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La  influencia  creciente  de  las  actividades  humanas  sobre  la  biodiversidad  del 

planeta Tierra es un hecho  cada  vez más patente que está alterando muchos de  los 

ecosistemas.  La  ruptura  de  este  equilibrio  en  la  diversidad  biológica,  debido  a  unas 

interacciones sesgadas entre el hombre y el resto de las especies hace que muchas de 

ellas  se  encuentren  en  riesgo  o muy  seriamente  amenazadas.  El  oso  pardo  (Ursus 

arctos), a pesar de no estar catalogado como especie en peligro a nivel mundial (IUCN 

2008) debido a su extensa representación en Rusia, Canadá, Alaska y algunas regiones 

de Europa, en España está considerado en peligro de extinción (Real Decreto 439/1990 

de  la  Ley  Española,  regulada en el Catálogo Nacional de  las especies  amenazadas)  y 

catalogado como En Peligro Crítico, por el criterio D (IUCN 2006). Esta población de oso 

pardo se encuentra dividida en dos pequeños núcleos (200 osos en el núcleo occidental 

y  30  en  el oriental  (Fundación Oso  Pardo  ‐FOP‐,  2014),  que  habitan  en  la Cordillera 

Cantábrica.  Los  factores  decisivos  que  han  contribuido  a  la  situación  crítica  del  oso 

pardo  son el  furtivismo y  la pérdida de hábitat  (Purroy, 2008). Con el  fin de mejorar 

esta problemática se ha  instaurado una Estrategia para  la conservación del oso pardo 

cantábrico (Comisión Nacional de Protección de la Naturaleza, 2001). 

En este sentido,  los bancos de recursos genéticos (BRG) se presentan como una 

herramienta muy útil para  la preservación de especies amenazadas (Holt and Pickard. 

1999; Yoshida. 2000). El almacenamiento de biomateriales  (espermatozoides, óvulos, 

embriones y células somáticas) en los BRG, así como su aplicación mediante técnicas de 

reproducción asistida  suponen una estrategia  fundamental en  la  conservación de  los 

potenciales  genéticos  de  determinadas  especies  que  no  se  encuentran  en  riesgo  de 

extinción, así como en el mantenimiento de la biodiversidad en poblaciones específicas 
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cuya  supervivencia  se encuentra amenazada. En este  contexto,  considerando  la gran 

variabilidad que existe entre  las características  fisiológicas de  los espermatozoides de 

las  distintas  especies  de  mamíferos  salvajes  (Leibo  and  Songsasen.  2002);  en  este 

trabajo  nos  planteamos  estudiar  diferentes  aspectos  de  la  congelabilidad  de  los 

espermatozoides del oso pardo, que permitan desarrollar estrategias  de conservación 

eficaces  para  los  gametos  masculinos  de  esta  especie,  mejorando    la  calidad  del 

material  almacenado  y  en  consecuencia  el  rendimiento  del  banco  de  germoplasma. 

Como  punto  de  partida,  se  propone  la  adaptación  de  un  diluyente  de  congelación 

estándar (TesT‐Fructosa‐Glicerol‐Yema)  a las particularidades de  los espermatozoides 

de  oso  pardo.  Dicho  diluyente  estándar,  ha  sido  adaptado  previamente  a  las 

características del  semen de  carnero por nuestro  grupo de  investigación  (Anel et  al. 

2003). 

Estudios  previos  indican  que  los  espermatozoides  de  oso  pardo  son  bastante 

resistentes al proceso de congelación (Anel et al. 2008); no obstante  la adaptación de 

un  protocolo  de  criopreservación  implica  el  estudio  de  los  diversos  factores  que 

pueden afectar el éxito del proceso de criopreservación  (Gilmore et al. 1998), siendo 

particularmente prioritario en este contexto el diseño del medio de congelación. 

Algunos autores han  referenciado,  con buenos  resultados, el uso de diluyentes 

diseñados para otras especies en la conservación de semen de oso: Tris‐buffered‐yema 

de huevo en oso pardo de Hokkaido  (Ishikawa et al. 2002), Tris‐ácido cítrico‐glucosa‐

yema  de  huevo  en  oso  negro  japonés  (Okano  et  al.  2004),  yema  de  huevo‐lactosa 

(Seager et al. 1987) o TES‐Tris‐yema de huevo (Spindler et al. 2004; Zhang et al. 2005) 

en  panda  gigante.  Sin  embargo,  dado  el  alto  valor  biológico  y  estratégico  de  las 

muestras espermáticas obtenidas de  individuos de especies silvestres amenazadas, es 
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de extrema  importancia optimizar el proceso de conservación, y entre otros aspectos 

fundamentales  el  rendimiento  tras  la  descongelación  de  los  medios  de 

diluyoconservación empleados.  

Un diluyente debe incluir en su composición soluciones tampón, crioprotectores, 

azúcares  y  otros  aditivos  que  aparte  de  proporcionar  sustrato  energético,  deben 

proteger a los espermatozoides de los cambios de osmolalidad y de pH a lo largo de las 

distintas  fases del proceso de congelación espermática (Salamon and Maxwell. 2000). 

Además,  se  consideran  como  componentes  básicos  los  protectores  de membrana  y 

crioprotectores, que van a jugar un papel esencial en la reversión eficaz del proceso de 

congelación espermática. En este sentido, tanto la yema de huevo como el glicerol son 

componentes habituales de los diluyentes usados en la mayor parte de los mamíferos. 

La yema de huevo es un estabilizador de membrana  que ofrece protección a las células 

durante  el  proceso  de  congelación;  sin  embargo,  algunos  estudios  revelan  que  este 

componente  puede  tener  un  efecto  prejudicial  sobre  la  movilidad  e  integridad 

acrosomal  durante  la  criopreservación  (Holt  et  al.  1996)  y  también  en  la  viabilidad 

espermática (Ritar AJ. 1991). En  la criopreservación de espermatozoides de úrsidos se 

han empleado concentraciones de yema entre el 10% (García‐Macías et al. 2005) y el 

20% (Okano et al. 2006;  Anel et al. 2008) con resultados aceptables.  

El  glicerol  es  un  crioprotector  ampliamente  utilizado  en  la  criopreservación 

espermática;  no  obstante  su  empleo  a  altas  concentraciones  puede  tener  un  efecto 

tóxico  (Fahy.  1986)  sobre  las  células,  variable  según  la  especie.  En  este  sentido,  es 

importante  investigar  el  efecto  de  diferentes  concentraciones  de  glicerol,  en  la 

conservación  de  espermatozoides  de  oso  pardo  para  evaluar  la  tolerancia  de  esta 

especie  al  agente  crioprotector.  En  la  criopreservación  de  semen  de  oso,  la 
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concentración de glicerol utilizada en  los diluyentes varía entre el 4% y el 8% en  las 

diferentes especies de oso  (Seager et al. 1987; Anel et al. 1999;  Ishikawa et al. 2002; 

Okano et al. 2004; Spindler et al. 2004; Zhang et al. 2005) con resultados aceptables. 

La osmolalidad del medio es otro punto fundamental que puede ser decisivo para 

el éxito del proceso de congelación. El ajuste de  la osmolalidad del diluyente es muy 

importante  por  su  influencia  en  la  deshidratación,  rehidratación  y  formación  de 

cristales intracelulares, procesos a los que son sometidos los espermatozoides durante 

la criopreservación espermática (Cheng et al. 2004). 

Aún considerando como prioritaria la formulación de un diluyente específico para 

la preservación del semen de oso pardo, en el concepto de desarrollo de biotecnologías 

reproductivas  (IA)  en  especies  sin  estudios  previos,  es  importante  la  validación  de 

diluyentes  comerciales  diseñados  para  otras  especies;  esta  alternativa  puede  tener 

especial interés en situaciones imprevistas en las que puede no existir disponibilidad de 

un  diluyente  específico  o  la  infraestructura  necesaria  para  su  elaboración.  Diversos  

diluyentes  comerciales  diseñados  para  bovino  y  equino  han  sido  utilizados  en  la 

criopreservción de semen de otras especies. En búfalo africano, Herold et al. (2004) han 

empleado  el  Triladyl®  y  el  Andromed®  en  la  congelación  de  espermatozoides 

epididimarios.  Diluyentes  comerciales  de  caballo  (Gent®)  y  de  bovino  (Andromed®  y 

Triladyl®) también han sido utilizados para congelar espermatozoides epididimarios de 

gato (Jimenez et al., 2013). En ambos estudios el Triladyl® presentó mejores resultados 

post‐descongelación.  Del mismo modo  el  uso  de  Andromed®  en  la  congelación  de 

espermatozoides  epididimarios  de  perro mostró  ser menos  eficiente  que  el  Biladyl 

suplementado con Equex STM Paste (Nothling, J.O. 2007). Martinez‐Pastor et al (2006) 

demuestran  que  tanto  el Andromed®  como  el  Triladyl®  pueden  ser  usados  en  ciervo 
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ibérico con resultados satisfactorios, al contrario de  lo observado con el Bioxcell® que 

parece no ser efectivo en esta especie. 

Además  de  la  adecuación  de  los  componentes  básicos,  y  con  el  objetivo  de 

desarrollar  un  diluyente  optimizado,  se  deben  considerar  algunas  de  las 

particularidades de los eyaculados de oso pardo como son la espermioaglutinación y la 

contaminación  con  orina  que  se  producen  asociadas  a  la  electroeyaculación  en  los 

machos de esta especie y que pueden inducir variaciones en la capacidad de resistencia 

espermática al proceso de congelación. 

La aglutinación espermática, observada en un alto porcentaje de eyaculados de 

oso (Anel et al. 2008 en oso pardo, Kojima et al. 2001 en oso negro japonés) dificulta la 

manipulación de la muestra espermática (ej. cálculo de la concentración espermática) y 

podría    afectar  a  la  calidad post‐descongelación de  la misma.  Sin  embargo, estudios 

realizados  en  cerdo  refieren  que  la  aglutinación  no  interfiere  con  los  resultados  de 

fertilidad (Bollwein et al. 2004).  

La aglutinación (cabeza‐cabeza) puede resultar de una reacción ATP‐dependiente 

de la superficie espermática activada por cationes divalentes (Ca2+, Mg2+ y Mn2+) y por 

la formación de cAMP. Alternativamente, también se ha sugerido que este fenómeno 

puede  estar  relacionado  con  la  eliminación  de  anti‐aglutinina  de  la  superficie 

espermática  inducida  por  la  acción  de  la  albumina  sérica  porcina  y  el methyl‐beta‐

cyclodextrin  (MBC) contenidos en el medio (Harayama et al., 1998, 2000).  

Una  de  las  alternativas  para minimizar  este  problema  sería  la  adición  de  un 

agente  surfactante  (Equex  STM  Paste)  y  de  un  agente  quelante  de  calcio  (EDTA)  al 

diluyente  de  congelación.  Estudios  en  diversas  especies,  demuestran  que  la 

incorporación  de  estos  aditivos  en  el  diluyente  seminal  aporta  una  mejoría  en 
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diferentes  parámetros  de  calidad  de  las  muestras  seminales.  Los  beneficios  de  la 

incorporación  de  Equex  STM  Paste  en  los  diluyentes  de  congelación  seminal  se 

traducen por una mejoría en la movilidad (Alhaider and Watson. 2009), viabilidad (Rota 

et  al.  1997)  y  longevidad  (Pena  et  al.  2003)  post‐descongelación,  en  eyaculados  de 

perro.  Del mismo modo,  Ponglowhapan  and  Chatdarong  (2008)  demuestran  que  el 

suplemento del diluyente  seminal con Equex STM Paste confiere mejor protección al 

acrosoma  frente  a  los daños producidos por  la  congelación  y   prolonga  la movilidad 

espermática  post‐descongelación  durante  la  incubación  in  vitro  a  37ºC.  La 

incorporación del Equex STM paste al diluyente de congelación,  también protege  los 

acrosomas  de  los  espermatozoides  epididimarios  de  gato  durante  el  proceso  de 

congelación‐descongelación  (Axner et al, 2004). Además Aisen et al.  (2000), observan 

que el uso de diluyentes con EDTA en semen de carnero determina un porcentaje más 

elevado de espermatozoides con acrosomas intactos en post‐descongelación.  

Por otra parte, en estudios realizados en eyaculados de verraco, se ha observado 

que  la aglutinación puede disminuir (o desaparecer) tras una dilución  inicial (Bollwein 

et al. 2004) por  lo que  la recogida de semen sobre un diluyente específico podría ser 

una posibilidad para mejorar la calidad inicial con la disminución de la incidencia de la 

espermioaglutinación. 

Otro  de  los  problemas  descritos  en  los  eyaculados  de  oso  obtenidos  por 

electroeyaculación  es  la  contaminación  con  orina  y  su  importancia  deriva  de  su 

interferencia en la congelabilidad espermática (Anel et al. 2008). Hay especies en que la 

contaminación del eyaculado con orina ocurre  frecuentemente de  forma espontánea 

(caballo: Althouse et al. 1989 y hombre: Chen et al. 1995), mientras que en otras  la 

contaminación se presenta consecuentemente a  la electroeyaculación (oso: Kojima et 
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al. 2001, Okano et al. 2004, Chen et al. 2007, Anel et al. 2008; felinos: Pukazhenthi et al. 

2000; cabra montés: Santiago‐Moreno et al. 2011). En estas situaciones, la urospermia 

es  provocada  por  la  estimulación  involuntaria  de  las  terminaciones  nerviosas  que 

controlan  la  micción  (funcionalidad  de  la  vejiga)  durante  la  electroeyaculación 

(Santiago‐Moreno et al. 2011).  

Diversos estudios revelan una elevada  incidencia de contaminación con orina en 

los eyaculados de oso obtenidos por electroyaculación. En oso pardo, en experiencias 

previas  de  nuestro  grupo,  se  observó  la  contaminación  con  orina  en  un  70%  de  los 

eyaculados,  sin  embargo  la  aplicación  de  algunas medidas  preventivas  permitieron 

reducir  esta  incidencia  hasta  un  35%  (Anel  et  al.  2008).  Estudios  en  otros  úrsidos 

confirman la elevada frecuencia de este problema: oso negro Japonés, 77% (Kojima et 

al. 2001) ó 100%  (Okano et al. 2004) de  los eyaculados contaminados con orina; oso 

negro Asiático se observó contaminación en un 58% los eyaculados (Chen et al. 2007). 

Los efectos nocivos de la orina sobre las células espermáticas están relacionados 

con los cambios de osmolalidad y pH, así como con los efectos tóxicos de la urea y otros 

componentes urinarios  (Griggers et al. 2001). La contaminación con orina perjudica la 

movilidad  espermática  (Kim  and  Kim.  1998),  la  integridad  acrosomal  (Santos  et  al. 

2011) y reduce la capacidad fecundante del semen (Santos et al. 2011).  

Algunos  estudios  en  diferentes  especies,  demuestran  que  las  condiciones 

hiposmóticas  son  más  nocivas  que  las  condiciones  hiperosmóticas  en  cuanto  a  la 

movilidad  (carnero,  toro  y  humano:  Blackshaw  and  Emmens.  1951)  y  a  la  viabilidad 

espermática (caballo: Pommer et al. 2002).  

Estudios  llevados  a  cabo  en  caballo  muestran  que  la  exposición  de  los 

espermatozoides  a  condiciones  no  isosmóticas  induce  daños  irreversibles  en  la 



10 
 

membrana plasmática  y  en  las mitocondrias  tras  el  retorno  a  condiciones  isotónicas 

(Gonzalez‐Fernandez et al. 2012). 

La  tolerancia  al  estrés  osmótico,  así  como  la  capacidad  de  recuperación  de  la 

movilidad espermática tras la exposición a condiciones no isosmóticas es muy variable 

según  la especie (toro: Guthrie et al. 2002; antílope bongo: Wirtu et al. 2008; caballo: 

Griggers et al. 2001). 

Okano et al.  (2004)  refiere que  la contaminación de  los eyaculados de oso  con 

orina expone  los espermatozoides a condiciones hiperosmóticas y que  la reversión de 

esas  condiciones  produce  daños  poco  significativos  a  nivel  de  la  membrana 

espermática.  Contrariamente,  otros  autores  han  encontrado  serios  daños  en  la 

integridad  de  la  membrana  espermática  tras  revertir  la  hipotonicidad  (gato: 

Pukazhenthi et al. 2000). 

En  los  casos  de  urospermia,  son  los  cambios  de  osmolalidad  los  que  más 

perjudican  a  la movilidad  espermática,  no  obstante  las  alteraciones  de  pH  también 

pueden  ser  nocivas.  La  reducción  de  la motilidad  espermática  es más  acentuada  en 

condiciones  ácidas  que  en  las  alcalinas  (Makler  et  al.  1981),  pero  este  efecto  es 

reversible en pH ácidos que vuelven a niveles normales y sin embargo irreversible para 

pH alcalinos. 

Teniendo en cuenta  la elevada  incidencia de  la urospermia en  los eyaculados de 

oso pardo y el alto valor de  las muestras seminales de esta especie amenazada, es de 

primordial importancia definir estrategias que permitan revertir los efectos deletéreos 

de la contaminación del semen con orina. Por otra parte, la utilización de un diluyente 

de  selección  espermática  podría mejorar  la  calidad  de  las muestras  contaminadas. 

Estudios previos de nuestro grupo, con eyaculados de oso pardo no contaminados con 
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orina  demostraron  la  eficiencia  del  Puresperm®  en  la  selección  de  poblaciones 

espermáticas  de  mejor  calidad  en  semen  fresco  y  semen  congelado‐descongelado 

(Nicolas et al. 2012b) y recongelado  (Alvarez‐Rodriguez et al. 2013b).  

En resumen, la eficacia de un protocolo de criopreservación pasa por el desarrollo 

de un diluyente específico adaptado a las características de los espermatozoides de oso 

pardo  (en  este  caso);  no  obstante  la  validación  de  diluyentes  comerciales  en  esta 

especie supone una alternativa muy útil y práctica en situaciones de emergencia en las 

que no  se disponga de  la  infraestructura adecuada para  la preparación del diluyente 

específico.  Además  hay  que  tener  en  cuenta  otros  factores  que  se  observan 

frecuentemente  en  los  eyaculados  de  oso  pardo  obtenidos  mediante 

electroeyaculación,  como  son  la  urospermia  y  la  espermaglutinación,  que  pueden 

afectar  a  la  congelabilidad  de  las  muestras  y  por  ello  es  importante  desarrollar 

estrategias  que  permitan  minimizar  su  efecto  deletéreo  sobre  la  calidad  de  las 

muestras seminales descongeladas. 
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En el contexto de la creación de un banco de recursos genéticos para el oso pardo 

(de  las montañas Cantábricas), el objetivo general de esta tesis doctoral es el estudio 

de  diferentes  aspectos  de  la  congelabilidad  seminal  en  esta  especie  con  el  fin  de 

desarrollar  una  metodología  de  criopreservación  espermática  adaptada  a  las 

características  específicas  de  los  eyaculados  de  oso  pardo  obtenidos  mediante 

electroeyaculación. 

Para  ello,  se  proponen  los  siguientes  objetivos  específicos  que  han  sido 

desarrollados en las publicaciones que se indican:  

1. Desarrollo de un diluyente específico para la criopreservación de eyaculados de 

oso pardo. 

“Effect of basic factors of extender composition on post‐thawing quality of brown 

bear electroejaculated spermatozoa”. Theriogenology 74 (2010) 643-651. 

 

2.  Evaluación  de  diferentes  diluyentes  comerciales  de  congelación  espermática 

empleados en otras especies como alternativa al diluyente específico. 

“Use of  commercial  extenders  and  alternatives  to prevent  sperm  agglutination 

for cryopreservation of brown bear semen”. Theriogenology 82 (2014) 469–474. 

 

3. Estudio de estrategias para mejorar  la calidad de  las muestras problemáticas 

de semen de oso pardo (urospermia y espermaglutinación).  

“Use of  commercial  extenders  and  alternatives  to prevent  sperm  agglutination 

for cryopreservation of brown bear semen”. Theriogenology 82 (2014) 469–474 

“Salvaging  urospermic  ejaculates  from  brown  bear  (Ursus  arctos)”.  Animal 

Reproduction Science (2014). http://dx.doi.org/10.1016/j.anireprosci.2014.09.007 
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Los  bancos  de  recursos  genéticos  (BRG)  en  asociación  con  la  aplicación  de 

técnicas  de  reproducción  asistida  juegan  un  papel  importante  en  la  preservación de 

especies amenazadas, como es el caso del oso pardo en España. En este contexto,  la 

crioconservación de espermatozoides  se presenta como una herramienta básica para 

preservar recursos genéticos y evitar la extinción de especies amenazadas.  

La  optimización  de  protocolos  de  conservación  espermática  adaptados  a  esta 

especie,  implica el estudio de  varios  factores que pueden  influir en  la  calidad de  las 

muestras seminales criopreservadas. En la presente tesis doctoral se han evaluado tres 

aspectos  relacionados  con  la  congelabilidad  de  eyaculados  de    oso  pardo:  1)  el 

desarrollo  de  un  diluyente  específico  adaptado  a  las  condiciones  particulares  de  los 

espermatozoides  de  esta  especie;  2)  la  cuantificación  de  la  especificidad  de  los 

extender de criopreservación espermática en estos úrsidos, mediante la evaluación de 

alternativas  comerciales definidas para otras  especies,  y 3)  el  empleo de  estrategias 

para  mejorar  la  congelabilidad  de  muestras  problemáticas  (espermioaglutinación  y 

contaminación con orina). 

La elección de un protocolo de congelación eficiente (diluyentes optimizados, así 

como un patrón de tratamiento térmico adecuado), es crucial para el éxito del proceso 

de criopreservación seminal en cualquier especie. En el primer estudio de  la presente 

tesis doctoral se evalúan diferentes aspectos básicos de  la composición del diluyente 

con  el  fin  de  encontrar  la  combinación  más  adecuada  para  la  congelación  de 

espermatozoides  de  oso  pardo.  En  este  trabajo  se  utiliza  como  base  un  diluyente 

diseñado en nuestro laboratorio (Anel et al. 2003) para la especie ovina, lo que permite 

un fácil ajuste de sus componentes.  
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La yema de huevo es uno de los protectores de membrana más utilizados en los 

protocolos de conservación de semen, tanto en especies domesticas como salvajes, y 

su  principal  función  es  proteger  los  espermatozoides  contra  los  efectos  deletéreos 

provocados por el frío (White. 1993; Fernandez‐Santos et al. 2006, Gil et al. 2011). La 

yema de huevo actúa sobre la membrana celular, preservando la movilidad, viabilidad y 

integridad  de  los  espermatozoides  tras  la  descongelación  (Salamon  and  Maxwell. 

2000). A pesar de sus efectos beneficiosos,  la yema de huevo puede producir efectos 

nocivos  en  los  espermatozoides  tanto  en  la  integridad  acrosomal  (Holt  et  al.  1996) 

como en  la  viabilidad espermática  (Ritar et al. 1991). Distintas  concentraciones   han 

sido usadas en la congelación de semen de oso: 10 y 20% en oso pardo (García‐Macías 

et al. 2005; Anel et al. 2008), 15% en oso pardo de Hokkaido  (Ishikawa et al. 2002) y 

20%  en  oso  negro  japonés  (Okano  et  al.  2006b).  Estos  autores  no  hacen  estudios 

comparativos entre distintos porcentajes de yema y solamente describen su eficacia en 

sus  condiciones  de  trabajo,  así  Ishikawa  et  al.  (2002)  observan  una movilidad  post‐

descongelación  del  43%  y  un  67%  de  viabilidad. Okano  et  al.  (2006b)  obtienen  una 

calidad  inferior    (movilidad  individual:  16%  y  viabilidad:  54,3%)  con  un  diluyente 

compuesto  por  TRIS‐citrato‐fructosa‐glicerol  y  20%  de  yema.  En  nuestro  estudio,  la 

concentración del 20% es la recomendada para la congelación de semen de oso pardo 

por proporcionar mejores resultados de movilidad, viabilidad y estatus acrosomal. No 

obstante,  algunos  autores  han  documentado  un  efecto  negativo  de  concentraciones 

elevadas  de  yema  de  huevo  tanto  en  la  preservación  de  la movilidad  como  de  la 

integridad acrosomal (gacela Mohor: Ritar et al. 1991). El efecto de  la yema de huevo 

parece estar condicionado por  la composición del diluyente  (Watson et al. 1976).   De  

este modo, Garde et al. (2008) usando un diluyente con rafinosa suplementado con dos 
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concentraciones de yema distintas  (5% vs 20%)   comprobó que  la concentración más 

elevada  de  yema  de  huevo    proporciona  mejor  preservación  de  la  movilidad  e 

integridad de membrana durante el proceso de  refrigeración en espermatozoides de  

gacela Cuvier  (Garde et  al. 2008).  Estos  resultados  concuerdan  con  los obtenidos en 

espermatozoides  epididimarios  de  ciervo  rojo  usando  diferentes  concentraciones  de 

yema (0; 5 y 20%), en que el efecto protector de la yema de huevo es más evidente al 

20% (Fernández‐Santos et al. 2006). 

El glicerol es el crioprotector de elección para  la criopreservación de  semen de 

oso y su concentración en el medio varía entre 4‐8% en  las diferentes especies en  las 

que  se  ha  realizado  congelación  espermática    (Seager  et  al.  1987;  Anel  et  al.  1999; 

Ishikawa  et  al.  2002;  Okano  et  al.  2004;  Spindler  et  al.  2004;  Zhang  et  al.  2005). 

Nuestros resultados concuerdan con las concentraciones de glicerol utilizadas en otros 

úrsidos. En algunas especies  la movilidad espermática de  las muestras descongeladas 

se ve  influida por diferentes concentraciones de glicerol (caballo: Cochran et al. 1984; 

cerdo: Buhr et al. 2001; ovino: Fiser and Fairfull. 1984 y macaco Rhesus: Si et al. 2004). 

No  obstante,  en  oso  negro  japonés  la movilidad  espermática  no  está  afectada  por  

distintas  concentraciones  de  glicerol  (4‐12%)  pero  el  empleo  del  4  y  6%  de  glicerol 

proporcionó un porcentaje de viabilidad y de acrosomas  intactos más elevado (Okano 

et al. 2006b).  

En nuestro trabajo no se encontraron diferencias significativas en los parámetros 

estudiados  (movilidad  espermática,  viabilidad,  integridad  acrosomal  y  actividad 

mitocondrial) para  las dos concentraciones de glicerol analizadas (4 y 8%). Esto puede 

indicar que  la concentración óptima de glicerol para  la congelación de semen de oso 

pardo  se  sitúa en este  rango. Trabajos posteriores, planteados por nuestro grupo,  se 
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han centrado en determinar  la concentración más adecuada de glicerol  (de Paz et al. 

2012)   y el mejor momento de adición del mismo  (Rodriguez‐Alvarez et al. 2011). De 

Paz  et  al.  (2012)  evaluó  diferentes  concentraciones  de  glicerol  (2‐10%)  y  distintas 

rampas de congelación (‐10 ºC/min, ‐20 ºC/min y ‐40 ºC/min) y definió la concentración 

del  6% de  glicerol en  combinación  con  la  rampa de  congelación media  (‐20  ºC/min) 

como  la  más  indicada  para  la  criopreservación  de  eyaculados  de  oso  pardo.  Con 

relación al momento de adición del glicerol, no se encontraron diferencias significativas 

en  la movilidad  y  viabilidad  de  los  espermatozoides  en  los  tres modelos  estudiados 

(adición total de glicerol a temperatura ambiente; adición  fraccionada en dos pasos y 

adición  después  de  la  refrigeración).  La  concentración  óptima  de  glicerol  del  6%, 

definida por de Paz et al. (2012), está de acuerdo con los resultados obtenidos en este 

trabajo  ya  que  se  sitúa  entre  los  dos  porcentajes  de  glicerol  ensayados  que  no 

marcaron  diferencias  entre  sí.  En  cuanto  al  modelo  de  adición  de  glicerol  se  ha 

comprobado que permite un amplio margen de  flexibilidad para  la adaptación de  los 

procedimientos del protocolo de congelación. 

La  incorporación  de  aditivos  (componentes  no  habituales  en  los  diluyentes 

patrón)  en  los medios  de  congelación  espermática,  responde  al  objetivo  de  aportar 

soluciones específicas a cuestiones particulares de los eyaculados de cada especie y de 

su  congelabilidad. En nuestro  caso,  se han empleado dos  sustancias  (1% Equex  STM 

paste  y  2%  EDTA)  al  objeto  de  controlar  la  espermioaglutinación,  una  de  las 

problemáticas específicas que  se plantean en el manejo de eyaculados de oso pardo 

obtenidos mediante electroeyaculación.  

Aunque  el  uso  del  Equex  STM  paste  y  el  EDTA  no  está  documentado  en  la 

congelación  de  espermatozoides  de  oso,  nuestros  resultados  indican  que  su 
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incorporación en el diluyente supone una mejora significativa en la calidad seminal. La 

adicción de Equex STM paste en el diluyente de congelación  incrementa  la movilidad 

post‐descongelación de  semen de perro  (Alhaider and Watson. 2009)  y disminuye el 

daño acrosomal post‐descongelación en espermatozoides epididimarios de gato (Axner 

et  al.  2004).  El  Equex  STM  paste  es  un  agente  surfactante  que  actúa  como  un 

detergente  cuyo  componente  activo  es  el  SDS  (sulfato  dodecil  sódico)  y  que  podría 

ejercer  su  efecto  doblemente: modificando  la  estructura  de  las  lipoproteínas  de  la 

yema  de  huevo  en  el medio  extracelular  (Arriola  and  Foote.  1987)  y mejorando  la 

estabilidad de los lípidos de la membrana plasmática (Peña et al. 2000; Gil et al. 2013). 

En este sentido, su uso como agente surfactante (principalmente de la yema de huevo) 

mejora la supervivencia de los espermatozoides tras la descongelación y se piensa que 

su  función  está  relacionada  con  la  estabilización  de  las  membranas  celulares, 

particularmente  de  la  membrana  acrosomal,  protegiendo  a    los  espermatozoides 

contra  los  efectos  nocivos  del  glicerol  durante  el  proceso  de  congelación‐

descongelación (Arriola and Foote. 1987; Anakkul et al. 2011). En la especie canina, se 

ha descrito que  su efecto beneficioso en  la  congelación de espermática podría estar 

relacionado con una disminución de  los cambios celulares similares a  los que ocurren 

en la capacitación de los espermatozoides (implícitos al proceso de congelación), como 

son, cambios en la permeabilidad de la membrana espermática al Ca++ y la disminución 

de  la hiperactivación espermática (Peña et al. 2003). No obstante, poco se conoce del 

mecanismo protector de esta sustancia pero su efecto solo ocurre en presencia de  la 

yema de huevo, esto puede sugerir que ejerce su efecto positivo mediante la alteración 

de  las  lipoproteínas de baja densidad de  la  yema de huevo  antes que directamente 

sobre las membranas celulares (Pursel et al. 1978). 
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El EDTA es un agente quelante que bloquea  la acción del calcio como mediador 

de la capacitación espermática y reacción acrosomal (Aisen et al. 2000). La interacción 

del calcio (Ca++) con  los  lípidos de  la membrana influye considerablemente en  la carga 

superficial neta, en la orientación de las cabezas polares, en el grado de solubilización y 

en la fase de transición con relación a los cambios de temperatura (Bakas and Disalvo. 

1991). 

Estudios  en  verraco,  demuestran  que  tanto  el  calcio  extracelular  como  la 

albumina  sérica  promueven  la  aglutinación  (cabeza‐cabeza)  de  los  espermatozoides 

(Harayama et al. 1998; Harayama et al. 2000). También se observa que el calcio (Ca2+) 

libre en el citoplasma está implicado en la aglutinación (cabeza‐cabeza) inducida por un 

análogo del cAMP (Harayama et al. 2003). Además, la adicción de otro agente quelante 

del calcio, similar al EDTA pero más selectivo (EGTA), al medio de incubación atenúa el 

nivel de aglutinación espermática  inducido por  la concentración extracelular de calcio 

en  eyaculados  de  verraco  (Harayama  et  al.  1998).    En  toro,  la  adición  de  EGTA  al 

diluyente seminal reduce el porcentaje de espermatozoides aglutinados tras un período 

de incubación de 72 horas (Yang et al. 2012).  

Estudios  previos  en  diferentes  especies,  indican  los  efectos  beneficiosos  del 

suplemento  de  los  diluyentes  con  estos  aditivos  en  la  calidad  seminal  post‐

descongelación:  perro  (Rota  et  al.  1997;  Peña  et  al.  2003;  Ponglowhapan  and 

Chatdarong. 2008; Alhaider and Watson. 2009), gato (Axner et al. 2004), ovino (Aisen et 

al. 2000), cerdo (Pursel et al. 1978), toro (Arriola and Foote. 1987) y ciervo (Cheng et al. 

2004).  

Una  vez  definida  la mejor  opción  para  los  factores  estudiados  anteriormente 

(yema de huevo‐20%, glicerol‐8% y suplemento con aditivos Equex STM paste y EDTA) 
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se  probaron  dos  diluyentes  ajustados  a  300  ó  320  mOsm/kg  (E300  y  E320, 

respectivamente). El E300 mostró mejores resultados para algunos de  los parámetros 

cinéticos analizados (VAP, VCL, VSL y ALH). En este contexto, se confirma la hipótesis de 

que  el  uso  de  un  diluyente  con  una  osmolalidad  (E300)  ligeramente  hipoosmótica 

respecto de  la esperada para  la muestra  seminal  (308 ± 38 mOsm/kg)  sería  la mejor 

opción para la criopreservación de semen de oso pardo. 

Nuestros  resultados  estarían  en  desacuerdo  con  estudios  realizados  en  otras 

especies (toro: Liu et al. 1998b; ovino: Aisen et al. 2000 y ciervo: Martinez‐Pastor et al. 

2006)  en  los  que  diluyentes  ligeramente  hiperosmóticos  proporcionan  mejor 

protección a  los espermatozoides que  los  isosmóticos. En este sentido,  la sensibilidad 

de  los  espermatozoides  a  los  cambios  en  la  osmolalidad  del medio  varía  según  la 

especie y se presenta como un factor decisivo en la eficacia del proceso de congelación 

(Liu  et  al.  1998b).  Diversos  estudios  en  ovino,  demuestran  los  efectos  osmóticos 

asociados a  la adición y retirada de glicerol en  la calidad seminal post‐descongelación 

(Gao et al. 1995).  

Considerando  la escasa  información sobre  la criobiología del espermatozoide de 

oso pardo, los resultados de este estudio aportan una contribución importante para el 

desarrollo de un protocolo de  criopreservación eficiente para esta especie.  La mejor 

combinación de las testadas para la congelación de eyaculados de oso pardo sería una 

base de TES‐Tris‐Fructosa ajustada a 300 mOsm/kg y suplementada con 20% de yema 

de huevo, 4‐8% de glicerol y aditivos (2% EDTA y 1% Equex STM paste).   

A pesar de que el diluyente específicamente desarrollado para la congelación de 

eyaculados de oso pardo (Anel et al. 2010 modificado por de Paz et al. 2012) presenta 

buenos  resultados  en  la  evaluación  in  vitro  post‐descongelación,  la  posibilidad  de 
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emplear diluyentes comerciales de  fácil adquisición puede suponer una solución muy 

útil  en  situaciones  de  emergencia.  Por  ello,  resulta  interesante  evaluar  el  nivel  de 

especificidad  de  los  espermatozoides  de  oso  pardo,  de  cara  al  proceso  de 

criopreservación,  ensayando  la  tolerancia mostrada  cuando  se  emplean medios  de 

congelación  formulados  en  función  de  las  particularidades  de  otras  especies.  En 

nuestro  caso,  hemos  empleado  diluyentes  comerciales  desarrollados  para  especie 

bovina (Andromed® y  Bioxcell®) y canina (Triladyl canine®, CaniPro® y Extender 2). 

El  Andromed®  y  el  Bioxcell®    son  diluyentes  comerciales  que  tienen  en  su 

constitución soja como componente sustitutivo de la yema de huevo. Los diluyentes sin 

componentes  de  origen  animal  (yema  de  huevo  o  leche)  son  cada  vez  más 

recomendables con el fin de evitar el riesgo de transmisión de enfermedades (de Ruigh 

et  al.  2006).  Estudios  de  nuestro  grupo,  usando  el  diluyente  específico  de  oso  TTF‐

ULE/bear  suplementado  con  5%  de  lecitina  de  soja  tipo  A  (Alvarez‐Rodriguez  et  al. 

2013a),  demuestran  que  la  movilidad  espermática  es  similar  a  la  de  las  muestras 

congeladas  con  el  mismo  diluyente  suplementado  con  yema  de  huevo,  pero  la 

viabilidad  espermática  y  la  integridad  acrosomal  son  inferiores  en  las  muestras 

congeladas con soja respecto al control con yema. En el presente trabajo, las muestras 

criopreservadas con Andromed® presentaron  resultados similares a  los obtenidos con 

TTF/ULE‐bear en todos los parámetros estudiados. El Andromed® ha sido empleado en 

diversas especies con resultados muy variables. Estudios en ovino  (Fukui et al. 2008), 

ciervo (Martinez‐Pastor et al. 2006) y gacela (Saragusty et al. 2006) referencian el uso 

del Andromed® con   resultados similares a  los obtenidos con diluyentes basados en  la 

yema  de  huevo.  En  cambio,  en  otras  especies  como  el  búfalo  (Herold  et  al.  2004; 

Herold et al. 2006), el perro  (Nothling et al. 2007) y el gato    (Jimenez et al. 2013),  la 
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utilización  de  Andromed®  tiene  un  efecto  deletéreo  sobre  la  calidad  de  los 

espermatozoides.  Los  resultados  contradictorios  encontrados  podrían  ser  explicados, 

tanto  por  el  origen  de  los  espermatozoides  (epididimario  o  eyaculado),  el  tipo  de 

lipoproteína empleado, así como por  la respuesta específica al efecto protector de  la 

lecitina de soja. 

El Bioxcell®  ha sido empleado en la criopreservación de semen de toro (Stradaioli 

et al. 2007), ovino  (Gil et al. 2003a; Gil et al. 2003b) y caprino  (Roof et al. 2012) con 

resultados  similares a  los obtenidos usando diluyentes basados en yema de huevo o 

leche.  Además,  el  Bioxcell®  se  manifestó  más  efectivo  que  el  Andromed®  en  la 

preservación del potencial  fertilizante del  semen de  carnero  tanto  refrigerado  como 

congelado (Khalifa et al. 2013); no obstante, el Bioxcell® demostró peores resultados de 

movilidad tras la congelación de semen de ciervo rojo (Martinez‐Pastor et al. 2009). En 

este estudio, el Bioxcell® es menos efectivo en la protección de los espermatozoides de 

oso pardo durante la congelación que el TTF‐ULE/bear y el Andromed®. Estos resultados 

indican que el Bioxcell® estará más específicamente indicado para rumiantes y sugieren 

que los componentes desconocidos presentes en este diluyente comercial no confieren 

un efecto protector eficiente sobre las estructuras celulares de los espermatozoides de 

oso pardo durante el proceso de criopreservación. 

El  Triladyl  canine®,  CaniPro®  y  Extender  2  son  diluyentes  utilizados  en  la 

criopreservación de semen de perro y  tienen en su composición yema de huevo. Los 

resultados de este estudio indican que estos diluyentes adaptados a la especie canina, 

no son tan eficientes como el TTF‐ULE/bear para la congelación de espermatozoides de 

oso pardo. A pesar de que la fracción de CaniPro® y Extender 2 que contiene el glicerol 

se  añade  normalmente  solo  después  de  la  refrigeración  (en  dos  pasos),  en  nuestro 
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trabajo  se  emplean  en  un  solo  paso  ‐glicerol  parcial  desde  la  dilución  inicial‐  para 

uniformizar con el resto de protocolos); no obstante, esta diferencia de procedimiento 

respecto a  lo propuesto por  la marca que manufactura  los diluyentes comerciales no 

tendría  que  ser  responsable  de  los  pobres  resultados  obtenidos  en  la  congelación 

espermática de oso pardo dado que en un estudio previo de nuestro grupo de trabajo, 

no  se  encontraron  diferencias  en  la  movilidad  y  viabilidad  espermática  post‐

descongelación, cuando el glicerol se añadió a temperatura ambiente ó a 5º C usando 

el TTF‐ULE/bear (Alvarez‐Rodriguez et al. 2011). Estos resultados evidencian una buena 

tolerancia del semen de oso pardo a  la adición de glicerol a temperatura ambiente. El 

hecho  de  que  los  diluyentes  basados  en  yema  de  huevo  utilizados  en  este  estudio, 

tengan  la misma concentración de yema y una concentración de glicerol muy similar, 

sugiere que las diferencias encontradas entre ellos sean debidas a otros componentes, 

que para el caso de los diluyentes comerciales son de difícil identificación, debido a las 

normas de protección de patentes.  

Los  azúcares  son otro de  los  componentes básicos de  los diluyentes  seminales 

que  juegan  un  papel muy  importante  en  el  proceso  de  conservación  de  las  células 

espermáticas.  Okano  et  al.  (2006a)  refieren  algunos  estudios  que  indican  que  el 

suplemento efectivo de los azúcares varía de acuerdo con la especie; en la congelación 

de  semen  de  oso  negro  japonés  obtienen  resultados  similares  (viabilidad  post‐

descongelación mayor  del  50%)  con  la  utilización  de  tres  diluyentes  que  contienen 

diferentes  azucares  (glucosa,  fructosa  y  fructosa‐lactosa‐rafinosa).  Dos  de  los 

diluyentes  empleados  en  nuestro  estudio  contienen  fructosa  (TTF‐ULE/bear  y 

Andromed®)  y  otros  dos  contienen  glucosa  (CaniPro®  y  Extender  2);  en  los  demás 

diluyentes se desconoce el azúcar presente. Del análisis de  las experiencias realizadas 
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en la presente tesis doctoral, nuestros resultados parecen sugerir que la fructosa sería 

mejor  opción  que  la  glucosa  en  los  diluyentes  de  criopreservación  espermática 

adaptados al semen de oso pardo. En conclusión, aunque el diluyente específico, TTF‐

ULE/bear  es  el  más  adecuado  para  la  congelación  de  semen  de  oso  pardo,  el 

Andromed®  es  una  alternativa  válida  por  presentar  resultados  similares;  la 

disponibilidad  comercial  de  este  último,  hace  que  pueda  ser  de  gran  utilidad  en 

situaciones  de  emergencia  o  en  aquellos  ámbitos  en  los  que  no  se  disponga  de  la 

infraestructura necesaria para la elaboración de un diluyente específico. 

Retomando  de  nuevo  la  problemática  de  la  aglutinación  espermática  en  esta 

especie y con el  fin de establecer un control eficaz y  temprano de  la misma, en este 

trabajo hemos observado que la recogida de semen directamente sobre un medio TTF‐

H  reduce  significativamente  el  grado  de  aglutinación  en  las  muestras  frescas  sin 

interferir  en  la  calidad  seminal  de  las muestras  precongeladas  y  descongeladas.  La 

aglutinación  espermática  puede  ocurrir  entre  los  espermatozoides  (cabeza‐cabeza  o 

cabeza‐cola) o con otras partículas presentes en  la muestra. Monga y Roberts.  (1994) 

refieren  que  las  bacterias  fimbriadas  se  pueden  adherir  a  las  glicoproteínas  de  la 

superficie  de  los  espermatozoides  induciendo  la  aglutinación  de  espermatozoides 

móviles.  Además,  algunas  proteínas  específicas  de  la  superficie  espermática  están 

implicadas  en  la  aglutinación  espermática  (Flaherty  et  al.  1993;  Fornes  and  Burgos. 

1994). También se ha descrito que una  alta densidad espermática puede implicar una 

mayor  frecuencia  de  colisiones  entre  regiones  acrosomales  y  en  estas  zonas  existen 

mayor  número  de  proteínas  que  favorecen  las  asociaciones  celulares.  Por  lo  tanto, 

probablemente  la  densidad  celular  sea  un  factor  más,  que    influye  en  la  tasa  de 

aglutinación  espermática  (Lindahl  and  Sjoblom.  1981).  La  disminución  de  la 
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aglutinación  observada  en  nuestro  estudio  tras  la  dilución  inicial,  puede  estar 

relacionada con la reducción de la actividad bacteriana, con el enmascaramiento de las 

proteínas  de  la  superficie  espermática  y/o  con  la  disminución  de  la  densidad 

espermática. 

La  contaminación de  los  eyaculados  con orina  es un problema que ocurre  con 

bastante  frecuencia en  las muestras de oso pardo obtenidas por electroeyaculación, 

afectando negativamente  la calidad del semen y a su  resistencia a  la congelación. En 

otras  especies,  las  muestras  de  semen  contaminadas  con  orina  normalmente  son 

eliminadas,  a  no  ser  que  la  contaminación  sea mínima  o  presenten  una movilidad 

aceptable  en  la  evaluación  inicial.  En  oso  pardo,  teniendo  en  cuenta  el  valor  de  las 

muestras  espermáticas,  es  importante  investigar  estrategias  que  permitan  recuperar 

(aunque  sea  parcialmente)  los  eyaculados  urospérmicos  (Anel  et  al.  2008),  pues  la 

eliminación  de  los mismos  en  base  a  un  criterio  de  selección  inicial  por  calidad  no 

parece admisible dadas las especiales condiciones que residen en dichas muestras y en 

la especie donante (especie con una población local amenazada). 

En  este  contexto  se  evalúan  la  efectividad  de  un  lavado  pre‐congelación  con 

diluyentes  de  diferentes  osmolalidades  para  revertir  los  efectos  nocivos  de  la 

urospermia en  la calidad del semen de oso pardo  tras  la descongelación, así como el 

uso de un gradiente de selección espermática (Puresperm®) para mejorar la calidad de 

los  eyaculados  urospérmicos  de  oso  pardo  destinados  a  ser  criopreservados 

previamente a su almacenamiento en el banco de recursos genéticos de la especie.  

La  sensibilidad  de  los  espermatozoides  a  los  cambios  osmóticos  varía  entre 

especies y determina la capacidad de cada una de ellas para restaurar la movilidad tras 

un estrés osmótico (Songsasen et al. 2002), que es el responsable directo de los daños 
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observados en  las muestras urospérmicas. En el presente estudio  se  constató que  la 

movilidad es el parámetro más afectado en  la exposición de  los espermatozoides de 

oso pardo a condiciones no  isosmóticas. No obstante, también en nuestro trabajo, se 

observó  que  dicha movilidad  se  podría  recuperar  parcialmente  con  un  lavado  pre‐

congelación. Del mismo modo, estudios en otras especies documentan que  la adición 

de un medio de lavado recupera la movilidad de las muestras de semen contaminadas 

con orina (antílope bongo: Wirtu et al. 2008; caballo: Griggers et al. 2001). En humana, 

se  obtienen  buenos  resultados  de  fertilidad  con  semen  urospérmico,  aplicando  un 

tratamiento de lavado y sometiéndole a centrifugación (reconcentración) previamente 

a  la  inseminación  artificial  (Crich  and  Jequier.  1978).  Sin  embargo,  en  caballo,  la 

centrifugación no aporta ninguna mejora en la movilidad espermática con respecto a la 

simple adición de diluyente (Griggers et al. 2001). En oso pardo, la centrifugación es un 

procedimiento necesario para reconcentrar  las muestras de semen, especialmente en 

los  eyaculados  urospérmicos  que  normalmente  tienen  una  concentración  de  células 

menor a  la deseable para abordar el proceso de criopreservación. Estudios previos de 

nuestro  grupo  indican  que  los  espermatozoides  de  oso  pardo  toleran  el  proceso  de 

centrifugación dentro de un amplio margen de variables (tiempo y velocidad) (Nicolas 

et al. 2011; Nicolas et al. 2012a). En nuestro  trabajo,  las muestras del grupo  control 

sometidas  solamente  a  centrifugación  están  entre  las  que  presentan  mejores 

resultados de movilidad, viabilidad y estatus acrosomal tanto en pre‐congelación como 

en post‐descongelación. 

En especie humana, se observa que las variaciones de pH y osmolalidad tienen un 

efecto  negativo  en  la  movilidad  espermática  (Makler  et  al.  1981).  En  el  presente 

estudio, el pH de  las muestras urospérmicas presenta pequeñas  variaciones  sobre  la 
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normalidad y no se encontraron diferencias significativas entre  los niveles de urea de 

las  tres  clases  de  semen  fresco  contaminado  con  orina.  Estos  datos  indican  que  el 

factor  crítico  responsable  de  la    pérdida  de  movilidad  espermática  es  el  cambio 

osmótico. 

El  grado  de  recuperación  de  la  movilidad  espermática  en  los  eyaculados 

urospérmicos con baja osmolalidad (clase A: osmolalidad inicial < 120 mOsm/kg) tras la 

centrifugación  o  lavado,  sugiere  que  los  espermatozoides  de  oso  pardo  son  más 

tolerantes al estrés hiposmótico que  los de otras especies en  las que  los efectos de  la 

hiposmolalidad  sobre  las  células  espermáticas  son  más  nocivos  que  los  de  la 

hiperosmolalidad  (humana,  ovino  y  toro:  Blackshaw  and  Emmens.  1951;  caballo: 

Pommer et al. 2002; Garcia et al. 2012). El porcentaje de espermatozoides con algún 

grado  de  endósmosis,  también  es  claramente más  elevado  en  la  clase A  que  en  las 

demás clases y parece estar correlacionado con una disminución más acentuada de  la 

movilidad. 

Uno de  los  resultados más destacables de este estudio  indica que  la movilidad 

espermática  del  semen  fresco  contaminado  es  el  parámetro  más  afectado  por  las 

condiciones  hiposmóticas,  mientras  que  la  viabilidad  y  el  estatus  acrosomal  no  se 

encuentran afectados. De esta forma,  la movilidad espermática es el factor clave para 

evaluar el grado de recuperación de la calidad de las muestras seminales urospérmicas, 

ya que esta característica se ha demostrado que tiene cierta reversibilidad.  

En el presente  trabajo,    la viabilidad espermática de  las muestras urospérmicas 

frescas  no  difiere  entre  las  distintas  clases,  lo  que  indica  que  la  integridad  de  la 

membrana  plasmática  no  está  tan  afectada  como  la movilidad  por  las  condiciones 

hiposmóticas de la contaminación con orina. Del mismo modo, en toro, los mecanismos 
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fisiológicos  responsables  de  la  movilidad  espermática  están  más  afectados  que  la 

membrana plasmática  tras  la exposición  a  condiciones extremas de osmolalidad  (Liu 

and  Foote.  1998a).  Hay  diversos  estudios  que  refieren  que  los  cambios  osmóticos 

provocan  daños  irreversibles  en  la  membrana  plasmática  y  mitocondrias  de  los 

espermatozoides  de  caballo  (Pommer  et  al.  2002;  Gonzalez‐Fernandez  et  al.  2012), 

demostrándose una mayor sensibilidad de  las mitocondrias al estrés osmótico (Garcia 

et al. 2012). De igual modo, se observó un descenso brusco de la actividad mitocondrial 

de los espermatozoides de ratón sometidos a variaciones osmóticas (Willoughby et al. 

1996). Esta mayor sensibilidad de las mitocondrias al estrés osmótico podría explicar la 

acentuada perdida de movilidad observada en nuestro estudio.  

Los  espermatozoides  son  menos  tolerantes  a  excursiones  osmóticas  (de 

condiciones hiposmóticas o hiperosmóticas a condiciones  isosmóticas) que a  la simple 

exposición a osmolalidades no fisiológicas (humana: Gao et al. 1995; caballo: Garcia et 

al.  2012). A  pesar  de  que  no  hay  estudios  previos  sobre  la  tolerancia  a  los  cambios 

osmóticos de los espermatozoides de oso pardo, nuestros resultados muestran que los 

espermatozoides  sufren  cambios  osmóticos  bruscos  (ej.  clase  A  de  96.1  a  499 

mOsm/kg) como evidencia el alto porcentaje de células que presentaron endosmosis 

en algún grado, pero en  la evaluación pre‐congelación  (después de estas excursiones 

osmóticas),  la  movilidad  y  la  viabilidad  espermática  no  mostraron  diferencias 

significativas  salvo  en  casos  muy  puntuales  (que  afectan  solo  a  la  viabilidad).  El 

tratamiento  de  las  muestras  seminales  de  las  clases  B  y  C  con  el  medio  de  700 

mOsm/kg y con una osmolalidad final mayor de 520 tiene un efecto prejudicial sobre la 

viabilidad espermática en pre‐congelación. Estos resultados concuerdan, en parte, con 

los obtenidos por Songsasen et al.  (2002) en espermatozoides caninos,    lo que  indica 
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que  la tolerancia de  la membrana plasmática de  los espermatozoides de oso pardo al 

estrés osmótico sería similar a la de los espermatozoides caninos. 

Por otro  lado y respecto a  la estrategia de selección espermática, señalar que si 

partimos de una muestra, afectada en mayor o menor medida por el estrés osmótico ‐

urospermia‐, seria de indudable interés de cara a la congelación espermática eficiente, 

poder  separar  las  células  resistentes  a  la  agresión  osmótica,  para  proceder  de  esa 

forma congelar una muestra de mejor calidad  inicial. Los gradientes de selección han 

sido  empleados  en  diferentes  especies  para  mejorar  la  calidad  de  las  muestras 

seminales,  mediante  la  selección  de  células  espermáticas  con  mejor  patrón  de 

motilidad:  humano  (Claassens  et  al.  1998;  Esteves  et  al.  2000);  toro  (Rodriguez‐

Martinez et al. 1997); ovino (Garcia‐Alvarez et al. 2010); mono Marmoset (Hernandez‐

Lopez et al. 2005); caballo (Morrell et al. 2009) y antílope Bongo (Wirtu et al. 2008). En 

estudios  previos  de  nuestro  grupo  en  oso  pardo,  se  ha  demostrado  que  el  uso  del 

gradiente  Puresperm®  tanto  en  semen  fresco  (Nicolas  et  al.  2012b)  como  en  semen 

descongelado  sometido  a  dos  ciclos  de  congelación  (Alvarez‐Rodriguez  et  al.  2013b) 

mejora  la calidad de  la población espermática seleccionada. En el presente estudio, el 

empleo del gradiente Puresperm®  en eyaculados urospérmicos de oso pardo mejora la 

movilidad  y  viabilidad  de  los  espermatozoides  seleccionados,  además  los 

espermatozoides  seleccionados  presentan  mejor  congelabilidad.  Estos  resultados 

concuerdan con  los estudios  realizados en  semen de perro  (Dorado et al. 2011) y en 

humana  (Mousset‐Simeon  et  al.  2004).  En  antílope  Bongo  (Wirtu  et  al.  2008),  se 

observó  también  una mejora  en  la  integridad  de  la membrana  y movilidad  de  los 

espermatozoides  descongelados  seleccionados  con  el  gradiente  de  selección,  sin 

embargo comparando  la movilidad pre y post‐descongelación,   proporcionalmente,  la 
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población  espermática  seleccionada  manifestó  una  pérdida  de  movilidad  más 

acentuada que  los espermatozoides  congelados  sin  tratamiento. Esto  sugiere que, al 

contrario que en nuestro estudio, los espermatozoides seleccionados son más sensibles 

a los daños de la congelación. La mejora de la congelabilidad en las muestras separadas 

mediante un gradiente de centrifugación  (Puresperm®), ya  fue observada por nuestro 

grupo en espermatozoides de oso que posteriormente fueron sometidos a un segundo 

ciclo  de  congelación  (Alvarez‐Rodriguez  et  al.  2013b);  sin  embargo,  Nicolás  et  al. 

(2012b) no  comprueban esta mejora de  congelabilidad en eyaculados  “normales” de 

esta  especie  sometidos  a  un  proceso  estándar  de  congelación.  Esta  aparente 

discrepancia, estaría  justificada por el hecho de que  las subpoblaciones   espermáticas 

afectadas por diferentes procesos deletéreos (urospermia, recongelación) seguramente 

son coincidentes con  las criolábiles en una muestra “normal”,  lo que aparentemente 

determinaría una mejor congelabilidad en muestras problemáticas.  

A pesar de que nuestros resultados indican que el Puresperm® es una alternativa 

útil en la mejora de la calidad de los eyaculados de oso pardo contaminados con orina, 

el principal problema de  su uso es  la baja  tasa de  recuperación de espermatozoides 

(rendimiento cuantitativo). En el presente estudio, el porcentaje de espermatozoides 

recuperados en el PS‐Pellet (31.5%) fue más bajo que el obtenido en nuestros estudios 

previos no usando gradientes de densidad  (60%: Nicolas et al. 2012a; 58.3%: Alvarez‐

Rodriguez  et  al.  2013b). Maxwell  et  al.,  (2007)  usando  el  gradiente  Puresperm®  en 

eyaculados de  toro, obtuvo una  tasa de  recuperación de espermatozoides en  semen 

descongelado más elevada (35.8%) que la obtenida por nosotros en estudios previos en 

semen descongelado de oso pardo  (12.5%: Nicolas et al. 2012b), pero similar a  la de 

este estudio. Estos  resultados  indican que  la eficiencia de  los gradientes de selección 
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podría variar entre las diferentes especies, pero sobre todo y dentro de ellas en función 

de diversos factores como la muestra tratada. En este sentido, en futuros estudios sería 

importante  desarrollar  estrategias  que  permitan  optimizar  las  técnicas  de  selección 

adaptadas a los eyaculados de oso pardo, minimizando la pérdida de espermatozoides 

durante  el  procedimiento,  pero manteniendo  una  capacidad  selectiva  aceptable  del 

gradiente. 

En resumen,  la contaminación de  los eyaculados de oso pardo con orina reduce 

considerablemente  la  movilidad  espermática  pero  no  interfiere  con  la  viabilidad 

espermática.  Cuando  los  eyaculados  urospérmicos  son  sometidos  al  lavado  pre‐

congelación con  los medios de diferentes osmolalidades,  los mejores resultados tanto 

de movilidad  como de  viabilidad espermática  se obtuvieron  con el diluyente de 200 

mOsm/kg, siendo similares a los obtenidos con la dilución empleada en el protocolo de 

criopreservación estándar  (sin  lavado pre‐congelación). De este modo,  la osmolalidad 

inicial del  semen parece  ser el  factor clave en  la determinación del medio de  lavado 

más adecuado. El gradiente de selección Puresperm® demuestra ser un método eficaz 

en  la mejora  de  calidad  de  los  eyaculados  contaminados  con  orina  y  además,  los 

espermatozoides seleccionados son más resistentes a la congelación. 
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El diluyente más adecuado para  la criopreservación de eyaculados de oso pardo 

es el medio específico TTF‐ULE/bear compuesto por TES‐Tris‐Fructosa ajustado a 300 

mOsm/Kg y suplementado con 20% de yema de huevo, 4‐8% de glicerol, 2% de EDTA y 

1% de Equex paste. 

 

1. El  diluyente  comercial  Andromed®  puede  ser  una  alternativa  válida  al  uso  del 

diluyente específico de oso  (TTF‐ULE/bear) en  la  congelación de  semen de oso 

pardo.  

 

2. La  recogida  de  los  eyaculados  de  oso  pardo  sobre  medio  TES‐Tris‐Fructosa 

ajustado  a  300 mOsm/Kg  y  suplementado  con  1%  de  yema  de  huevo  (TTF‐H) 

disminuye  el  grado  de  aglutinación  espermática  en  las  muestras  frescas  sin 

interferir  con  la  calidad  de  las muestras  seminales  en  pre‐congelación  y  post‐

descongelación. 

 

3. El lavado pre‐congelación de muestras seminales urospérmicas de oso pardo con 

medios de distinta osmolalidad, no aporta beneficios a la calidad de las muestras 

tratadas  respecto  a  la  dilución  sin  lavado  pre‐congelación  empleada  en  el 

protocolo estándar de criopreservación.  

 

4. El gradiente de selección Puresperm® es un método útil para mejorar la calidad de 

los  eyaculados  urospérmicos  de  oso  pardo;  los  espermatozoides  seleccionados 

mediante esta técnica son más resistentes a la congelación. 
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El  desarrollo  de  protocolos  de  criopreservación  espermática  en  el  oso  pardo 

(Ursus  arctos),  es  un  paso  fundamental  para  el  establecimiento  de  un  banco  de 

recursos genéticos que constituye una herramienta básica en  la conservación de esta 

especie, seriamente amenazada en España. 

En  el  presente  trabajo  se  pretende  estudiar  diferentes  aspectos  de  la 

congelabilidad  de  los  espermatozoides  de  oso  pardo  que  permitan  desarrollar 

estrategias para la mejora de la calidad post‐descongelación. Para ello se desarrolló un 

diluyente  específico  analizando  diferentes  parámetros  relativos  a  la  composición  del 

diluyente  seminal,  y  se evaluaron diferentes medios  comerciales  como  alternativa  al 

diluyente específico. Por otro lado se estudiaron diferentes estrategias para mejorar la 

calidad  de  los  eyaculados  problemáticos  en  esta  especie  (urospermia  y 

espermioglutinación).  

Para el desarrollo de un diluyente específico, se evaluaron dos concentraciones 

de glicerol  (4 y 8%) y de yema de huevo  (10 y 20%), un suplemento con dos aditivos 

(Equex  paste  ‐surfactante‐  y  EDTA  ‐quelante‐)  y  dos  ajustes  de  la  osmolalidad  del 

diluyente  (300  y  320  mOsm/Kg).  No  se  encontraron  diferencias  entre  las  dos 

concentraciones de glicerol estudiadas,  lo que podría  indicar una cierta  tolerancia de 

los espermatozoides de oso pardo al agente crioprotector.  

Con  relación  a  la  concentración  de  yema  se  obtuvieron mejores  resultados  de 

movilidad, viabilidad y porcentaje de espermatozoides viables con acrosomas  intactos 

para el diluyente con yema al 20%.  

La  incorporación  de  aditivos  al  diluyente  mostró  una  mejoría  significativa  en 

todos  los parámetros estudiados. Por último,  la osmolalidad de 300 mOsm/kg parece 

tener  un  efecto  positivo  sobre  algunos  parámetros  cinéticos  (valores más  altos  de 
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velocidad media  (VAP), velocidad  curvilínea  (VCL), velocidad  linear progresiva  (VSL) y 

amplitud  lateral del desplazamiento de  la cabeza  (ALH). El análisis global de  los datos 

indica  por  tanto  que  el  diluyente  más  adecuado  para  la  congelación  de 

espermatozoides  de  oso  pardo  sería  TES‐TRIS‐Fructosa  ajustado  a  300  mOsm/Kg, 

suplementado con 20% de yema de huevo, 4‐8% de glicerol y aditivos (1% Equex paste 

y 2% EDTA). 

Como  segundo  paso  en  la  estrategia  de  validar  protocolos  eficaces  en  la 

congelación  de  espermatozoides  de    oso  pardo,  se  evaluó  el  uso  de  diluyentes 

comerciales  diseñados  para  otras  especies  (bovino  ‐Andromed®, Bioxcell®‐  y  canino  ‐

Triladyl Canine®, CaniPro® y Extender 2‐). El diluyente TTF‐ULE/bear  (Tes‐Tris‐fructosa‐

yema de huevo‐glicerol) específicamente desarrollado para oso pardo se utilizó como 

control  en  la  comparación  con  los  demás  diluyentes.  Tras  la  descongelación,  TTF‐

ULE/bear y Andromed® presentaron valores,  significativamente, más elevados para  la 

movilidad  individual  y  progresiva  y  viabilidad  espermática  que  el  Bioxcell®.  TTF‐

ULE/bear también mostró mejores resultados cuando comparado con Triladyl Canine®, 

CaniPro® y Extender 2. El TTF‐ULE/bear se presenta como el diluyente más adecuado 

para  la  criopreservación  de  semen  de  oso  pardo,  sin  embargo  resultados  similares 

pueden ser obtenidos empleando el Andromed®. 

Finalmente,  se  evaluaron  estrategias  para  la  mejora  de  la  congelación 

espermática  de  eyaculados  problemáticos  de  oso  pardo.  En  la  recogida  de  semen 

directamente  sobre  un  diluyente  de  manejo  espermático  ‐TTF‐H‐,  se  observó  una 

disminución  significativa en  la  incidencia de  la espermioaglutinación en  las muestras 

frescas, no afectando esta manipulación a la calidad seminal pre y post‐descongelación.  
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Por  otro  lado,  se  evaluaron  alternativas  para  mejorar  la  calidad  post‐

descongelación de espermatozoides procedentes de eyaculados urospérmicos basadas 

en  la reversión de los efectos deletéreos de la urospermia mediante la aplicación de un 

lavado pre‐congelación con diluyentes de diferente osmolalidad, o en el empleo en pre‐

congelación,  de un gradiente de selección espermática.  

Con  respecto  a  la  primera  propuesta,  se  evaluaron  diferentes  tratamientos  de 

lavado pre‐congelación (medios con diferentes presiones osmóticas: 200, 300, 400, 500 

y 700 mOsm/kg). Los eyaculados con osmolalidad inicial menor de 120mOsm/kg tanto 

sometidos al  lavado pre‐congelación  (independientemente de  la presión osmótica del 

medio)  o  no  (solo  centrifugación‐Control)  presentaron  mejores  resultados  en  la 

movilidad pre‐congelación que el semen fresco, sin embargo  la viabilidad espermática 

no  se  vio alterada. En pre‐congelación,  las muestras  tratadas  con  la  solución de 700 

mOsm/Kg mostraron  la  viabilidad  espermática más  baja.  Tras  la  descongelación,  los 

tratamientos de lavado pre‐congelación no aportaron ninguna mejoría en comparación 

con el grupo Control (solo centrifugación sin  lavado) y el tratamiento con el medio de 

700 mOsm/Kg  tuvo un  efecto perjudicial en  todas  las muestras urospérmicas. Como 

resumen de esta experiencia, el protocolo estándar de congelación ofrece  resultados 

post‐descongelación  similares  a  los  de  los  tratamientos  más  positivos  de  lavado 

espermático pre‐congelación.   Por otro  lado, el gradiente de  separación espermática 

Puresperm® aplicado a  las muestras de semen fresco contaminadas con orina, mostró 

un  buen  rendimiento  cualitativo  en  la  selección  celular,  ya  que  los  espermatozoides 

seleccionados tras el proceso muestran un aumento en  la movilidad y viabilidad tanto 

en  pre‐congelación  como  en  post‐descongelación  respecto  a  las  muestras  no 

seleccionadas. El problema de esta técnica reside en el bajo rendimiento cuantitativo 
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sobre  las  células  inicialmente  tratadas,  cuestión  que  es  de  mucha  importancia  si 

tenemos en cuenta el alto valor de las muestras. 
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Development  of sperm cryopreservation protocols from brown bear (Ursus arctos), is a 

necessary  step  on  the  establishment  of  a  genetic  resource  bank  that  appear    as  a 

valuable tool on the conservation of this species, seriously endangered in Spain. 

The aim of the present work was to study different aspects of brown bear sperm 

freezability that allow to develop strategies for improving post‐ thawing semen quality. 

To develop a specific extender we analyzed different parameters  related  to  the 

composition of seminal extender and different commercial media were evaluated, as 

an alternative to the specific extender. Furthermore different strategies were studied 

to  improve  the quality of  the problematic ejaculates  in  this  species  (urospermia and 

sperm agglutination). 

For  the  development  of  the  specific  extender,  we  evaluated  two  glycerol 

concentrations (4 and 8%) and two egg yolk concentrations (10 and 20%), supplement 

with  two additives  (Equex paste –surfactant agent‐ and EDTA –chelating agent‐) and 

two osmolality adjustments of  the extender  (300 and 320 mOsm/Kg). No differences 

were  found  among  the  two  glycerol  concentrations  studied.  This  could  suggest  a 

certain brown bear sperm tolerance to the  cryoprotectant.  

With regard to egg yolk concentration, 20% egg yolk showed the highest motility 

results,  percentages  of  viable  spermatozoa  and  viable  spermatozoa  with  intact 

acrosome. 

Extender supplementation with additives rendered significantly higher results for 

all studied parameters. For extender osmolality, 300 mOsm/kg showed higher values of 

average path velocity  (VAP), curvilinear velocity  (VCL),  straight‐line velocity  (VSL) and 

amplitude  of  lateral  head  displacement  (ALH). We  conclude  that  the most  suitable 

extender  to cryopreserve brown bear  spermatozoa was Tes‐Tris‐Fructose adjusted  to 
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300 mOsm/Kg, supplemented with 20% egg yolk, 4‐8% glycerol and additives (1% Equex 

paste and 2% EDTA).  

As a second step  in the strategy of validating effective protocols on brown bear 

sperm  freezing,  we  evaluated  the  use  of  commercial  extenders  designed  to  other 

species  (bovine  ‐Andromed®,  Bioxcell®‐  and  canine  ‐Triladyl  Canine®,  CaniPro®  and 

Extender  2‐).  The  TTF‐ULE/bear  extender  (Tes‐Tris‐fructose‐egg  yolk‐glycerol), 

specifically  developed  for  brown  bear  served  as  control  in  both  experiments.  After 

thawing,  total  and progressive  sperm motility and  sperm  viability were,  significantly, 

greater for TTF‐ULE/bear and Andromed® than for Bioxcell®. TTF‐ULE/bear also showed 

better  results  than Triladyl Canine®, CaniPro® y Extender 2. TTF‐ULE/bear  is  the most 

suitable extender for the brown bear semen cryopreservation, but comparable results 

can be obtained with Andromed®. 

Finally, strategies for  improving cryopreservation of problematic ejaculates from 

brown bear were tested. Collection of semen directly into a handling extender ‐TTF‐H‐, 

resulted in a significant decrease of sperm agglutination in fresh samples, but it had no 

effect on pre‐freeze and post‐thawing semen quality. 

Furthermore, other alternatives were evaluated in order to improve post‐thawing 

quality of spermatozoa from urospermic ejaculates based on reversing the deleterious 

effects of urine contamination by applying a pre‐freezing washing with extenders with 

different osmolality, or use of a sperm centrifugation gradient in pre‐freezing. 

With  regarding  to  the  first proposal, different pre‐freezing washing  treatments 

(extenders of different osmolality: 200, 300, 400, 500 y 700 mOsm/kg) were tested. 

Ejaculates with an  initial osmolality of  less  than 120mOsm/kg  treated with pre‐

freezing    washing  (independently  of  extender  osmolality),  and  the  Control  sample 
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showed higher pre‐freezing sperm motility than the raw ejaculate, but sperm viability 

did not changed. 

The  samples  washed  with  700  mOsm/kg  solutions  showed  the  lowest  pre‐

freezing viability.  In the post‐thawing evaluation, pre‐freezing washing treatments did 

not  provide  any  improvement  in  comparison  with  the  Control  sample  (only 

centrifugation  without  washing),  and  treatment  with  700  mOsm/kg  extender  had 

deleterious  effects  in  all  urospermic  samples.  In  summary,  the  standard  freezing 

protocol provides pot‐thawing results similar to those obtained with the most positive 

pre‐freezing washing treatments. 

Puresperm®  density  gradient  centrifugation  applied  to  urospermic  raw  semen 

showed good performance  in  the cell  selection,  since  selected  spermatozoa  show an 

improvement of sperm motility and viability of pre and post‐thawing samples.  

The problem of this technique resides in the low quantitative yield on the initially 

treated cells, issue that is very important considering the high value of the samples.   
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APÉNDICE I: ANEXO GRÁFICO
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Figura 1. a) Ejemplar de un macho adulto de oso pardo (Ursus arctos). b) Osa con crías 

interaccionando con otra hembra. c) Vista panorámica del recinto de osos en el Parque 

de  la Naturaleza de Cabárceno, Cantabria, España. d) Pelea entre dos machos adultos 

en época reproductiva. E) Cópula en la época reproductiva. 
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Figura 2. Captura de  los animales en el  recinto de osos del Parque de Naturaleza de 

Cabárceno mediante teleanestesia. a) Disparo del dardo anestésico desde el coche de 

vigilancia. b) Animal huyendo después del disparo con el dardo anestésico. c) Animal 

anestesiado. d) y e) Elección del macho y disparo del dardo anestésico. 
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Figura  3A.  Preparación  de  los  animales  y  proceso  de  electroeyaculación.  a) 

Determinación del peso del animal. b) Rasurado del área prepucial. c) Colocación de un 

catéter endovenoso en la extremidad anterior (vena cefálica). d) Animal anestesiado e 

inmovilizado  en  la mesa  de  trabajo  con  cadenas  y  trabones. Monitorización  de  las 

constantes vitales y saturación de O2. 
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Figura 3B. Preparación de los animales y proceso de electroeyaculación. e) Sondaje de 

la  vejiga  urinaria.  f)  Limpieza  del  pene  con  suero  fisiológico.  g)  Electroeyaculación: 

aplicación de estímulos eléctricos. h) Recogida de  las muestras  seminales usando un 

sistema de embudo  conectado  a un  tubo de  vidrio  graduado.  i) Muestras  seminales 

obtenidas durante el proceso de recogida fraccionado. 
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Figura 4. Evaluación de la calidad de las muestras espermáticas. a) Determinación de la 

presión osmótica (Osmomat‐030 Gonotec TM; Berlin) y pH (CG 837‐Schott; Germany). b) 

Test  rápido  para  determinación  de  urea  (Merckgnost  Urea  Rapid  Screening  test, 

Merck,Barcelona,  Spain).  c)  Muestra  seminal  de  oso  pardo  con  alto  nivel  de 

aglutinación espermática. d) Espermatozoides de oso pardo contaminados com orina 

hiposmótica (nótese el grado de endosmósis). 
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Figura 5.  Evaluación de la calidad de las muestras espermáticas. a) Sistema de análisis 

computerizado  de  la movilidad  espermática  (CASA:  Proiser, Valencia).  b)  Captura  de 

campos  de  espermatozoides  mediante  el  sistema  CASA.  c)  Citómetro  de  flujo 

FACScalibur  (Becton  Dickinson  Immunochemistry  Systems,  San  Jose,  CA,  USA).  d) 

Análisis JC‐1.  Identifica dos poblaciones, alto y bajo potencial mitocondrial. e) Análisis 

SYBR‐14/PI.  Se diferencian  tres poblaciones  espermáticas.  SYBR‐14+/PI‐:  vivos;  SYBR‐

14+/PI+: moribundos; SYBR‐14‐/PI+: muertos. El dotplot G procede de Reprod Dom Ani 

45  (2),  67‐78  (2010).  f)  Análisis  PNA‐FITC/PI.  Se  distinguen  cuatro  poblaciones 

espermáticas,  PNA‐FITC‐/PI‐:  viables  con  el  acrosoma  intacto;  PNA‐FITC+/PI‐:  viables 

con  el  acrosoma  dañado;  PNA‐FITC‐/PI+:  no  viables  con  el  acrosoma  intacto;  PNA‐

FITC+/PI+: no viables con el acrosoma dañado. 
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Figura 6. Equipo laboratorial utilizado en la congelación y descongelación de semen. a) 

Soporte  con  peine  para  la  creación  de  cámara  de  aire  previa  al  sellado  y  rack  de 

congelación con pajuelas. b) Impresora de pajuelas (Minitub, Tiefenbach, Germany). c) 

Biocongelador  (Planner  Krio  II).  d)  Selladora  de  pajuelas  (ULTRASEAL  21,  Minitub, 

Tiefenbach, Germany). e) Baño de agua para descongelación de pajuelas (Julabo TW8). 

f) Tanque de almacenamiento de pajuelas en nitrógeno líquido. 
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APÉNDICE II: FACTOR DE IMPACTO DE 
LAS PUBLICACIONES
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APÉNDICE III: CV SUSANA  
GOMES-ALVES
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