a opalescente y opaco (63). Debido a la 

presencia de los espermatozoides. Sin embargo, estas características varían dependiendo 

fundamentalmente de la concentración espermática del eyaculado (65). 

pH: El pH normal del semen canino oscila entre 6.3 a 7 y depende de la cantidad de líquido 

prostático recolectado. Una disminución en el pH podría indicar una eyaculación incompleta o 

una inflamación de testículos o epidídimos (66).  

b) Evaluación microscópica 

Concentración espermática 

Se debe calcular la concentración del eyaculado para conocer el número total de 

espermatozoides presentes. Se puede emplear cámara de Neubauer y se cuenta el cuadrado 

central de 1 mm. Se debe permitir que los espermatozoides se sedimenten manteniendo el 

hemocitómetro en una cámara húmeda durante una hora, esto no es tan esencial, pero 

incrementa la exactitud del recuento debido a que después de ella todos los espermatozoides 

habrán precipitado en el hemocitómetro en lugar de flotar. El número de espermatozoides 

contados en el cuadrado central grande equivale al número en millones de los mismos por 

mL; Este valor es multiplicado por el volumen total del eyaculado para calcular el número 

total de células en el mismo. Para el perro se considera normal de 200 a 500 millones de 

espermatozoides normales/eyaculado (67).  
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Es el número de espermatozoides por mililitro de muestra, se realiza por medio del 

hemocitómetro y una pipeta de dilución 1:200. Se realiza la lectura al microscopio en áreas 

determinadas de la cuadrícula, multiplicando el total de espermatozoides contados por un 

factor conocido y así se obtiene la cuenta de espermatozoides por mililitro (68). Una 

concentración normal para el semen canino está entre 200 y 1200 millones de 

espermatozoides por mililitro (69).  

Motilidad espermática 

Dicho parámetro ha sido y sigue siendo el más utilizado para valorar la calidad de un 

eyaculado o de una dosis seminal. El movimiento activo de los espermatozoides es 

imprescindible para la colonización del oviducto durante la fase de transporte sostenido en el 

tracto genital de la hembra, y para que tenga lugar la fecundación. Además, la motilidad es 

una manifestación de viabilidad espermática y de integridad celular. Un eyaculado con un 

porcentaje bajo de espermatozoides móviles, o ausencia de motilidad, automáticamente será 

descartado para su conservación (70).  

La evaluación de la motilidad espermática es el parámetro más utilizado para la evaluación 

del semen, y es definida como el porcentaje de espermatozoides motiles de la muestra 

evaluada inmediatamente después de la recolección o después de la criopreservación del 

semen (71).   

Motilidad masal 

Esta técnica se ha utilizado desde hace mucho tiempo como método rápido, aunque subjetiva, 

para determinar la concentración y viabilidad de los espermatozoides de un eyaculado. Este 

examen se determina observando una gota de semen no diluido (sobre un portaobjetos sin 

cubre objetos), a aumento 10X, y con luz de poca intensidad. En toda la gota se observan 

movimientos de flujo y reflujo que tienen apariencia de “oleadas” (ondas y remolinos 

espermáticos) que se forman y desaparecen rápidamente. Cuanto más grande es la intensidad 

de la formación de los remolinos, mayor es la motilidad y el número de espermatozoides 

móviles (72). 

En masa, este movimiento debe ser progresivo, intenso, un buen semen deberá presentar 

movimientos de más del 80 a 85% para considerase de buena calidad, el movimiento 

ondulatorio tiene 4 categorías; Muy bueno (Torbellino intenso con ondas oscuras y claras); 
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Bueno (onda en torbellino más lentas, no tan intensas); Regular (movimiento lento con menos 

ondas); Malo [muy poca actividad en torbellino o ninguna]  (73). 

Motilidad individual  

La evaluación de la motilidad individual en el microscopio necesita también cierto grado de 

experiencia y se hace con el fin de diferenciar los distintos tipos de movimientos de los 

espermatozoides y especialmente para poder establecer el porcentaje total de movimiento 

progresivo de la célula espermática. El movimiento rectilíneo representa la característica 

típica vital de los espermatozoides y tiene una relación muy estrecha con la fertilidad. Sin 

embargo, la motilidad progresiva no significa lo mismo que fertilidad, porque esta desaparece 

más rápido que la motilidad rectilínea. Todos los otros tipos de movimiento confirman una 

mala calidad del semen y los espermatozoides afectados han perdido prácticamente el poder 

de fecundar (74).  

La técnica consiste en la observación microscópica a 400 aumentos (40X) de una muestra de 

semen diluido en una lámina portaobjetos temperada. Se consideran espermatozoides mótiles 

aquellos que aparecen activos y con movimiento progresivo. La motilidad individual es el 

porcentaje de espermatozoides mótiles con respecto al total de espermatozoides visualizados 

(75).  

Morfología 

La morfología espermática es un parámetro indispensable en la evaluación seminal, dado que 

intrínsecamente está implicada en los problemas de fertilidad tanto en la especie canina como 

en otras especies (76). Las anormalidades encontradas en los espermatozoides se clasifican en 

dos: anormalidades primarias y secundarias. Las primeras ocurren durante el proceso de 

espermatogénesis y pueden ocurrir a nivel del acrosoma (pérdida del borde apical, con 

abultamiento, arrugado, incompleto, desdoblado), cabeza (piriforme, flagelado, lanceolado, 

irregular, angosta, cabeza doble, macrocéfalo, microcéfalo), cuello (fractura, retroacción, con 

presencia de gota citoplasmática) y cola (corta, doble, retorcida, con presencia de gota 

citoplasmática). Las anormalidades secundarias ocurren durante el transporte de los 

espermatozoides desde el túbulo seminífero y/o epidídimo hasta su salida por la uretra durante 

la eyaculación. En este tipo de anormalidades tenemos cabezas sueltas, acrosoma 

desprendido, etc. (77).  
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Vitalidad  

El estudio del semen para determinar la cantidad de espermatozoides que se encuentran vivos 

o muertos se conoce con el nombre de vitalidad espermática. La principal técnica utilizada 

para valorar este parámetro es la utilización de tinciones supravitales, elaboradas a partir de 

colorantes vitales como la eosina-nigrosina, eosina-azul anilina, trypan blue o el hypo-osmotic 

swelling test (HOST), capaces de teñir a los espermatozoides en función de la integridad y 

permeabilidad de la membrana plasmática (78).  

La evaluación del porcentaje de espermatozoides vivos y muertos es basada en la suposición 

de que los espermatozoides muertos poseen membrana plasmática desintegrada permitiendo 

la penetración de la eosina. Por lo tanto, el porcentaje de células positivas para eosina teñidas 

con tinción nigrosina- eosina se considera como porcentaje de células muertas. El semen de 

perro normal consiste en el porcentaje máximo del 30% de las células espermáticas muertas. 

La evaluación del porcentaje de vida y espermatozoides muertos y el porcentaje de defectos 

morfológicos se pueden realizar en los mismos portaobjetos teñidos de nigrosina-eosina (79).  

Integridad de la membrana plasmática del espermatozoide  

La integridad y funcionalidad de la membrana plasmática son esenciales para la conservación 

de la capacidad fertilizante del espermatozoide. Los colorantes vitales, permiten diferenciar 

espermatozoides vivos de espermatozoides muertos con base a la permeabilidad de la 

membrana al permitir el paso o no de los mismos. Las células cuya membrana plasmática es 

funcional y por lo tanto conservan la permeabilidad selectiva, no permiten el paso del 

colorante y se observan no teñidas. Por el contrario, cuando la membrana plasmática está 

alterada y pierde la permeabilidad selectiva, permite el paso del colorante y la célula se 

observa teñida (80).  

La funcionalidad e integridad de la membrana espermática, son vitales para la viabilidad del 

espermatozoide y metabolismo, además para una adecuada capacitación y reacción del 

acrosoma y por lo tanto, para la fertilidad del macho (81). La integridad de la membrana no 

solo es importante para el metabolismo de los espermatozoides, sino también se necesita un 

cambio correcto en las propiedades de la membrana espermática para la capacitación de los 

espermatozoides, la reacción acrosómica y, por lo tanto, para la fertilización (82).  
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Test Hipoosmótico (HOST)  

La prueba de endósmosis celular Hypo-Osmotic Swelling Test (HOST) se fundamenta en que 

la suspensión de espermatozoides en un medio hipoosmótico ocasiona un desequilibrio 

osmótico entre el medio extracelular y el intracelular, situación que la célula compensa 

fisiológicamente difundiendo agua al compartimento intracelular y como consecuencia, el 

espermatozoide aumenta su volumen y se pueden observar cambios morfológicos en los 

flagelos, como dilatación y enrollamiento de los mismos (83).   

Consiste en someter a los espermatozoides a un medio de presión osmótica más baja que la 

fisiológica, lo que causa una entrada de agua en la célula con el objetivo de equilibrar la 

presión osmótica interna con la del medio externo. La entrada de agua provoca en la célula un 

hinchamiento y enrollamiento de la cola, mientras que las células con la membrana física o 

funcionalmente dañada no experimentan cambios en la forma de la cola. Por lo tanto, esta 

prueba se constituye en un signo de integridad funcional de la membrana espermática (23). 

Esta prueba seminal se fundamenta en que la suspensión de espermatozoides en un medio 

hipoosmótico ocasiona un desequilibrio entre los medios intracelular y extracelular, situación 

que la célula trata de compensar difundiendo agua al compartimento intracelular; 

considerando un aumento del volumen del espermatozoide. Esta situación se evidencia por 

cambios morfológicos característicos, tales como dilatación y enrollamiento de la cola (84).  

2.3 Definición de términos  

 2.3.1 Espermatozoide  

Gametos masculinos que se forman en los túbulos seminíferos de los testículos, son células 

alargadas consistentes, con cabeza aplanada portadora de núcleo y una cola que es el 

aparato necesario para la motilidad celular (85). 

El espermatozoide es una célula altamente especializada que no solamente ayuda a 

preservar la integridad celular, sino que también participa en los eventos de fusión de 

membrana asociados con la fecundación. (86).  

El espermatozoide es una célula especializada que se puede dividir en tres segmentos 

principales: cabeza, pieza intermedia y cola. Las dimensiones del espermatozoide canino 

son longitud total 68 ± 0,3 µm, longitud de la cabeza 7 µm, ancho de la cabeza 5 ± 0,1 

µm, longitud de la pieza intermedia 11 ± 0,2 µm y longitud de la cola, 50 ± 0,3 µm  (87).  
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2.3.2 Refrigeración espermática  

La refrigeración implica un descenso de temperatura del eyaculado desde 37 °C 

(temperatura de dilución) hasta 15 o 5 °C (temperaturas de conservación óptimas), siendo 

la temperatura de refrigeración utilizada inversamente proporcional al tiempo de 

conservación  (88). 

El proceso de refrigeración consiste en mantener los espermatozoides a una temperatura de 

15 a 20 °C o entre 4 a 5 °C, con la finalidad de evitar la muerte de los espermatozoides y 

mantener su carácter fecundante (89). 

2.3.3 Dilutor  

El diluyente o dilutor es un la solución acuosa que permite aumentar el volumen del 

eyaculado hasta conseguir las dosis necesarias y preservar las características funcionales de 

las células espermáticas y mantener el nivel de fertilidad adecuado (90).  

2.3.4 Test de HOST 

Es una simple prueba basada en la semipermeabilidad de la membrana de una célula 

intacta en presencia de agua, expandiendo el volumen de la célula. Consiste en someter a 

los espermatozoides a un medio de presión osmótica más baja que la fisiológica, lo que 

causa una entrada de agua en la célula en un intento de equilibrar la presión osmótica 

interna con la del medio externo. Para que esta respuesta se produzca, la membrana 

plasmática del espermatozoide debe estar integra y con los mecanismos de intercambio de 

fluidos funcionando correctamente. La entrada de agua provoca en estas células un 

hinchamiento y enrollamiento del flagelo. Las células con la membrana física o 

funcionalmente dañada no experimentaran cambios en la forma del flagelo (91).  
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CAPITULO III 

DISEÑO METODOLÓGICO 

3.1 Definición de variables 

a) Variables independientes 

 Dilutor Tris: Se refiere al compuesto Tris, es una sustancia soluble en agua, de aspecto 

cristalino. 

 Dilutor leche descremada: Es un extensor que tiene efecto eficiente en su rol de 

protección espermática. 

b) Variables dependientes 

 Motilidad masal: Es el movimiento en masa de espermatozoides caninos, se mide    

subjetivamente en 0 a 5 grados. 

 Motilidad total: Es la movilidad individual total de espermatozoides. 

 Vitalidad: Es el número de espermatozoides vivos respecto al total de 

espermatozoides. 

 Integridad de la membrana plasmática: Es el número de espermatozoides positivos a la 

prueba de HOST, mediante la observación de alteraciones morfológicas que sufren las 

células espermáticas flectados o curvos. 
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3.2 Operacionalización de variables 

Cuadro 2. Variables e indicadores de la investigación. 

Variables Indicador Índice 

Independiente  

 

Dilutor Tris Cantidad de dilutor Tris 

agregado al semen  

 

 

Dilutor leche 

descremada 

Cantidad de leche 

descremada agregada al 

semen  

 

 

Dependiente  

 

Motilidad masal Movimiento en masa de 

espermatozoides caninos 

a escala de 0 a 5 grados   

Motilidad masal del 

espermatozoide sobre el 

total de espermatozoides 

contados 

 

Motilidad total  Movilidad individual 

total de espermatozoides 

Movilidad total de 

espermatozoides sobre el 

total de espermatozoides 

contados 

 

Vitalidad  Número de 

espermatozoides 

coloreados considerados 

como vivos 

Espermatozoides vivos 

sobre el total de 

espermatozoides contados 

 

Integridad de la 

membrana 

plasmática  

Número de 

espermatozoides 

positivos a la prueba de 

HOST 

Espermatozoides positivos a 

la prueba de HOST sobre el 

total de espermatozoides 

contados 

 

 

3.3 Hipótesis de la investigación 

 Hipótesis general  

El dilutor Tris es mejor que la leche descremada, en la conservación de las 

características espermáticas refrigeradas del semen canino. 

 Hipótesis específica  

 El dilutor Tris es mejor que leche descremada en la preservación de la motilidad 

masal de espermatozoides caninos evaluados a diferentes horas en refrigeración.  
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 El dilutor Tris preserva mejor que leche descremada en la motilidad total de 

espermatozoides caninos evaluados a diferentes horas en refrigeración.  

 El dilutor Tris mantiene mejor que leche descremada en la vitalidad de 

espermatozoides caninos evaluados a diferentes horas en refrigeración. 

 El dilutor Tris conserva mejor que leche descremada en la integridad funcional de 

la membrana citoplasmática de espermatozoides caninos evaluados a diferentes 

horas en refrigeración. 

3.4 Tipo y diseño de la investigación 

Según la intervención del investigador, esta investigación es de tipo experimental, 

prospectivo, longitudinal, analítico (92). 

Nivel de investigación explicativo. Pertenece a este nivel porque explica el comportamiento 

de una variable en función de otra(s); por ser estudios de causa-efecto (92).  

3.5 Población y muestra 

3.5.1 Población 

Se utilizó 5 perros Criollos clínicamente sanos, sexualmente maduros de 2 a 3 años de 

edad de tamaño mediano, procedentes de la ciudad de Abancay.  

3.5.2 Muestra 

El método y tamaño muestra fue por conveniencia, que es un procedimiento no 

probabilístico (93). Fue representada por 25 eyaculados de semen de perros Criollos. 

3.6 Procedimiento de la investigación 

3.6.1 Localización 

El presente experimento fue realizado en el Laboratorio de Reproducción Animal de la 

Universidad Nacional Micaela Bastidas de Apurímac, ubicado en Patibamba Baja del distrito 

y provincia de Abancay del departamento de Apurímac, Perú. Está localizado a 13º 38’ 31. 

40” Latitud Sur y 72º 53’ 17. 03” Longitud Oeste, a 2180 m de altitud (94).  
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3.6.2 Animales y diseño experimental  

Se utilizó semen de 5 perros Criollos descrito en el ítem 3.5.1. De cada animal se colectaron 5 

eyaculados 2 veces por semana, en total fueron 25 eyaculados. Se formaron dos grupos de 

tratamiento (T) con dilutores de semen, T1: Tris; T2: Leche descremada, cada grupo tuvo 5 

repeticiones. El semen de cada canino se destinó una parte al grupo T y la otra al LD. Las 

muestras de cada tratamiento de espermatozoides, se evaluaron a 0, 12, 24 y 72 h de 

refrigeración a 4 °C. 

3.6.3 Preparación de dilutores 

Los dilutores se prepararon individualmente para los dos tratamientos, según Cuadro 3, los 

componentes se pesaron en una balanza analítica, se preparó en tubos cónicos de 45 mL 12 h 

antes de su uso. La dilución fue 3: 1 (3 partes de dilutor y 1 parte de semen) diluidos a 

temperatura de 37 °C. 

Para los dilutores Tris y LD se utilizó yema de huevo de gallina. Se obtuvo la yema separando 

la clara del huevo sobre papel toalla, luego, se colocó en tubos cónicos de plástico de 15 mL 

que permanecieron mantenidos a 37 °C en baño María hasta su utilización. 

Cuadro 3. Composición del dilutor Tris (T1) y dilutor Leche descremada (T2) según los 

tratamientos, preparación para 10 mL. 

 

 Tris - yema de 

huevo * 

Leche 

descremada ** 

Tris (g) 0.302 - 

Glucosa (g) 0.125 - 

Ácido cítrico (g) 0.17 - 

Yema de huevo 2 mL 2 mL 

Penicilina 10000 UI 10000 UI 

Agua bidestilada 8 mL - 

Leche descremada - 8mL 

* Sánchez et al. (12); ** Diaz (27). 
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3.6.4 Colección de semen  

Se colectaron mediante la técnica de manipulación digital con ayuda de una hembra en celo, 

según Sanchez y Garrido (83), que consistió en aplicar masajes suaves y alternados sobre el 

cuerpo del pene del animal ejerciendo una ligera presión sobre el bulbo del pene cada tres 

segundos aproximadamente, hasta lograr una erección parcial; luego se retrajo el prepucio y 

se sujetó el bulbo del glande del pene con la mano enguantada, ejerciendo una presión sobre 

el mismo, para lograr turgencia y marcado movimiento o reflejo pélvico; logrando el 

eyaculado. 

La colección del semen se realizó en tubos cónicos de 45 mL, luego, se llevó a baño María a 

37 °C hasta su utilización. 

3.6.5 Refrigeración del semen  

Las muestras contenidas en tubos cónicos de plástico según los tratamientos se colocaron a 

refrigeración a 4 °C, desde allí se tomaron muestras para la evaluación espermática a los 

diferentes tiempos a 0, 12, 24 y 72 h de refrigeración post colección de espermatozoides. 

3.6.6 Evaluación del semen  

a) Motilidad espermática 

i. Motilidad masal 

Las muestras seminales fueron evaluadas de acuerdo a la metodología propuesta por 

Maxwell y Evans (95), se colocó 5 μL de semen canino sobre la lámina portaobjeto a 37 

°C y se observó con microscopio óptico a 10X, se le dio la valoración subjetiva de 0 a 5 

grados considerando 0 cuando hay ausencia de movimiento y 5 cuando existen ondas con 

movimiento muy rápido y vigoroso. 

ii. Motilidad total 

Las muestras de semen fueron evaluadas de acuerdo con el método descrito por Baquero 

(30), con ciertas modificaciones, se consideró el total de espermatozoides mótiles o 

móviles expresada en porcentaje. Para esta evaluación de motilidad, se mezcló 5 μL de 

semen con 10 μL de cloruro de sodio a 0.9% a 37 °C en viales de plástico de 2 mL. De 

esa dilución se aspiró 2 μL y se colocó a la lámina portaobjeto que esta sobre una platina 

atemperada a 37 °C, luego fue recubierta por un cubreobjetos y se observó en un 

microscopio a 40X.  La motilidad total, se consideró al total de espermatozoides mótiles 
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(rectilíneos progresivos, curvilíneos, circulares, en sitio). Se observó diferentes campos 

microscópicos y se contabilizaron 200 células espermáticas. Se grabaron en video al 

menos 4 campos de cada muestra (31). 

b) Vitalidad espermática 

Para la evaluación de vitalidad se siguió la técnica de Baquero (30), que consiste en el 

uso de una solución de Eosina-Nigrosina. Se colocó una alícuota de 5 μL de Eosina-

Nigrosina y semen, en una lámina portaobjeto precalentada a 37 °C, se mezcló y se hizo 

el frotis. Se contaron 200 células espermáticas en microscopio óptico a 100X, se 

consideró espermatozoides vivos aquellos no coloreados y fueron expresados en 

porcentajes.  

c) Integridad funcional de la membrana citoplasmática 

Se realizó de acuerdo a lo descrito por Sanchez y Rubilar (81), utilizando 0.9 mL de 

solución hiposmótica y 0.1 mL de semen diluido y luego se agregó 0.1 mL de 

formaldehido al 4%. Se contaron 200 células espermáticas por microscopía a 100X. La 

positividad a la prueba de endósmosis se consideró cuando las células espermáticas 

presentaron edema, evidenciado por enrollamiento de la cola. Los espermatozoides se 

sometieron a la prueba de endósmosis (hipoosmótica - Host), incubados por 30 min a    

37 °C en solución citrato de sodio más fructosa. 

3.6.7 Análisis estadístico 

Para el análisis estadístico se utilizó el programa de sistema de análisis estadístico (SAS) v 

9.4. Las variables de respuesta al principio se comprobaron la normalidad mediante la prueba 

Shapiro-Wilk que fue a través del procedimiento UNIVARIATE, luego se transformaron los 

datos a arcoseno. Luego se realizó el análisis de varianza mediante el Modelo Lineal General 

bajo el diseño completamente al azar con arreglo factorial 2A x 4B (factor A: dilutor Tris y 

leche descremada; factor B: 0, 12, 24, 72 h de refrigeración). La comparación de medias se 

realizó con la prueba de Tukey determinando la significancia (P ≤ 0.05) entre grupos.  

El modelo estadístico fue: 

Y  =   μ + A + B + AB + e 
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Dónde:  

Y = Es la variable de respuesta (motilidad masal, motilidad total, vitalidad e integridad 

de la membrana plasmática).  

μ = Es la constante, media de las observaciones.  

A = Es el efecto del factor dilutor con dos niveles: Tris y Leche descremada.  

B = Es el efecto del factor hora de refrigeración con cuatro niveles: 0, 12, 24, 72 h.  

AB = Es el efecto de la interacción de los factores A y B  

e = Es el efecto del error experimental, que está distribuido como ε DNI (0, σ2е). 

3.7 Material de investigación 

Material biológico 

 Caninos 

 Semen  

Materiales para la obtención de muestras 

 Jeringas descartables de 5, 10 mL 

 Jeringas de tuberculina 

 Tips de micropipetas 

 Bolsas plásticas “Zip lock” 

 Guantes quirúrgicos 

 Termómetro 

Materiales de evaluación de espermatozoides 

 Agua destilada 

 Láminas cubreobjetos 

 Láminas portaobjetos 

 Eosina (2%) 

 Nigrosina (5%) 

 Solución salina (0.9% NaCl) 

 Huevo de gallina 

 Tris 

 Leche descremada 

 Formaldehido al 4% 
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Materiales de conservación del semen 

 Refrigeradora 

 Tubos cónicos de 15 y 45 mL 

 Baño María 

 Termocupla 

3.7.1 Instrumentos de investigación 

El instrumento que se usó además de los materiales mencionados fue el formato de registros 

que figura en el anexo cuadro 8 y 9. 
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CAPITULO IV 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

4.1 Descripción de los resultados 

4.1.1 Motilidad masal 

Los resultados de motilidad masal de semen refrigerado se muestran en el Cuadro 4. Existe 

mayor (P ≤ 0.05) motilidad masal del semen refrigerado con el dilutor Tris que el dilutor LD 

a las 0, 12, 24 y 72 h. Hubo mayor (P ≤ 0.05) motilidad masal del semen refrigerado a 0 h 

seguidos por 12, 24 y 72 h con el dilutor Tris y desciende de manera progresiva en las 

distintas horas de evaluación. Presenta mayor (P ≤ 0.05) motilidad masal del semen 

refrigerado a 0 h seguidos por 12, 24 y 72 h con el dilutor LD y desciende de manera 

progresiva en las distintas horas de evaluación. 

Cuadro 4. Grado de motilidad masal (media ± desviación estándar) de espermatozoides de 

perros Criollos, diluidos con Tris y leche descremada, evaluados a diferentes horas de 

refrigeración. 

Dilutor Tiempo de refrigeración (horas) 

0 12 24 72 

Tris 4.9 ± 0.1
aA 

4.04 ± 0.4
aB 

3.6 ± 0.5
aC

 3 ± 0.4
aD 

Leche 

descremada 

 

4 ± 0.4
bA 

 

2.24 ± 0.2
bB

 

 

1.5 ± 0.1
bC 

 

1.04 ± 0.1
bD

 
a, b Diferentes superíndices dentro de columnas indican diferencias (P ≤ 0.05) 
A, B, C, D Diferentes superíndices dentro de la fila indican diferencias (P ≤ 0.05) 

 

 

Figura  1. Interacción entre tiempos de refrigeración (0, 12, 24, 72 h) y dilutores Tris y leche 

descremada sobre la motilidad masal de espermatozoides de perros Criollos. 
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Los resultados de motilidad masal del presente estudio para Tris fue 4.9 ± 0.1, 3.6 ± 0.5, 3 ± 

0.4 y LD  4 ± 0.4, 1.5 ± 0.1, 1.04 ± 0.1
 
estos resultados son menores a los reportes de Rota et 

al. (31) que evaluaron, utilizando una escala de 0 (ausencia de cualquier movimiento) a 5 

(movimiento hacia adelante fuerte y vigoroso) en Tris- yema de huevo el cual fue 4.7 ± 0.5; 

5.0 ± 0.0; 4.5 ± 0.5 para 0, 24, y 72 h de refrigeración de espermatozoides, mientras que 

disminuyó por debajo de 4 en 24 h para dilutores de leche - yema de huevo  5.0 ± 0.0; 4.4 ± 

0.6; 3.5 ± 0.9. Esta diferencia posiblemente se deba a la técnica, ya que la motilidad fue 

estimada subjetivamente que dependerá del técnico evaluador Rota et al. (31). La densidad 

del diluyente con yema de huevo puede influir en la dirección o movimiento espermático. Lo 

cual podría explicar la inferior tasa de movilidad  (30).  

En otro estudio Baquero et al. (30), muestran resultados de 3.2 ± 0,4; 2.6 ± 0,5; 1.4 ± 0,5; en 

Tris – Ácido Cítrico a las  12, 24, 72 h a medida que fueron pasando las distintas horas la 

movilidad espermática fue disminuyendo gradualmente. Estos valores son inferiores a nuestro 

estudio, posiblemente a la fracción de yema de baja densidad, compuesta principalmente de 

lipoproteínas de baja densidad, podría ser en gran parte responsable de la resistencia contra 

choque frío y para la mejora de la motilidad tras el almacenamiento (96). En otro estudio 

Guillen (97) observó con dilutor Tris, a las 0 horas, muestra un valor superior 4.20 ± 0.79 a 

comparación con del semen refrigerado a las 24 y 48 horas, 2.95 ± 0.80 y 2.30 ± 0.92 

respectivamente, indica que el factor tiempo de refrigeración tiene influencia significativa en 

la motilidad masal a las 0 horas respecto a 24 y 48 horas. 

4.1.2 Motilidad total 

Los resultados de motilidad total del semen refrigerado se muestran en el Cuadro 5. Hubo 

mayor (P ≤ 0.05) motilidad total del semen refrigerado con el dilutor Tris que el dilutor LD a 

0,12, 24 y 72 h de refrigeración. Existe mayor (P ≤ 0.05) motilidad total del semen 

refrigerado a 0 h seguido por 12, 24 y 72 h con el dilutor Tris. Descienden por acción del 

tiempo según las horas de refrigeración. Existe mayor (P ≤ 0.05) motilidad total del semen 

refrigerado a 0 h seguido por 12, 24 y 72 h con el dilutor LD. A medida que pasa las horas de 

refrigeración la motilidad desciende. 
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Cuadro 5. Porcentaje de motilidad total (media ± desviación estándar) de espermatozoides de 

perros Criollos, diluidos con Tris y leche descremada a diferentes horas de refrigeración. 

Dilutores  
Tiempo de refrigeración (horas) 

0 12 24 72 

Tris 89.6 ± 3.5
aA

 86.6 ± 5.6
aB

 83.9 ± 7.6
aC

 80.0 ± 7.6
aD

 

Leche 

descremada 84.5 ± 5.6
bA

 57.3 ± 13.8
bB

 41.3 ± 10.9
bC

 27.4 ± 6.7
bD

 
a, b Diferentes superíndices dentro de columnas indican diferencias (P ≤ 0.05). 
A, B, C, D Diferentes superíndices dentro de la fila indican diferencias (P ≤ 0.05) 

 

 

Figura  2. Interacción entre tiempos de refrigeración (0, 12, 24, 72 h) y dilutores Tris y leche 

descremada sobre la motilidad total de espermatozoides de perros Criollos. 

La motilidad total de espermatozoides encontrados en esta investigación fue superior en 

dilutor Tris respecto a los reportes de Palomino (98) quien encontró con el dilutor  Tris-

citrato-yema de huevo  82.2 ± 6.2; 75.0 ± 4.3; 70.6 ± 3.0; 61.7 ± 2.5 menor para  dilutor leche  

87.2 ± 4.4; 82.2 ± 5.7; 77.8 ± 6.2; 71.1 ± 3.3 a las  0, 12, 24, y 72 h de refrigeración, esta 

diferencia del dilutor leche descremada posiblemente se deba a la viscosidad del medio 

diluyente que influye en las características de motilidad (99), mientras Maxwell y Evans (95) 

manifiestan que el empleo de la leche descrita como diluyente de semen, no siempre da 

resultados uniformes por la variabilidad en su composición. Otros resultados señalan 
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porcentajes de motilidad total con Tris - yema, 71.0 ± 13.3; 73.8 ± 13.3; 70.3 ± 15.9, a las 0, 

24, 48, 72 h. fue de Goericke (100).  

La motilidad total de espermatozoides caninos encontrado en este estudio  para Tris fue 89.6 

± 3.5; 83.9 ± 7.6; 80.0 ± 7.6, el cual fue mayor que la  leche descremada 84.5 ± 5.6; 41.3 ± 

10.9; 27.4 ± 6.7 a las a 0, 24, y 72 h de refrigeración estos resultado son similares al reporte 

de Rota et al. (31), quienes estudiaron los efectos de dilutores, Tris - yema de huevo, leche - 

yema de huevo, en el semen canino almacenado a 4 °C durante 72 h, La motilidad total de 

Tris - yema de huevo fue significativamente mayor 76.8 ± 14.0; 73.6 ± 15.5; 60.9 ± 18.9 que 

el dilutor leche de yema de huevo, 75.0 ± 14.5; 57.7 ± 4.5; 35.9 ± 18.7 durante las 0, 24 y 72 

h. 

Para las 0,  24 y 72 h la motilidad total en este estudio fue 89.6 ± 3.5;  83.9 ± 7.6; 80.0 ± 7.6 

para dilutor Tris, siendo estos resultados similares al reporte de Michael et al. (101) que 

muestran valores medios de 84.2 ± 0.5; 64.8 ± 0.9;  52.7 ± 1.0  para 0, 24 y 72 h  de 

refrigeración a 4 °C.  Así mismo Tittarelli et al. (102) muestran 25.5 ± 4.9; 22.5 ± 5.1 para 24 

y 72 h, mientras que García (103) reporta  48.9 ± 0.5 para las 24 h. 

4.1.3 Vitalidad 

Los resultados de vitalidad en semen refrigerado se observan en el Cuadro 6. Se muestra 

mayor (P ≤ 0.05) vitalidad espermática, utilizando Tris que el dilutor LD a 0, 12, 24 y 72 h de 

refrigeración. Hubo mayor vitalidad espermática del semen refrigerado a 0 h seguido por 12, 

24 y 72 h con el dilutor Tris. Presenta mayor vitalidad espermática del semen refrigerado a 0 

h seguido por 12, 24 y 72h con el dilutor LD. 

Cuadro 6. Porcentaje de vitalidad (media ± desviación estándar) de espermatozoides de 

perros Criollos, diluidos con Tris y leche descremada, evaluado a diferentes horas de 

refrigeración. 

Dilutor  
 

Tiempo de refrigeración (horas) 

0 12 24 72 

Tris 79.7 ± 2.7
aA

 76.2 ± 2.9
aB

 71.2 ± 5.2
aC

 58.9 ± 8.01
aD

 

Leche 

descremada 68.5 ± 8.6
bA

 44.4 ± 7.9
bB

 31.8 ± 4.9
bC

 21.6 ± 4.1
bD

 

a, b
 Diferentes superíndices dentro de columnas indican diferencias (P ≤ 0.05). 

A, B, C, D 
Diferentes superíndices dentro de la fila indican diferencias (P ≤ 0.05). 
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Figura  3. Interacción entre tiempos de refrigeración (0, 12, 24, 72 h) y dilutores Tris y leche 

descremada (LD) sobre la vitalidad espermática de perros Criollos. 

El porcentaje de espermatozoides vivos encontrados en este estudio mantienen valores 

mayores a los resultados de Guillen (97) en la prueba de tinción supravital (Eosina-

Nigrosina), en la vitalidad espermática, utilizando el dilutor elaborado a base de Tris-yema 

evaluado a las 0 horas, presenta mayor porcentaje de espermatozoides vivos (64.2 ± 3,4) en 

comparación con el semen refrigerado a las 24 (53,4 ± 5,5) y 48 horas (45,8 ± 4,1),  indicando 

una influencia significativa del tiempo de refrigeración (P < 0.01). Tittarelli et al. (102) 

muestran; 64.5 ± 3.0; 57.3 ± 3.5  para 24 y 72 h; García et al.  (103) 58.3 ± 3.1 para 24 h.   

En el caso de vitalidad espermática, se evidenció que los espermatozoides analizados a las 0, 

12, 24 y 72 horas con dilutor Tris, presentaron diferencias con resultados de 79.7 ± 2.7; 76.2 ± 

2.9; 71.2 ± 5.2; 58.9 ± 8.01 y  con dilutor leche descremada 68.5 ± 8.6; 44.4 ± 7.9; 31.8 ± 4.9; 

21.6 ± 4.1. Estos resultados son menores a los reportes por Palomino et al. (98) donde 

encontraron  una vitalidad seminal 91.7± 2.5; 85.6 ± 3.0; 81.7 ± 5.0; 75.6 ± 3.9 para Tris-

citrato-yema de huevo y para  leche  93.9 ± 2.2; 88.3 ± 2.5; 85.0 ± 3.5; 80.0 ± 3.5. Esto 

probablemente se deba al contenido de yema de huevo y leche (104), en los dilutores, que 
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presenten  una visualización opaca en las tinciones de las muestras  de espermatozoides. 

También a problemas más evidentes en los procesos de conservación del semen o alteraciones 

en el espermatozoide, designadas colectivamente como “choque térmico”. Dichas alteraciones 

se ponen en evidencia por la pérdida irreversible de viabilidad que se produce cuando el 

espermatozoide se enfría rápidamente cuya señal más evidente es la pérdida de motilidad tras 

el calentamiento  (105).  Así mismo Michael et al. (101) reportaron con el dilutor Tris 92.1 ± 

0.5; 82.3 ± 0.8;  74.5 ± 1.2  para 0, 24, y 72 h. de refrigeración. Similarmente Rodríguez-Gil 

(106) encuentran 86.3 ± 1.8 para 24 h. 

 

4.1.4 Prueba de endósmosis (HOST) 

Los resultados de positividad a endósmosis en semen refrigerado se observan en el Cuadro 7. 

Donde presenta mayor reacción positiva del semen refrigerado con el dilutor Tris que el 

dilutor LD a 0, 12, 24 y 72 h de refrigeración. Hubo mayor (P ≤ 0.05) espermatozoides 

positivos a endosmosis del semen refrigerado a 0 h seguido por 12, 24 y 72 h con el dilutor 

Tris. También hubo mayor (P ≤ 0.05) cantidad de espermatozoides positivos a endosmosis del 

semen refrigerado a 0 h seguido por 12, 24 y 72 h con el dilutor LD. 

Cuadro 7. Porcentaje de positividad a endósmosis (media ± desviación estándar) de 

espermatozoides de perros Criollos, diluidos con Tris y leche descremada, evaluados a 

diferentes horas de refrigeración. 

Dilutores  
Tiempo de refrigeración (horas) 

0 12 24 72 

Tris 80.2 ± 6.7
aA

 76.6 ± 6.5
aB

 72.9 ± 7.3
aC

 65.2 ± 3.5
aD

 

Leche 

descremada 77.7 ± 9.6
bA

 69.8 ± 5.6
bB

 27.8 ± 3.8
bC

 23.8 ± 4.2
bD

 
a, b Diferentes superíndices dentro de columnas indican diferencias significativas (P ≤ 0.05) 
A, B, C, D Diferentes superíndices dentro de la fila indican diferencias (P ≤ 0.05) 

 

 
cc Repositorio Institucional – UNAMBA - PERÚ  

www.nitropdf.com

 

  

 

    

 

  

   

 

  

  

  
  

  

  

  

  

  

  

  

  

 

 

  

 

    

 

  

   

 

  

  

  
  

  

  

  

  

  

  

  

  

 

 

  

 

    

 

  

   

 

  

  

  
  

  

  

  

  

  

  

  

  

 

 

  

 

    

 

  

   

 

  

  

  
  

  

  

  

  

  

  

  

  

 

 

  

 

    

 

  

   

 

  

  

  
  

  

  

  

  

  

  

  

  

 



- 37 de 64 - 
 

 

 

 

 

 

Figura  4. Interacción entre tiempos de refrigeración (0, 12, 24, 72 h) y dilutores Tris y leche 

descremada sobre la positividad a endósmosis de la membrana citoplasmática de 

espermatozoides de perros Criollos. 

La respuesta de los espermatozoides sometidos a la prueba hipoosmótica en el presente 

estudio, alcanzó a 80.2 ± 6.7; 72.9 ± 7.3; 65.2 ± 3.57con dilutor Tris y 77.7 ± 9.6; 27.8 ± 3.8; 

23.8 ± 4.2 dilutor LD, la cual fue similar a lo descrito en espermatozoides caninos por 

Sánchez  et al. (12), en yema de huevo + TRIS (EYT) 79.8 ± 6.6; 75. 4 ± 10. 0; 73. 2 ± 8. 5 y 

en leche descremada fluida UHT (LD 79.8 ± 6.6; 66.8 ± 11.2; 64.9 ± 10.6; observados en 

cada uno de los tiempos de evaluación (0; 24 y 72 horas).  Luego de ser sometidos a la prueba 

hipoosmótica los espermatozoides presentaron cambios morfológicos evidenciados por 

curvatura de la cola y pieza media, lo cual concuerda con las observaciones de Rota et 

al. (31). Esta prueba permiten señalar que la prueba hipoosmótica estima de manera eficiente 

la fertilidad potencial del perro, y dado su bajo costo y facilidad de realización, podría 

sugerirse su implementación para el análisis seminal de rutina en clínica reproductiva de 

animales pequeños (81). 

Guillen (97) observó que el porcentaje de integridad de membrana según prueba de HOST, 

tuvo una reacción positiva decreciente a las 0 y 24 con el dilutor Tris siendo de 71.5 ± 3,9  y 

60,8 ± 7,0 datos que son menores al presente estudio, la explicación podría ser principalmente 
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por el tipo de dilutor que en el caso usó Tris – fructuosa – yema.  Siendo estos resultados 

similares a los reportes de Sánchez (83)  fueron 76.0 ± 10.1; 70.5 ± 11.1; 64.4 ± 10.6 a las 24, 

48 y 72 h, en el semen refrigerado. Otros resultados Rodríguez-Gil et al. (106) señalan 

porcentajes de  77.8 ± 2.5  para las  24 h; García et al. (103) muestra 39.8 ± 1.4  para las 24 h. 

La prueba de endosmosis host  de espermatozoides encontrados en esta investigación fue 

menor al reporte de Flores et al. (4), quienes encontraron  91.5 ± 2.9; 91.0 ± 1.9; 86.1 ± 4.1; 

84.3 ± 4.9 a las 24, 48, 72 y 96 horas de refrigeración. Así mismo Rota et al. (31) encontraron 

91.2 ±  4.1; 91.3 ± 4.2; 86.2 ± 5.3  y  92.O ± 3.3; 90.9 ± 2.6;  85.9 ± 5.3 para 0, 24 y 72 h en 

Tris de yema de huevo y leche de yema de huevo, donde se evidenció que el dilutor T es 

mejor que LD. 

El dilutor Tris permite destacar como un método de dilutor, para mantener las características 

espermáticas en espermatozoides caninos refrigerados, así como establecer pruebas de 

parámetros convencionales de evaluación usados de rutina en el estudio de fertilidad del 

macho canino. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
cc Repositorio Institucional – UNAMBA - PERÚ  

www.nitropdf.com

 

  

 

    

 

  

   

 

  

  

  
  

  

  

  

  

  

  

  

  

 

 

  

 

    

 

  

   

 

  

  

  
  

  

  

  

  

  

  

  

  

 

 

  

 

    

 

  

   

 

  

  

  
  

  

  

  

  

  

  

  

  

 

 

  

 

    

 

  

   

 

  

  

  
  

  

  

  

  

  

  

  

  

 

 

  

 

    

 

  

   

 

  

  

  
  

  

  

  

  

  

  

  

  

 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/0093691X9500278G#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/0093691X9500278G#!


- 39 de 64 - 
 

 

 

 

CAPITULO V 

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

Conclusiones 

 La motilidad masal del semen con los dilutores Tris y leche descremada disminuyó 

progresivamente según el transcurso de las horas de evaluación (0, 12, 24 y 72 h) post 

colección del semen, siendo el dilutor Tris el que mostró mejores resultados de motilidad 

masal del semen de perros Criollos. 

 La motilidad total del espermatozoide fue mayor con el dilutor Tris que la LD en las 

distintas horas (0, 12, 24 y 72 h) de refrigeración, esta última mantuvo motilidad aún 

hasta 72 h de refrigeración. 

 La vitalidad de los espermatozoides de perros Criollos en distintas horas de refrigeración 

(0, 12, 24 y 72 h), presentó mayor cantidad de espermatozoides vivos con el dilutor Tris 

que la LD.  

 La prueba de positividad a endósmosis de la membrana citoplasmática de 

espermatozoides de perros criollos, fue mejor con el dilutor Tris en todas las horas de 

refrigeración (0, 12, 24 y 72 h) que el dilutor LD. 

 El dilutor Tris presenta mejores características de conservación en condiciones de 

refrigeración para el semen canino durante las 0, 12, 24 y 72 horas, post colección frente 

al dilutor leche descremada.  

Recomendaciones  

 Realizar estudios con técnicas de criopreservación y observar las mismas características 

que se evaluaron en el presente trabajo.  

 Realizar estudios de comparación del efecto de la leche descremada, sin el agregado de 

yema de huevo, sobre las características del semen canino refrigerado a 4 ºC. 

 Evaluar el uso de los dilutores mencionados en otras especies. 

 Evaluar la fertilidad, utilizando inseminación artificial con semen refrigerado. 

 Utilizar distintas razas de perros con los dilutores mencionados. 
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Cuadro 8. Ficha de registro de dilutor Tris en las características espermáticas refrigeradas de 

semen canino criollo. 

 

Cuadro 9. Ficha de registro de dilutor leche descremada en las características espermáticas 

refrigeradas de semen canino criollo. 
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     Figura  5. Mezcla de los componentes de los dilutores Tris.  

 

 

Figura  6. Preparación del dilutor leche descremada. 
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Figura 7. Dilución de las muestras de semen de cada ejemplar para su 

evaluación en las distintas horas de refrigeración. 

 

Figura 8. Tinción y frotis de las muestras seminales para su examen de 

vitalidad. 
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    Figura  9. Prueba de vitalidad con dilutor leche descremada, visto a 

microscopía óptica a 100X. 

 

Figura  10. Prueba de vitalidad con dilutor Tris, visto a microscopía óptica 

a 100X. 
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      Figura  11. Test de HOST en espermatozoides con dilutor leche 

descremada, visto a microscopía óptica a 100X. 

 

 

Figura  12. Test de HOST en espermatozoides con dilutor Tris, visto a 

microscopía óptica a 100X. 
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