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Resumen 

Introducción. Diversos factores influyen sobre la 
capacidad fertilizante del semen canino criopreser-
vado. Las alteraciones estructurales, y los efectos 
osmóticos y tóxicos sobre los espermatozoides, han 
centrado el interés en desarrollar nuevas técnicas 
de criopreservación y crioprotectores con mayor po-
tencial para la conservación de la capacidad fertili-
zante del semen. Objetivo. Comparar el efecto de la 
congelación rápida con glicerol y dimetilformamida 
sobre la calidad post-descongelación del semen ca-
nino. Materiales y métodos. En un proceso de crio-
preservación por congelación rápida, fueron imple-
mentados cuatro tratamientos (glicerol al 3% y 5%, 
y dimetilformamida al 3% y 5%). Posterior a la des-
congelación, fueron evaluados para cada tratamien-
to, la movilidad individual, la morfología espermática 
y la integridad de membrana de los espermatozoi-
des. La evaluación estadística se realizó mediante 
un análisis de varianza y una prueba de diferencia 
significativa mínima de Fisher. Resultados. Para la 
movilidad individual se encontró superioridad del gli-
cerol 5% (58%±7.8) sobre DMF 5% (44.5%±17.7), 
glicerol 3% (18%±10.1), y DMF 3% (11.8%±10.5). 
Para la integridad de membrana, DMF 5% obtuvo 
el mayor promedio (33.4%±9.7), siendo superior a 
glicerol 3% (27.5%±4.3) y DMF 3% (24.2%±5.3), 
pero sin diferencia estadística sobre glicerol 5% 
(31.4%±3.8). Para la morfología espermática no 
se encontró diferencia estadística entre glicerol 5% 
(67%±11.9), glicerol 3% (65.6±12.5), y DMF 5% 
(60%±16.5), pero sí hubo diferencia entre estos y 
DMF 3%  (50.1%±18.3). Conclusiones. El glicerol 
y la DMF en concentraciones del 5% proveen una 
protección similar del semen canino durante la crio-
preservación por congelación rápida.

Palabras clave: congelación rápida, crioprotecto-
res, fertilidad potencial.

Canine semen cryopreservation by fast 
freezing with glycerol and dimethylformamide

Abstract

Introduction. Several factors influence the fertilizing 
capacity of cryopreserved canine semen. Structu-
ral alterations and the osmotic and toxic effects on 
sperm have focused interest on developing new cryo-
preservation and cryoprotection techniques with a 
bigger potential for conserving the semen´s fertiliza-
tion capacity. Objective. To compare the effect of 
fast freezing with glycerol and dimethylformamide 
on the post-freezing quality of canine semen.  Mate-
rials and methods.  In a cryopreservation process 
by fast freezing, four treatments were implemented 
(glycerol at 3% and 5%, y dimethylformamide at 3% 
and 5%). After thawing, individual mobility, sperm 
morphology and the membrane´s integrity of sperm 
were evaluated. The statistic evaluation was made 
by the use of a variance analysis and a Fisher´s mi-
nimal significant difference test.  Results. For the in-
dividual mobility, a superiority was found for the 5% 
glycerol (58%±7.8) over 5% DMF (44.5%±17.7), 3% 
glycerol (18%±10.1), and 3% DMF  (11.8%±10.5). 
For the membrane´s integrity, 5%DMF had the hig-
hest media value (33.4%±9.7), above 3% glycerol 
(27.5%±4.3) y 3% DMF (24.2%±5.3), but it had no 
statistic difference over 5% glycerol (31.4%±3.8). 
For the sperm morphology, no statistic difference 
was found between 5% glycerol (67%±11.9), 3%  
glycerol  (65.6±12.5), and 5%DMF  (60%±16.5), but 
there was a difference between these and 3%  DMF 
(50.1%±18.3). Conclusions. Glycerol and DMF, in  
5% concentrations, provide a similar protection to 
semen during fast freezing cryopreservation. 

Key words: fast freezing, cryoprotectors, potential 
fertility.
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Introducción

En los procesos de criopreservación de semen 
canino existen diversos factores que influyen 
en su capacidad fertilizante. Las células es-
permáticas son expuestas a soluciones que 
contienen agentes crioprotectores, los cuales 
evitan parcialmente la formación de hielo intra-
celular y el daño en las membranas1. Sin em-
bargo, dichas sustancias, sumadas a los seve-
ros cambios térmicos y osmóticos propios de la 
técnica, pueden tener otros efectos adversos 
sobre los espermatozoides, como las alteracio-
nes en el ADN2, el aparato genético3, la activi-
dad mitocondrial4, el rompimiento de membra-
nas por la peroxidación de los lípidos5, y en los 
acrosomas por daños como el hinchamiento, la 
distribución no uniforme de su contenido, y la 
vesiculación de la membrana externa acroso-
mal6. Dichas alteraciones han sido directamente 
relacionadas con la reducción en la fertilidad del 
semen canino criopreservado7, principalmente 
cuando involucran daños de la estructura y fun-
ción de la membrana plasmática8.

Diversas alternativas han sido implementa-
das con el fin de mejorar los resultados de los 
procedimientos de criopreservación de semen 
canino, considerando aspectos como el méto-

do de congelación9, 10, la composición de los 
diluyentes con el uso de nuevas moléculas11-14 
y la concentración y la naturaleza de los crio-
protectores empleados15. El crioprotector tradi-
cionalmente utilizado para la criopreservación 
de semen canino es el glicerol16, 17, que es un 
crioprotector permeable cuya función es evi-
tar la formación de cristales intracelulares de 
hielo, dado que forma enlaces de hidrógeno 
fuertes con las moléculas de agua, compitien-
do con los enlaces de hidrógeno agua-agua, 
de manera que interrumpe la formación de la 
red cristalina del hielo a medida que la tempe-
ratura se reduce significativamente. El glicerol  
posee como limitante su toxicidad parcial, de-
bida al estrés osmótico que genera, dado que 
tiene una menor velocidad de difusión a través 
de la membrana plasmática respecto a otros 
crioprotectores18. De igual forma, se reporta 
que el glicerol causa la alteración de la unión 
del espermatozoide al oocito, lo cual disminu-
ye la capacidad fertilizante del semen19 y, por 
lo tanto, reduce las tasas de concepción pos-
teriores a la inseminación artificial. Otros crio-
protectores utilizados para la criopreservación 
de semen canino son el polietilenglicol (PEG) y 
el dimetilsulfoxido (DMSO)20, 21. Este último ha 
demostrado tener una baja capacidad protec-
tora en semen canino, mientras que el PEG, 

Criopreservación de sémen canino por 
congelamento rápido com glicerol e 

dimetilformamida

Resumo

Introdução. Diversos fatores influem sobre a capa-
cidade fertilizante do sêmen canino criopreservado. 
As alterações estruturais, e os efeitos osmóticos e 
tóxicos sobre os espermatozóides, centraram o in-
teresse em desenvolver novas técnicas de criopre-
servação e crioprotetores com maior potencial para 
a conservação da capacidade fertilizante do sêmen. 
Objetivo. Comparar o efeito do congelamento rápi-
do com glicerol e dimetilformamida sobre a qualida-
de pós-descongelamento do sêmen canino. Mate-
riais e métodos. Num processo de criopreservação 
por congelamento rápido, foram implementados 
quatro tratamentos (glicerol ao 3% e 5%, e dime-
tilformamida ao 3% e 5%). Posterior ao desconge-
lamento, foram avaliados para cada tratamento, a 
mobilidade individual, a morfologia espermática e 

a integridade de membrana dos espermatozóides. 
A avaliação estatística se realizou mediante uma 
análise de variância e uma prova de diferença  sig-
nificativa mínima de Fisher. Resultados. Para a 
mobilidade individual se encontrou superioridade do 
glicerol 5% (58%±7.8) sobre DMF 5% (44.5%±17.7), 
glicerol 3% (18%±10.1), e DMF 3% (11.8%±10.5). 
Para a integridade de membrana, DMF 5% obteve a 
maior média (33.4%±9.7), sendo superior a glicerol 
3% (27.5%±4.3) e DMF 3% (24.2%±5.3), mas sem 
diferença estatística sobre glicerol 5% (31.4%±3.8). 
Para a morfologia espermática não se encontrou 
diferença estatística entre glicerol 5% (67%±11.9), 
glicerol 3% (65.6±12.5), e DMF 5% (60%±16.5), 
mas se teve diferença entre estes e DMF 3% 
(50.1%±18.3). Conclusões. O glicerol e a DMF em 
concentrações do 5% provêem uma proteção simi-
lar do sêmen canino durante a criopreservação por 
congelamento rápido.

Palavras Importantes: congelamento rápido, crio-
protetores, fertilidade potencial.
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aunque presenta una similar movilidad, vigor y 
porcentaje de anormalidades morfológicas en 
los espermatozoides respecto al glicerol, se ha 
observado que aumenta el porcentaje de es-
permatozoides con velocidad curvilineal y des-
plazamiento lateral de la cabeza (posible capa-
citación), lo cual afecta la membrana y, por lo 
tanto, la longevidad del espermatozoide22.

Se han estudiado amidas tales como la dime-
tilformamida (DMF) y la dietilformamida (DEF) 
como posibles agentes crioprotectores, de-
bido a sus propiedades físico-químicas que 
les permiten una alta difusión a través de la 
membrana celular, además no se comportan 
como sustancias tóxicas durante la criopre-
servación23, 24. La DMF ha sido evaluada en la 
criopreservación de semen equino, y es con-
siderada como una buena opción que permite 
el mejoramiento del proceso25. En un reporte 
de investigación, donde se utilizó un diluyen-
te a base de lactosa, yema de huevo y 5% de 
DMF, se encontraron porcentajes de movilidad 
del 45.5% ± 11.3, integridad de membrana del 
49.2% ± 6.6, y de morfología normal del 65.3% 
± 14.226. Mientras en un estudio más reciente se 
encontraron resultados equiparables de movi-
lidad, vigor y morfología en semen canino crio-
preservado con glicerol y metilformamida (MF); 
ambos crioprotectores son superiores para los 
mismos parámetros respecto a los resultados 
obtenidos con DMF, con lo cual la investigación 
plantea el uso promisorio de la MF en dicho 
proceso27.

La técnica específica empleada para la criopre-
servación del semen, ya sea congelación lenta 
o rápida en vapores de nitrógeno28, es un as-
pecto altamente relevante en la conservación 
de su viabilidad y fertilidad, dado que incide en 
la magnitud de las alteraciones resultantes por 
fenómenos como el choque térmico y los efec-
tos tóxicos previamente mencionados, y adicio-
nalmente la presentación de otras alteraciones 
como la pérdida de la capacidad antioxidante 
del semen29. Procedimientos como la congela-
ción rápida y ultrarrápida han sido relacionados 
con menores alteraciones estructurales y fun-
cionales en las células espermáticas30, 31.

La disponibilidad de procedimientos que per-
mitan conservar de manera más eficiente el 
semen canino es altamente relevante para la 
optimización de la biotecnología reproductiva 

aplicada a dicha especie. Esta investigación 
tuvo como objetivo comparar el efecto de dife-
rentes concentraciones (3% y 5%) de los crio-
protectores glicerol y dimetilformamida sobre 
varios parámetros de calidad espermática del 
semen canino criopreservado.

Materiales y métodos

Población en estudio. Cinco perros de la raza 
pastor alemán en edades entre los 2 y 5 años 
fueron empleados para el estudio. Los anima-
les permanecieron bajo un plan de alimenta-
ción con concentrado comercial 2 veces al día 
y agua a voluntad, y fueron diagnosticados 
como negativos para Brucella canis. 

Recolección de semen. El semen se recolectó 
por el método convencional de estimulación 
manual con mano enguantada, empleando un 
sistema de colección de semen canino por em-
budos (Minitube ®), mediante el cual se separó 
la fracción rica en espermatozoides del eyacu-
lado. La recolección se hizo con una frecuen-
cia semanal, durante cuatro semanas, para un 
total de 20 eyaculados. 

Evaluación del semen canino. Para cada 
eyaculado de semen fresco fueron evaluados 
por métodos convencionales32, el volumen, el 
color, el pH, la concentración (conteo por cá-
mara de neubouer), la movilidad masal (en una 
escala de 1 a 4), el porcentaje de esperma-
tozoides con movilidad progresiva (400X), la 
funcionalidad de la membrana plasmática por 
el método de la prueba hiposmótica (Host), y 
el porcentaje de células con morfología normal 
(1000X) según criterios definidos por Oettle33. 
Para la prueba Host, en un tubo eppendorf con 
100 µl de semen se adicionaron 500 µL de solu-
ción hipoosmótica (100 mOsmol/L), compuesta 
por fructosa y citrato de sodio en agua grado 
reactivo. Esta mezcla, se incubó a 38.5°C por 
30 minutos34. El porcentaje de espermatozoi-
des reaccionados (espermatozoides con co-
las enrolladas) se determinó por microscopia 
(400X), a partir del conteo de al menos 200 es-
permatozoides en mínimo 5 campos. Solo los 
eyaculados con un mínimo de 200 millones de 
espermatozoides totales, una movilidad pro-
gresiva superior al 70%, una movilidad masal 
superior o igual a 3, y un valor de morfología 
normal mayor al 80% fueron procesados.
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Dilución del semen y tratamientos con crio-
protectores. La fracción espermática de cada 
eyaculado fue diluida en una proporción de 1:1 
en un diluyente base comercial (Dog Semen 
Diluent, Minitube ®) a 35ºC. Esta solución fue 
equilibrada por una hora, y refrigerada a 4ºC. 
El semen fue centrifugado a 700g por 5 minu-
tos, el precipitado fue resuspendido en 1mL de 
diluyente base, y luego se ajustó su volumen 
para una concentración de 200 x 106 esperma-
tozoides/mL. La solución fue dividida en cuatro 
alícuotas, y se adicionó a cada una de ellas un 
diluyente para criopreservación (tratamiento) 
en proporción de 1:1, para obtener una con-
centración fi nal de 100 x 106 espermatozoides/
mL, y proporciones del 3% y 6%, tanto de glice-
rol, como de dimetilformamida, para un total de 
cuatro tratamientos. El diluyente para criopre-
servación estuvo adicionalmente compuesto 
por diluyente base, y 20% de yema de huevo.

Criopreservación de semen canino por con-
gelación rápida. La congelación rápida del 
semen canino fue desarrollada según el proce-
dimiento descrito por Rota; et al.35, donde cada 
muestra de semen en su respectivo tratamien-
to fue mantenida en refrigeración a 4ºC duran-
te 10 minutos, y fue empacada en pajillas para 
0.5 mL de semen, las cuales fueron sometidas 
durante 10 minutos a vapores de nitrógeno            
(4 cm sobre la superfi cie del nitrógeno líquido), 
para fi nalmente ser sumergidas en este. 

Descongelación y evaluación del semen. 
Después de un período de almacenamiento 

de tres semanas, las pajillas fueron descon-
geladas en agua a 37ºC durante 30 segun-
dos. Finalmente el contenido de cada pajilla 
fue evaluado según los métodos previamente 
descritos para porcentaje de espermatozoides 
con movilidad progresiva, porcentaje de célu-
las con morfología normal, y funcionalidad de 
la membrana plasmática.

Análisis estadístico. Los resultados fueron 
evaluados estadísticamente mediante análisis 
de varianza, y una prueba de diferencia signifi -
cativa mínima de Fisher, empleando el progra-
ma Statgraphics Plus 5.1.

Resultados

Un total de 20 eyaculados fueron evaluados 
para los diferentes parámetros macroscópicos 
y microscópicos del semen fresco de los ejem-
plares caninos. Se descartaron las muestras 
contaminadas, con un escaso volumen de fracción 
espermática (<1mL), y con alteraciones en el 
color o el pH. Se encontró un volumen prome-
dio de fracción espermática para los eyacula-
dos de 2.8 ± 1.3mL, el color predominante fue 
blanco lechoso, el pH promedio fue de 6.5 ± 
0.5, mientras la concentración promedio fue de 
181.1 ± 82.9 millones de espermatozoides por 
mL. Los valores promedio encontrados para la 
movilidad progresiva, la morfología normal y la 
integridad de la membrana plasmática (% de 
espermatozoides reaccionados en la prueba 
Host -fi gura 1-) fueron de 78.4% ± 6.2, 88.8% ± 
4.6 y 79.1% ± 6.5, respectivamente.

Figura 1. Prueba de integridad de membrana plasmática (Host). A. Espermatozoide no 
reaccionado; B. C. D. y E. Espermatozoides reaccionados (cola enrollada).

Fuente: elaboración propia



13REVISTA LASALLISTA DE INVESTIGACIÓN - Vol. 8 No. 2

Un total de 50 pajillas de semen criopreserva-
do por congelación rápida, empleando los cua-
tros tratamientos de criopreservación (glicerol 
3%, glicerol 6%, DMF 3% y DMF 6%), fueron 
evaluadas para determinar los parámetros de 
movilidad progresiva, morfología normal e inte-
gridad de la membrana plasmática. La tabla 1 
muestra los resultados obtenidos.

La fi guras 2 y 3 muestran los resultados para 
la integridad de membrana plasmática (prueba 
Host) en función del porcentaje de espermato-
zoides reaccionados, y los resultados para el 
porcentaje de espermatozoides con morfología 
normal, respectivamente, tanto para semen 
fresco como para semen criopreservado con 
los cuatro tratamientos.

Tabla 1.  Resumen estadístico para los parámetros 
espermáticos post-descongelación (Promedio ± DS)

Glicerol 5% DMF 5% Glicerol 3% DMF 3%
Movilidad Progresiva (%) 58 ± 7.8a 44.5 ± 17.7bc 18 ± 10.1bd 11.8 ±10.5bd

MorfologíaNormal (%) 67 ± 11.9a 60 ± 16.5ac 65.6 ± 12.5acd 50.1 ± 18.3bce

Células Reaccionadas (%) 31.4 ± 3.8a 33.4 ± 9.7ab 27.5 ± 4.3ac 24.2 ± 5.3bc

Letras diferentes (fi las) indican diferencia estadística signifi cativa
Fuente: elaboración propia

Figura 2. Resultados de integridad de la membrana plasmática 
para semen fresco y semen criopreservado con glicerol y DMF.

Fuente: elaboración propia

Figura 3. Resultados de morfología normal para semen fresco 
y semen criopreservado con glicerol y DMF.

Fuente: elaboración propia
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Discusión

El éxito de la recolección del semen canino está 
relacionado con factores como la raza, la edad, 
la agresividad, la presencia de una hembra en 
celo, y el método utilizado para la extracción 
de la muestra, ya sea por estimulación manual 
o por electroeyaculación. Es esta investigación 
todos los caninos respondieron de forma apro-
piada a la extracción seminal por estimulación 
manual, en uno o máximo dos intentos de co-
lecta, siendo relativamente baja la variabilidad 
en el volumen de fracción espermática recupe-
rado (2.8 ± 1.3mL). Dentro de los principales 
factores de fracaso en la obtención de la mues-
tra seminal estuvieron el estrés del animal, la 
no presencia del propietario o entrenador, la 
dificultad en la diferenciación de las fracciones 
espermáticas en eyaculados de bajo volumen, 
y el descarte de eyaculados contaminados o 
de baja calidad.

Los resultados para los parámetros espermá-
ticos del semen fresco fueron acordes con lo 
reportado por la literatura para volumen de 
fracción espermática36, pH37, color38, movilidad 
masal39, y concentración40. El valor de movili-
dad progresiva 78.4% ± 6.2 (tabla 1) fue cerca-
no a lo reportado por Sánchez; et al.41 (83.8% 
± 9.5), quienes incluyeron perros de la raza 
pastor alemán en el estudio, y por Oliveira; et 
al.42 (80%), quienes procesaron muestras de 
perros de diferentes razas; dichos valores fue-
ron distantes de lo reportado por Sánchez; et 
al.43 (95.7% ± 3.6), lo cual sea probablemente 
explicado por la alta variabilidad de las caracte-
rísticas espermáticas entre las razas caninas, 
debido a la influencia de factores como la talla, 
el peso corporal de la raza, la edad, y la ali-
mentación44.

Se encontró superioridad estadística (p<0.05) 
entre los valores para movilidad progresiva del 
semen fresco (78.4% ± 6.2), en comparación 
con el semen criopreservado para los diferen-
tes tratamientos; de igual manera se presentó 
para los parámetros integridad de la membrana 
plasmática (figura 2) y morfología normal (figu-
ra 3). Este fenómeno fue igualmente observado 
en investigaciones de Silva; et al.45, y de Futino; 
et al.46, quienes implementaron un protocolo de 
congelación rápida similar al desarrollado en 
esta investigación. Este resultado es atribuido 

a los daños producidos por la criopreservación 
sobre las células, por efecto del estrés térmico, 
tóxico y osmótico originado por la exposición 
a los crioprotectores (hiperosmolaridad), y a la 
formación y disolución de cristales de hielo en 
el ambiente intracelular y extracelular47, 48.

Entre los tratamientos evaluados para el por-
centaje de movilidad progresiva, se encontró 
superioridad estadística del glicerol 5% (58% ± 
7.8) respecto a DMF 5% (44.5% ± 17.7), glicerol 
3% (18% ± 10.1) y DMF 3% (11.8 %± 10.5) -ta-
bla 1-. Ello coincide con lo reportado por Silva; 
et al.49 quienes, utilizando 5 diferentes razas de 
caninos, y una concentración final de glicerol del 
6%, obtuvieron valores de movilidad de 54.6% 
± 11.2. Para el caso de la criopreservación con 
DMF, en un reporte de Oliveira; et al.50, en el 
cual se utilizó un diluyente con base en lactosa 
y 5% DMF, encontraron un porcentaje de mo-
vilidad progresiva del 45.5% ± 11.3, lo cual es 
bastante cercano al valor hallado en esta inves-
tigación (44.5% ± 17.7), mientras Futino; et al.51 
reportaron una tasa de movilidad progresiva 
post-descongelación de semen canino congela-
do con 3% de DMF del 37% ± 19.8.

El resultado obtenido para la integridad de 
membrana del semen fresco (79.1% ± 6.5), 
fue muy similar a lo reportado por Sánchez 
et al.52 (79.8% ± 6.6), y no muy distante de lo 
encontrado por Sánchez et al.53 (87,9% ± 8,1). 
Entre los tratamientos de criopreservación de 
semen, DMF 5% (33.4% ± 9.7), fue superior 
estadísticamente a glicerol 3% (27.5% ± 4.3) 
y DMF 3% (24.2% ± 5.3). Pero no se encontró 
diferencia respecto al tratamiento glicerol 5% 
(31.4% ± 3.8) -tabla 1-. Según lo anterior, aun-
que se plantea que el bajo peso molecular de 
la DMF respecto al glicerol (59 vs. 92), permi-
te que dicha sustancia penetre la membrana 
plasmática de forma más rápida, produciendo 
una menor toxicidad osmótica54, esto no quedó 
en evidencia dado que la integridad de la mem-
brana plasmática del espermatozoide fue man-
tenida de forma semejante entre los tratamien-
tos. Oliveira et al.55 reportaron un porcentaje de 
49.2% ± 6.6 en la integridad de membrana en 
semen de diferentes razas caninas, criopreser-
vado con 5% de DMF. 

El valor obtenido para la prueba de morfolo-
gía normal del semen fresco (88.8% ± 4.6), 
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fue similar a lo reportado por Sánchez et al.56 
(87.7% ± 6.9), Fontecha57 (93.4% ± 0.6), Silva; 
et al.58 (79.2 ± 1.4) y Sánchez et al.59 (83.5% ± 
20.3). Entre los tratamientos, no se encontró 
diferencia estadísticamente significativa entre 
glicerol 5% (67% ± 11.9), glicerol 3% (65.6% 
± 12.5) y DMF 5% (60% ± 16.5). Sin embargo, 
el tratamiento DMF 3% (50.1% ± 18.3) fue es-
tadísticamente inferior a los demás (tabla 1). 
Resultados similares para esta característica, 
utilizando glicerol al 6%, fueron reportados por 
Silva et al.60 (74.3%± 6.9). Mientras para la crio-
preservación con DMF, Oliveira; et al.61 encon-
traron un 65.3% ± 14.2 de morfología normal, 
Futino; et al.62 reportaron tasas de morfología 
normal para semen criopreservado con 3% de 
glicerol del 57.1% ± 5.0, y con 3% de DMF del 
61.1% ± 5.5.

Conclusiones

La dimetilformamida puede ser considerada 
una alternativa viable para la congelación rá-
pida de semen canino, dado que en concen-
traciones del 5% permite alcanzar valores de 
movilidad progresiva superiores al 40%, y se 
comporta de manera equivalente al glicerol 
(5%), en la protección de la integridad de la 
membrana plasmática y de la morfología nor-
mal de los espermatozoides. La congelación 
rápida del semen canino con 5% de glicerol 
permite alcanzar tasas de movilidad progresiva 
superiores a las obtenidas con 3% de glicerol, 
y  con 3% y 5% de DMF. 
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