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Resumen: 

En semen de mamíferos, se ha demostrado que la viscosidad influye de manera negativa 

para su conservación. En semen de aves los estudios sobre las características físicas de 

los eyaculados son limitados, particularmente la viscosidad no ha sido estudiada. Los 

medios para la criopreservación, no consideran la viscosidad para mantener la viabilidad 

espermática. Por lo cual, el objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de la viscosidad 

en el medio para mantener su viabilidad post descongelación. Se determinó los 

parámetros de evaluación básica, de maduración y reacción acrosomal evaluando la 
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presencia y distribución de Ca2+ mediante la co-incubación con clortetraciclina. Se 

realizaron 25 evaluaciones de pool seminal, criopreservados en medio Lake 

suplementado con 6 % de dimetilacetamida y con 0 % (Testigo), 10 %, 30 % y 45 % de 

ficoll, para ajustar la viscosidad del medio a condiciones similares a las del semen y del 

líquido oviductal y a un grado mayor de viscosidad. La movilidad espermática fue menor 

(P0.05) en alícuotas con mayor porcentaje de ficoll. El porcentaje de espermatozoides 

vivos fue similar (P>0.05) en el testigo y todas las alícuotas con diferente porcentaje de 

ficoll. La maduración espermática presentó un mayor (P0,05) porcentaje de 

espermatozoides no capacitados cuando se utilizó 10% de ficoll. De manera inversa el 

porcentaje de espermatozoides con reacción acrosomal fue menor (P0,05) también 

cuando se utilizó 10 % de ficoll. Los resultados de este estudio demuestran que 

variaciones en el grado de viscosidad del medio, pueden mantener o incrementar la 

viabilidad espermática post descongelación. 
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Introducción 
 

En la actualidad la avicultura de especies domésticas no se puede concebir sin la 

aplicación de conocimientos y tecnologías innovadoras de reproducción asistida; esto 

incluye la criopreservación del semen y la inseminación artificial (IA)(1). Una de las 

mayores dificultades para lograrlo es mantener la viscosidad del líquido seminal, la cual 

puede verse disminuida al mezclar el semen con un diluyente para su conservación, lo 

que puede contribuír a la pérdida de espermatozoides en el oviducto durante la IA(2). 

 

La viscosidad del líquido seminal es atribuida a la presencia de mucopolisacáridos, 

glucosaminoglicanos y proteínas, ésta ha sido estudiada en diferentes especies animales 

como los camélidos, elefantes y ungulados salvajes, donde los cambios en la viscosidad 

del semen representan un problema para su conservación y para la IA(3-6). 

 

Desde el punto de vista anatómico y fisiológico, dentro del oviducto de las aves existen  

tubos de almacenamiento espermático, los cuales provén un microambiente específico 

para mantener la viabilidad de los espermatozoides y su capacidad fertilizante de manera 

prolongada (7,8). En las aves, cuando los espermatozoides se encuentran dentro de los tubos 

de almacenamiento son inmóviles, por lo que su metabolismo es basal, dando como 

resultado un consumo bajo de ATP(9). Sin embargo, estos poseen mitocondrias activas, 
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las cuales proporcionan energía para la activación de su movilidad y capacitación 

espermática(10).  

 

Cuando los espermatozoides eyaculados realizan la reacción acrosomal, son capaces de 

penetrar la membrana perivitelina que rodea al ovocito y realizar la fertilización(11). Se ha 

mencionado que los espermatozoides de aves “no necesitan” un proceso de capacitación 

espermática para poder llevar a cabo la fertilización(11). Durante la criopreservación, los 

procedimientos de enfriamiento, adición de agentes crioprotectores, congelado y 

descongelado contribuyen a un proceso de criocapacitación(12,13), el cual se evidencia por 

la continuidad en la maduración espermática, y reduce su capacidad de fertilización al 

momento de ser utilizados para la inseminación artificial.  

 

Considerando que en otras especies es importante mantener la viscosidad del líquido 

seminal, para mantener la viabilidad espermática post descongelación durante los 

procesos de IA y que esta no ha sido estudiada en gallos, el objetivo del presente trabajo 

fue evaluar el efecto de la viscosidad en el medio de criopreservación, para mantener la 

viabilidad espermática determinada por sus parámetros de maduración espermática post 

descongelación.  

 

 

Material y métodos 
 

 

Uso de animales 

 

Se realizó de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana 062-ZOO-1999. “NORMA Oficial 

Mexicana NOM-062-ZOO-1999, Especificaciones técnicas para la producción, cuidado 

y uso de los animales de laboratorio”(14). Se utilizaron cinco gallos Lohmann Brown lite 

(Gallus gallus) a los que se proporcionó alimento balanceado con 18% de proteína y agua 

ad libitum, y alojamiento individual en jaulas metálicas de 70 x70 x 90 cm, provistas de 

bebedero y comedero. 

 

 

Obtención de semen 

 

Se obtuvieron 25 muestras de semen de cada gallo, por masaje dorso-ventral(15). El semen 

se recolectó de la cloaca por aspiración con una micropipeta SL10-1000, (RANIN™, 

USA). Las muestras se mezclaron para obtener 25 grupos, los cuales fueron diluidos en 

medio Lake compuesto por fructosa 0.6%, glutamato de sodio 1.92%, acetato de 

magnesio 0.08%, acetato de sodio 0.51%, citrato de potasio 0.128%, pH de 7.2 y 

osmolaridad de  330 mOms (L)(16)  y fueron adicionados de dimetilacetamida (DMA) al 

6 % como crioprotector.  
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En cada grupo seminal, se determinó su concentración espermática por microscopía y con 

el uso de una cámara de Neubauer(1), para realizar seis alícuotas de 100 µl, con 100 x 106 

espermatozoides, a las cuales se les añadió ficoll (F) para lograr diferentes niveles de 

viscosidad del semen. Se consideró como grupo testigo a una alícuota del semen 

eyaculado (S). El grupo (S+L+ ficoll 10% +DMA) fue diluido de manera convencional y 

se le adicionó F al 10% para lograr menor viscosidad comparado con el grupo testigo. Al 

grupo (S+L+ ficoll 30% +DMA) se le agregó F al 30% para lograr viscosidad similar 

comparado con el grupo testigo y al grupo (S+L+ ficoll 45% +DMA) se le adiciono F al 

45% para lograr mayor viscosidad comparado con el grupo testigo. 

 

 

Obtención de líquido oviductal 

 

Se introdujo una sonda de polipropileno (5 FR) 1 cm en la cloaca de cinco gallinas 

Lohmann Brown lite, se administraron 0.5 ml de SSF estéril, los cuales se aspiraron con 

una jeringa de 3 ml, las muestras se mezclaron para realizar un grupo.  

 

 

Determinación de la viscosidad 

 

Se depositaron 50 µl de semen de cada grupo o líquido oviductal, en un refractómetro, 

para observar el grado de densidad (°Brix), para realizar su conversión a g/ml, se utilizó 

la tabla de conversión de °Brix a gravedad específica del National Institute of Standards 

and Technology (NIST). Con un viscosímetro Cannon- Manning Semi-Micro (Tamaño 

50, Instrumento Cannon, PA), se determinó la viscosidad cinemática de cada muestra en 

mm²/s (cSt) multiplicando el tiempo de flujo en segundos por la constante del 

viscosímetro (Co= 0.003812). Para obtener la viscosidad en mPa*s (cP), el resultado se 

multiplicó por la viscosidad cinemática en mm²/s (cSt) y por la densidad en g/ml.  

 

 

Criopreservación seminal 

 

Posteriormente se congelaron alícuotas diluidas y adicionadas con los diferentes 

porcentajes de ficoll, en pajillas de 0.25 ml con 100 x 106 espermatozoides. Se inició con 

alícuotas a 25 °C que fueron enfriadas a una curva de 1.6 °C por min, enseguida se 

mantuvieron en vapor de nitrógeno (-70 °C) por 10 min; finalmente se sumergieron en 

nitrógeno líquido (-196 °C) para criopreservarse por 30 días. La descongelación de cada 

pajilla fue a 37.5 °C por 30 seg(17). 
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Evaluación espermática básica 

 

En semen fresco y post descongeladas, se determinó la movilidad progresiva mediante 

microscopía óptica (400X) para estimar el porcentaje de espermatozoides con un 

movimiento progresivo vigoroso en una alícuota de 15 µl a 37.5 °C. La viabilidad y 

morfología espermática se determinaron en una preparación sobre un porta objetos, con 

10 µl de la alícuota con espermatozoides y 3 µl de tinción vital azul de eosina (1% de 

eosina y 5% de nigrosina), se evaluaron doscientas células en cada preparación, con un 

microscopio de contraste de fase (400X). La morfología se evaluó con un aumento de 

100X(1,18). 

 

 

Maduración y reacción acrosomal espermática 

 

Alícuotas de 50 µl  de semen perteneciente a todos los grupos con una concentración de 

5 x 106 espermatozoides, se incubaron con clortetraciclina (CTC) 0.9 M en obscuridad a 

38 ° C(19,20). Mediante microscopia de fluorescencia (495 nm excitación y 520 nm 

emisión) se evaluaron los espermatozoides para determinar su nivel de maduración, 

determinando la proporción de espermatozoides no capacitados, capacitados y con 

reacción acrosomal(17).  

 

 

Análisis estadístico 

 

Se verificó la normalidad de los datos mediante una prueba de Jack-Vera; de manera 

posterior se realizó un análisis de Kruskal-Wallis para los diferentes tratamientos y 

variables. Se realizó una prueba de Tukey para identificar la diferencia de medias, todas 

las pruebas estadísticas se realizaron con un nivel de significancia de P<0.05. Se utilizó 

el programa estadístico PAST(21). 

 

 

Resultados 
 

 

Densidad y viscosidad 

 

Los parámetros de densidad y viscosidad que se determinaron en los medios de 

criopreservación mostraron valores diferentes, los cuales se presentan en el Cuadro 1. 
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Cuadro 1: Densidad y viscosidad seminal y en los medios de criopreservación (n=25) 

 Densidad 

°Brix 

Gravedad 

específica 

Viscosidad 

(mm2/s) 

Viscosidad 

*mPa*s 

Semen (S) 7.0 1.028 3.1440 3.2320 

S+L+ ficoll (10%) +DMA  17.0 1.070 2.0279 2.1698 

S+L+ ficoll (30%) +DMA  28.0 1.120 3.1601 3.5393 

S+L+ ficoll (45%) +DMA 30.2 1.130 5.4092 6.1123 

S= Semen; L= Lake; DMA= dimetilacetamida. 

 

 

Evaluación espermática básica post descongelación 

 

Los espermatozoides descongelados con diferentes porcentajes de ficoll, mostraron 

cambios en la movilidad; entre menos viscosidad en el medio, se presenta mayor 

movilidad acercándose a la del semen eyaculado (P0,05). Los porcentajes de 

espermatozoides vivos, no mostraron cambios significativos entre el semen eyaculado y 

los espermatozoides descongelados (P>0.05). Por otro lado, conforme aumenta la 

viscosidad del medio, la morfología normal de los espermatozoides descongelados 

mejora (P0,05) (Cuadro 2). 

 

Cuadro 2: Porcentajes de evaluación básica en espermatozoides criopreservados con 

diferentes condiciones de viscosidad (n=10) 

 Porcentaje de espermatozoides (X±EE) 

Viscosidad 

*mPa*s 
Movilidad Viabilidad Morfología 

3.2320 46.1 + 0.7a 74.2 + 2.9 a 86.1 + 1.0 a 

2.1698 32.8 + 0.7b 72.4 + 2.9 a 86.7 + 1.0 a 

3.5393 10.9 + 0.7 c 70.5 + 2.9 a 93 + 1.0 b 

6.1123 5.1 + 0.7 d 70 + 2.9 a 91.2 + 1.0 b 
abcd Valores con diferente literal en columnas difieren (P<0.05). 

 

 

Maduración espermática y reacción acrosomal 

 

El porcentaje de espermatozoides no capacitados, fue mayor en el grupo adicionado con 

ficoll al 10% comparado con el resto de los tratamientos (P0,05) como se muestra en la 

Figura 1. Los porcentajes de espermatozoides con capacitación espermática no 

presentaron diferencias estadísticas entre los tratamientos y el semen eyaculado (P>0.05). 

El porcentaje de espermatozoides con reacción acrosomal, encontrados fue mayor en los 

tratamientos adicionados con 30% y 45% de ficoll comparándolos con el tratamiento con 

10% de ficoll (P0.05) y similar con el semen eyaculado (P>0.05). 
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Figura 1: Parámetros de maduración espermática post descongelación en medios con 

diferente viscosidad 

 

 
 

 

 

 

 

 



Rev Mex Cienc Pecu 2022;13(1):175-186 
 

182 

Discusión 
 

 

El contenido y características del plasma seminal es diferente en cada especie; una de 

estas diferencias físicas es la viscosidad, la cual se produce a partir de proteínas que 

ayudan a mantener la viabilidad espermática durante varios días, hasta que el 

espermatozoide llegue al sitio de fertilización(22). En el semen de camélidos, la viscosidad 

elevada, es atribuida a la Mucina 5B(23,24). Por otro lado en gallos y pavos, no hay estudios 

relacionados con la viscosidad del semen, pero se ha demostrado que en el plasma seminal 

de las aves se encuentran hasta 822 proteínas en el caso del gallo y 607 en el pavo(9,22). 

En este trabajo se determinó que la viscosidad del semen de gallo fue de 3.23 mPa*s.  

 

Los mecanismos que prolongan la vida del espermatozoide en los túbulos de 

almacenamiento espermáticos son desconocidos, pero se piensa que incluyen supresión 

reversible de la respiración y la movilidad espermática, así como estabilización de la 

membrana y mantenimiento del acrosoma(25). 

 

Si bien no existe diferencia estadística demostrable en este trabajo, el porcentaje de 

espermatozoides vivos fue mayor en semen criopreservado con menor viscosidad. El 

incremento de viscosidad disminuyó la movilidad de los espermatozoides; sin embargo, 

conservaron su viabilidad. En otro estudio(26), utilizaron diferentes concentraciones de 

goma arábiga para aumentar la viscosidad del medio para criopreservar semen de caballo, 

y reportaron mejor viabilidad espermática post descongelación. 

 

La capacitación espermática es necesaria para iniciar la reacción acrosomal, la cual ocurre 

in vivo en el tracto genital de la hembra, donde participan diferentes señales que originan 

una desestabilización de la membrana, hiperactivación espermática que facilita la 

reacción acrosomal(27). 

 

Se ha utilizado DMA al 5% y glicerol para congelar espermatozoides de gallo, 

encontrando en ambos tratamientos reducción de la movilidad de los espermatozoides 

criopreservados, así como su capacidad fertilizante; sin embargo este efecto fue menor en 

el grupo tratado con DMA(28). Si bien en este trabajo se utilizó una concentración 

ligeramente superior del 6% de DMA, y los espermatozoides criopreservados redujeron 

su movilidad, este efecto es atribuido al incremento de la viscosidad del medio, 

encontrando la viabilidad espermática superior al 70 %. 

 

Se observó también que en los parámetros de descapacitación de los espermatozoides 

descongelados, son mayores del 30 %, manteniéndose estadísticamente iguales (P>0.05) 

a diferencia de los espermatozoides con inclusión del 10% de ficoll, en donde hubo un 

incremento importante, llegando a porcentajes superiores al 50 %. Así el porcentaje de 

espermatozoides capacitados, se mantienen de manera homogénea por arriba del 30 %, 

independientemente de la inclusión de ficoll. 
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En espermatozoides descongelados, se observó que la inclusión de 10% de ficoll, 

disminuyó el porcentaje de reacción acrosomal por debajo del 20 %, comparándolos con 

las otras inclusiones (30% y 45%), en donde los porcentajes fueron superiores al 40 %. 

Hay que considerar que la criopreservación es un proceso de estrés térmico y osmótico 

que hace que la viabilidad y movilidad del espermatozoide decrezca. En diferentes 

especies el proceso de congelamiento espermático hace que el estímulo de inducir a la 

reacción acrosomal sea mayor(29), al comparar el proceso de reacción acrosomal mediante 

la criopreservación con diferentes crioprotectores, sugieren en sus resultados que el 

proceso para que se lleve a cabo la reacción acrosomal es muy sensible al estrés osmótico 

y a los cambios rápidos agua/solutos en el gallo, demostrando que utilizando 

crioprotectores como el DMA hay una menor inducción a la reacción acrosomal.  

 

 

Conclusiones e implicaciones 
 

En resultados del presente trabajo, se evidencia que la viscosidad es un factor físico que 

influye en la conservación espermática en semen de gallo; se determinó que los 

parámetros de viscosidad convenientes son 2.1698 mPa*s y 3.2320 mPa*s. La viscosidad 

conserva los parámetros de viabilidad y morfología espermática en post criopreservación, 

evitando que exista un gasto energético en el espermatozoide por medio de la disminución 

de la movilidad. Se demostró que se reduce la reacción acrosomal espontánea en los 

espermatozoides descongelados y aumenta la descapacitación espermática, lo cual 

evidenció que es un estado fisiológico reversible, con lo cual el espermatozoide puede 

conservarse intacto hasta llegar al sitio de fertilización. 
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