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EFECTO DE DOS DILUYENTES SOBRE LA VIABILIDAD DEL SEMEN OVINO
CONSERVADO A 4°C EN DIFERENTES TIEMPOS

Saldafa, G., I. A. 2012. Efecto de dos diluyentes sobre la viabilidad del semen
ovino conservado a 4°c en diferentes tiempos. Tesis para optar por el titulo de
Ingeniero Zootecnista. Universidad Nacional de Panama. Facultad de Ciencias
Agropecuarias. David, Chiriqui.

RESUMEN.

Con la finalidad de evaluar el efecto de dos diluyentes seminales sobre la
viabilidad del semen ovino conservado a 4°C en diferentes periodos, se
evaluaron 20 eyaculados procedentes de 4 sementales ovinos de las razas
Dorper, Katahdin, Pelibuey y F; (Dorper x Pelibuey) obtenidos mediante vagina
artificial tres veces por semana, siempre en presencia de una hembra en celo.
Inmediatamente después de la colecta, se procedié a evaluar cada eyaculado y
aquellos que fueron aptos, se dividieron en dos partes iguales y a cada una se le
agrego uno de los dos diluyentes en evaluacion.; el T, compuesto por una
formula desarrollada por Duverger (1998) y el T, el diluyente comercial Two-
Step (Continental Plastic Corp. USA) utilizando para ello una tasa de dilucién de
30 x 10°%0.5cc del volumen total diluido. Las muestras se conservaron en
refrigeracién a 4°C y los muestreos para determinar la viabilidad del mismo se
hicieron a las 24, 48, 72 y 96hrs tomando una alicuota y de cada tratamiento y
colocandola en bafio maria para su incubacion. El porcentaje de motilidad
espermatica (masal e individual), viabilidad espermatica (vivos y muertos) y
porcentaje de patologias se determinaron a los 30min y 2hrs post-incubacion.
Como los resultados no presentaron una distribucion normal, fueron
transformados a logip y se procedio a correr el andlisis estadistico, mediante un
modelo completamente al azar, con comparacion de medias por Tukey (o.05). El
analisis mostro diferencias significativas entre tratamiento (P<0.05) para la
motilidad espermatica masal a las 24 (30min) y 96hrs (30min y 2hrs), siendo el
T, el que mayor motilidad masal presento. También se encontr6 diferencias
significativas (P<0.05) para la motilidad individual entre los tratamientos para las
24hrs (2hrs) y 96hrs (2hrs). No se encontraron diferencias significativas (P>0.05)
para la viabilidad espermética (vivos y muertos) entre tratamientos ni entre
razas. Las patologias esperméaticas para todos los periodos se mantuvieron por
debajo del 15%. Con base a estos resultados se concluye que es factible
conservar semen refrigerado a 4°C, hasta por 96hrs con capacidad fecundante
utilizando el diluyente comercial Two-Step (Continental Plastic Corp. USA)

Palabras claves: semen ovino, diluyente, motilidad, viabilidad espermatica,
patologias.



EFFECT OF TWO DILUENT ON THE FEASIBILITY OF OVINE SEMEN
STORAGE AT 4 ° C IN DIFFERENT TIMES

Saldafia, G., l.LA. 2012. Effect of two diluent on the feasibility of ovine semen
storage at 4°C in different times. Thesis to be eligible for the title of Ingeniero
Zootecnista. Panama National University. Agricultural Sciences School. David,
Chiriqui.

ABTRACT

With the purpose of evaluating the effect of two seminal diluents on the feasibility
of ovine semen storage at 4 ° C in different periods, were evaluated 20
ejaculates from four rams; Dorper, Katahdin, Pelibuey and F1 (Dorper X
Pelibuey) obtained by artificial vagina three times a week, always in the presence
of a female in heat. Immediately after collection, proceeded to evaluate each
ejaculate and those who were eligible, were divided into two equal parts and
each was added one of two diluents in evaluation.; the T, composed by a formula
developed by Duverger (1998), and the T, commercial diluent Two-Step
(Continental Plastic Corp. USA) using a rate of dilution of 30 x 10%0.5cc of the
diluted total volume. The samples were preserved in refrigeration at 4 ° C and
samplings to determine the feasibility of the same were made at 24, 48, 72 and
96hrs taking one aliquot of each treatment and placing it in water bath for
incubation. The percentage of sperm motility (masal and individual), sperm
viability (live and dead), and percentage of pathologies were identified to the 30
min and 2hrs post-incubation. As the results did not show a normal distribution,
were transformed to logip and proceeded to run statistical analysis, using a
model completely at random, with Tukey mean comparison (0.05). The analysis
showed significant differences between treatment (P<0.05) for sperm motility
masal at 24 (30 min) and 96hrs (30 min and 2hrs), being the T, which present
greater motility masal. We also found significant differences (P<0.05) for
individual motility among treatments for 24hrs (2hrs) and 96hrs (2hrs). No
significant differences were found (P>0.05) for the sperm viability (living and
dead) between treatments or between races. Sperm pathology for all periods was
kept below 15%. Based on these results it was concluded that it is feasible to
preserve semen cooled to 4 ° C, up to 96hrs with fertilization ability using
commercial diluent Two-Step (Continental Plastic Corp. USA)

Key words: sheep, diluent semen, motility, sperm viability and pathologies.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

Biotecnologias como la transferencia de embriones (TE) y la inseminacion
artificial (IA) son una excelente alternativa para mejorar la calidad genética de
los ovinos, pues permiten acelerar el flujo de material genético superior de los
rebafos elites hacia los rebafios multiplicadores y comerciales, ademas de
gue nos facilitan el transporte de material genético a nivel internacional,
evitandonos el traslado de los reproductores y disminuyendo los riesgos

sanitarios.

Sin embargo, la IA utilizando semen congelado en ovinos presenta
dificultades, debido a la reduccion de la viabilidad espermatica producida por

el proceso de congelamiento y descongelamiento.

Diversas investigaciones han demostrado que la refrigeraciéon y la crio-
preservacion de semen ovino producen diversos cambios en la estructura y
funcion de los espermatozoides, parecido a lo que sucede en el tracto
reproductor de la hembra durante la capacitacion espermatica (CE). Un efecto
similar se ha observado en cuanto al tiempo de conservacion en el semen
fresco o refrigerado, lo cual puede resultar en una baja capacidad de

fertilizacion (Salamon y Maxwell, 2000).



Por otra parte, la crio-conservacion del semen a través del empleo de dilutores
con diferentes componentes hace posible la perpetuacion de las
caracteristicas deseables, aun después de la muerte o sacrificio de los
reproductores seleccionados (Aisenet al., 1995), por lo que el procedimiento
dilucion del esperma del macho ovino requiere del uso de un semen de alta
calidad durante todo el proceso a fin de alcanzar mejores resultados, es decir,
el mayor nimero posible de espermatozoides moviles y fecundantes después
de la dilucién y su posterior congelacion-descongelacion. De acuerdo a Pérez
y Pérez (1999), un semen obtenido del carnero con motilidad superior a 85%

y menos de 10% de espermatozoides anormales se considera de alta calidad.

La conservacion de semen favorece un uso mas eficiente y prolongado de los
carneros asignados a programas de mejoramiento genético, pues permiten su
utilizacion durante y fuera de la estacion reproductiva (Colas, 1975, 1984;
Gibbonset al., 1993; Gibbons y Cueto, 2004). Sin embargo, los carneros
utilizados en estos programas, se ven sometidos a periodos de intensa
actividad, siendo sometidos a condiciones de estrés, riesgo fisico y sanitario,

gue en muchas ocasiones afectan la calidad seminal (Olivera et al., 2005).

De acuerdo a Vazquez et al. (2010), en los ultimos afios, multitud de trabajos
han intentado incrementar la viabilidad espermatica profundizando en el
conocimiento de las necesidades de los espermatozoides ovinos e

incorporando nutrientes y sustancias diversas a los diluyentes seminales ya



existentes. Productos hormonales, azucares, antioxidantes, lipoproteinas de
extractos vegetales (LDL), plasma seminal, etc., son parte de una amplia lista
de sustancias empleadas intentando prolongar la motilidad y funcionalidad
espermatica y mantener su poder fecundante en el tiempo. Los resultados
obtenidos han sido poco alentadores y pocos estudios efectuados en
laboratorio han sido contrastados con resultados en campo. El descenso
térmico de 15°C a 5°C como método de conservacion seminal también ha sido
estudiado con el objetivo de reducir la actividad celular, observandose una
diferente susceptibilidad individual de los sementales al enfriamiento seminal.
Por este motivo también se han incorporado protectores celulares frente al frio

a diferentes concentraciones a los diluyentes.

Ante este panorama, y en vista de la poca informacién con que se cuenta en
Panamé sobre efecto de los diluyentes sobre la viabilidad de semen ovino,
nos propusimos realizar este trabajo de grado con el objetivo de evaluar el
efecto de dos diluyentes sobre la viabilidad del semen ovino conservado a 4°

C e diferentes periodos

1.1.Planteamiento del problema

La base genética de los sistemas de produccion ovina en Panama lo
constituyen animales de razas de pelo (Pelibuey y BlackBelly), los que, de
acuerdo a Saldafia y Ortega (2009), a pesar de una gran capacidad de

adaptacion y excelente reproduccion, son animales de tamafio mediano,



ganancias de peso intermedias y bajo rendimiento en canal, caracterizados
por un bajo nivel de produccion, medidos en términos de ganancia de peso
diaria, calidad y rendimiento de la canal y bajo desarrollo, debido al escaso
manejo técnico e intensivo, lo que ha generado una erosion genética debido a
la consanguinidad, trayendo como consecuencia una pérdida de la diversidad

genética.

La introduccion de razas altamente productoras de carne como la Dorper y la
Katahdin, por parte del IDIAP, plantea una solucion a este problema, sin
embargo, se requiere del desarrollo y masificacibn de técnicas
biotecnoldgicas, como la inseminacion artificial, que permitan un mejor

aprovechamiento del material genético con que se cuenta.

1.2. Antecedentes

El objetivo fundamental de la ganaderia ovina no es solo incrementar la
productividad del hato, sino llegar a ser competitiva ante una economia
globalizada, de manera tal que el empleo de las biotecnologias de la
reproduccion, para lograr grandes avances en el mejoramiento genético,

representa una importante herramienta.

El cruzamiento interracial en ovinos se esta utilizando ampliamente y para
nuestros sistemas de produccion es una alternativa viable dado que se cuenta

con una de las razas de mayor capacidad de adaptacion a las condiciones



tropicales y a travées de este medio se puede lograr, rapidamente,
complementar el aspecto productivo de los hatos ovinos nacionales. Segun
Salinas et al. (2008), animales cruzados (Pelibuey x Dorper) reportan
rendimiento en canal superior al 50%, con excelente proporcién de carne
magra, lo que demuestra el potencial de los ovinos Pelibuey en programas de

cruzamiento.

En los programas de mejoramiento se deben distinguir dos etapas: la primera
consiste en lograr la mejora a través de la seleccion de individuos superiores
tomando en cuenta su superioridad genética con relacidon a una caracteristica
determinada y la segunda es la diseminacion de este valor genético dentro de
una poblacién comercial. Es en esta segunda etapa donde la biotecnologia

juega un papel importante.

La contribucion de un individuo al progreso genético de su especie esta
condicionado por el numero de descendientes que se puedan obtener de él
durante su vida reproductiva o en un periodo de tiempo determinado y dentro
de las biotecnologias de la reproduccion, la inseminacién artificial (IA) y la
transferencia de embriones (TE) han resultado ser las mas importantes en la

produccién de material genético superior.

La inseminacion artificial data de mediados de del siglo pasado y ha sido
motivo de numerosas investigaciones, las cuales han logrado simplificar y
elevar considerablemente los resultados obtenidos en la aplicacién de la

misma. Constituye la primera generacién de las biotecnologias de la



reproduccion y su contribucion a la seleccion animal no admite discusion. Los
programas reproductivos basados en la IA han sido de los mejores
instrumentos de seleccién y han permitido reducir el nimero de reproductores
incrementando el nimero de descendientes de los de mayor valor productivo.
Sin embargo esta técnica no ha alcanzado el mismo desarrollo en los
programas de mejoramiento genético ovinos debido a las limitaciones que se

presentan en la crio-conservacion del semen ovino.

1.3.Justificacion

La produccion de carne ovina en Panama es una actividad no tradicional que
constituye una alternativa viable no solo para el auto consumo sino, como una
fuente de ingresos que contribuye a elevar el nivel socio-econémico de las
familias rurales a través de su comercializacién. Sin embargo, para ello se
requiere de una alta eficiencia reproductiva a fin de asegurar la sostenibilidad

de estos sistema de produccion (Samaniego, 2007).

Cada vez son mas los productores panamefios que se involucran a la
ovinocultura, lo que exige, no solo la formaciébn de personal altamente
calificado, sino también de la implementacion de herramientas biotecnolégicas
de reproduccion asistida, que contribuyan a mejorar la eficiencia reproductiva

del hato nacional.



Una de estas herramientas es la Inseminacion Atrtificial, sin embargo la misma
no es utilizada en los programas de mejoramiento genético ovino debido a la

dificultad que representa la congelacion del semen ovino.

En Panam@, es muy poca la informacién que se ha generado en cuanto a la
crio-conservacion del semen ovino, ya sea congelado o refrigerado a 4°C, por
lo que es necesario generar informacion local que nos permita identificar una
metodologia para la conservacion de semen ovino por largo periodo de tiempo

con capacidad fecundante.

Por lo anteriormente expuesto, se hace necesario generar informacion local
gue nos permita identificar una metodologia, para la conservacién de semen

ovino con capacidad fecundante.

1.4.0bjetivos

1.4.1. Objetivo General

Evaluar el efecto de dos diluyentes sobre la viabilidad del semen ovino

conservado en refrigeracion a 4°C.

1.4.2. Objetivo Especifico

& Determinar el efecto de dos diluyentes sobre la motilidad masal de los

espermatozoides en el ovino refrigerado a 4°C.



Ho:

Ha:

Ho:

Ha:

© Determinar el efecto de dos diluyentes sobre la motilidad individual de
los espermatozoides en el semen ovino refrigerado a 4°C.

© Determinar el efecto de la refrigeracion de semen a 4°C sobre la
viabilidad de los espermatozoides en el semen ovino.

© Determinar el efecto de la refrigeracion a 4°C sobre las patologias

espermaticas de los espermatozoides en el semen ovino

1.5.Hipdtesis

Los diluyentes utilizados no tienen efecto sobre los indicadores de

viabilidad espermatica del semen ovino refrigerado a 4°C.

De los diluyentes utilizados, al menos uno tiene efecto sobre los
indicadores de viabilidad esperméatica del semen ovino refrigerado a

4°C.

Al menos uno de los diluyentes no es util para la conservacion de

semen ovino refrigerado a 4°C bajo nuestras condiciones.

Uno de los diluyentes es util para la conservacion del semen ovino

refrigerado a 4°C bajo nuestras condiciones.



1.6.Alcances y limitaciones del estudio

La principal limitacibn que confronta el presente estudio es la poca
informacion que se tiene acerca de diluyentes para semen ovino. Por otro lado
el personal técnico que conoce de los procedimientos para la crio-
conservacion y los protocolos de trabajo, en nuestro pais, son escasos. Sin
embargo, de lograr los objetivos propuestos en nuestro trabajo, el alcance que
tendra esta investigacion sera enorme, puesto que pondremos en manos de
los pequefios y medianos productores ovinos, un protocolo para la
conservacion del semen refrigerado con capacidad fecundante, lo que
contribuira con los programas de mejoramiento genético que viene

desarrollando el Instituto de Investigacién Agropecuaria de Panama.



CAPITULO 2

REVISION DE LITERATURA

1. Antecedentes

La inseminacion artificial (IA) es una de las biotecnologias de la reproduccion
gue ha alcanzado una gran relevancia en los ultimos afos, ya que nos permite
lograr avances genéticos rapidos al poder aprovechar caracteristicas
superiores de los sementales utilizados en los programas de mejoramiento
genético (Fernandez-Abella et al., 2003). Sin embargo, la técnica depende
en gran medida del desarrollo de diluyentes que permitan incrementar el
volumen del eyaculado, proteger la integridad de los espermatozoides
durante el enfriamiento y prolongar su vida con un minimo efecto en la
fertilidad (Martinez, 2009, Maxwell y Salamon, 1993; Gil y Olivera, 2005;

Evans y Maxwell, 1987).

Las tecnologias de crio-conservacion de semen se basan en la preservacion
del semen por largos periodos de tiempo (semen congelado) o periodos
cortos (semen refrigerado y enfriado). Sin embargo, el proceso de congelacion
reduce la viabilidad y fertilidad de los espermatozoides (Sanchez-Partida et
al., 1999), por lo que el uso de semen refrigerado o enfriado se justifica no
solo por lo practico y facil de implementar (Paulenzet al., 2003), sino que,

aunado a su bajo costo, debemos tener en cuenta que solo entre el 20 y el
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40% de Ilos sementales responde adecuadamente al proceso de

congelamiento seminal (Vidamentet al., 1997).

Siendo la inseminacion artificial una herramienta imprescindible para
desarrollo de los esquemas de mejora genética ovina, la misma no se ha
generalizado debido a multitud de factores limitantes, entre los que cabe
destacar la baja fertilidad lograda empleando semen refrigerado por via
cervical, (37,5%) (Alvarez y Anel, 2007 citado por Vasquez et al. 2010), asi
como la escasa viabilidad del semen refrigerado que obliga a utilizarse dentro
de las 6- 12 horas siguientes a su recogida, cuando se conserva a 15°C
(Evans y Maxwell, 1990), siendo este ultimo factor un condicionante de los
horarios para la elaboracion de las dosis seminales en los Centros de

Inseminacion.

Algunos investigadores (Fernandez Abella, 2003) consideran que la
conservacion del semen ovino a 15°C (semen enfriado) resulta mas adecuada
para periodos breves de tiempo (6-12 h), en comparacion con la preservacion
a 5°C (semen refrigerado), que se adaptaria mejor para lapsos de tiempo mas
prolongados (12-24 h), Sin embargo, de acuerdo con Salamon y Maxwell
(2000), ambos métodos de conservacion seminal requieren de un aumento
considerable de la concentracion espermatica por dosis inseminante respecto

al semen fresco.
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La busqueda de nuevas formulaciones que prolonguen cada vez mas el
tiempo de conservacion del esperma, constituye una meta para los
especialistas e investigadores dedicados a esta tematica (Martinez, 2007) por
lo que, numerosos diluyentes se han disefiado con el propdsito de reducir las
reacciones metabdlicas que se producen en el eyaculado diluido durante la
conservacion si afectar la motilidad espermatica (AbdElhakeam, 2000) y los
mismos van a depender del tiempo que se desee conservar la viabilidad y

calidad seminal, de manera tal que se garantice la fecundacion de la hembra .

2. Métodos de obtencién del semen

La recogida del semen bovino normalmente se realiza utilizando dos métodos:
el electro-eyaculador o la vagina artificial. Siendo utilizado este dltimo con
mayor frecuencia en los centros de inseminacion artificial. Excepcionalmente
en casos muy concretos, como pueden ser sementales con problemas fisicos
gue no puedan realizar la monta, animales jovenes o machos mal entrenados

gue se niegan a saltar, se puede utilizar el electro-eyaculador.

2.1.Con electro-eyaculador

Este método se basa en la aplicacidbn de descargas eléctricas a diferentes
intensidades y con frecuencias programables. Con este método podemos
obtener un eyaculado sin que el macho experimente la excitacion sexual, al
provocar la contraccion brusca de las vesiculas seminales. El procedimiento

se realiza via rectal y es una técnica muy utilizada en otras especies (bovinos
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0 en especies salvajes) para la creacion de bancos genéticos (Crump y
Crump, 1994), Sin embargo es muy poco utilizada en ovinos por el trauma
gue causa en los carneros y en equinos puede causar hasta la muerte (Mc
Donnell y Odian, 1994). Ademas la muestra que se obtiene es de mala

calidad por lo que es mas recomendable el uso de la vagina artificial.

Actualmente existen diferentes tipos de estimuladores eléctricos, siendo los
mas comunes los que poseen un electrodo bipolar para el recto. El mas
utilizado es el RuakuraRamProbe (RRP) que tiene un estimulador accionado

por baterias que proporciona una salida entre 10 y 15 voltios.

Para la coleccion del semen con el electro-eyaculador, el macho se debe
colocar en posicién decubito lateral sobre el suelo y se deben recortar el pelo
gue bordee el prepucio y limpiarlo. La sonda se lubricara con vaselina y se
insertara por el recto a una profundidad entre los 15 y 20cm procurando no
lesionar la mucosa. El pene se extendera por enderezamiento de la flexura
sigmoidea de forma tal que el glande se pueda sujetar con la mano limpia y
liberar el pene del prepucio. Por la parte de atras se colocara una gasa y se
introducira el glande y el proceso uretral en un tubo de ensayo estéril. Se
recomienda sujetar el pene y el tubo de ensayo con la misma mano, dejando
la otra libre para dar masaje al pene en direccion adelante con cada estimulo
eléctrico (Bearden y Fuquay, 1982; Salamon, 1990; Mejia y Hernandez,

1990).
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Segun Bearden y Fuquay, (1982); Salamon, (1990) y Mejia y Hernandez,
(1996) existe una amplia variedad entre los estimulos que necesitan los
sementales hasta producir un eyaculado satisfactorio, sin embargo, si se
exceptua lo poco confortable que deben ser las contracciones musculares al

aplicar la corriente, no existen efectos nocivos atribuibles a la técnica.

2.2. Con vagina artificial

Es el método mas extendido para la obtencion de semen, en la medida en que
mediante el uso de la misma se puede obtener una muestra del eyaculado
con las mismas caracteristicas que el obtenido con la monta natural (Crump y
Crump, 1988; Mc Donnell y Love, 1990; Mc Donell y col., 1991; Yates y
Witacre, 1993; Gémez-Cuetaro, 1993; Mateos, 1996). Ademas, la mayoria
de los sementales aceptan la vagina artificial sin que esto afecte su
comportamiento sexual, pudiéndose alternar la vagina artificial con monta

natural.

La vagina artificial (VA) (Figura I) es una imitacion de la vagina de la oveja

gue proporciona el estimulo térmico y mecanico para la ereccion del pene del

macho y que son necesarios para producir la eyaculacion.
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Figura 1: Vagina artificial.

La VA utilizada para la extraccion de semen a carneros es similar a la utilizada
en toros su tamafo va a estar en dependencia de la longitud del pene, siendo

en el macho cabrio mas corta.

Existe una gran variedad de modelos de vaginas artificiales en el mercado, sin
embargo, la mayoria esta constituida por un cilindro rigido a cuyos lados se
fija la camisa de caucho que delimita una camara interior. El espacio interior
se rellena hasta la mitad de agua a 45°C a través de una valvula, pudiendo
insuflarse también aire con el objeto de incrementar la presiéon y facilitar la
eyaculacién del semental, ya que si se llena demasiado, esta se saldra
cuando se coloqgue la VA en posicion vertical, lo que podria ser causa de
mortalidad de los espermatozoides (Arthur et al., 1991; Chemineau, et al.,

1991; Wallance, 1992; Cambell et al., 1996; Ishwar y Momon, 1996).
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En uno de los extremos del cilindro se acopla un embudo de caucho unido a
un tubo de vidrio graduado, protegido de la luz y del frio por una funda
protectora. El pene en ereccion se introduce en el interior de la vagina artificial
y debido a condiciones de temperatura y presion, se desencadena la

eyaculaciéon del macho.

Si la temperatura o la presién interior de la vagina no son las adecuadas o la
recogida la realiza personal no entrenado, se pueden causar lesiones en el
pene que pueden llegar a suprimir la libido y el rechazo de la monta. En la
recogida del semen se facilitara la extraccién si se utiliza un animal entrenado
para realizar las funciones de maniqui, para lo cual suele emplearse un
semental que ha terminado su etapa reproductiva y que se encuentra en
buena condicion corporal. La recogida de semen puede realizarse dos veces a
la semana, con un intervalo de 4 dias entre los dos dias de la monta. En los
dias de extraccion normalmente se realizan dos falsas montas sobre el
semental que permanece como maniqui, con el fin de estimular al donante y
obtener un semen con buena concentracion espermatica; en la tercera monta,
se introduce el pene en la vagina artificial con el fin de provocar la
eyaculacion. En cada dia de recogida se recolectan dos eyaculados con un
intervalo de 20 minutos entre cada monta. En animales jévenes Unicamente
se hace una extraccion semanal, en la que también se recolectan dos
eyaculados. (Corteel, 1977; Pickett y Back, 1973; Furman y col., 1975;

Salisbury y col., 1978). Este es un método muy eficaz que, realizado
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apropiadamente, puede utilizarse a lo largo de la vida reproductiva del

semental.

3. Caracteristicas del semen

Segun Sorensen (1986), los machos ovinos, son animales que a los 4 meses
de edad presentan la pubertad, es decir cuando el macho es capaz de
aparearse Yy liberar un eyaculado fértil. En este momento empiezan a liberar
androgenos, y por lo tanto comienza la produccion de espermatozoides en los
testiculos (Gonzalez-Reyna et al., 1991). El tiempo necesario para completar
un ciclo en el tdbulo seminifero es de 10.4 d, mientras que la
espermatogénesis tarda 49 dias (Sorensen, 1986). Posteriormente llegan a la
madurez sexual entre 6y 12 meses después del nacimiento. Aunque
solamente son considerados en si adultos cuando llegan a los 2 afios de
edad. Un reproductor puede actuar activamente como donador de semen
hasta los 7 u 8 afios de edad (Ferreira y Pérez, 2001). El semen esta
formado por plasma seminal donde se encuentran acido citrico, fosfolipidos,
fructosa, gliceril-fosforilcolina, inositol, prostaglandinas, proteinas y sorbitol, y

espermatozoides (Evans y Maxwell 1990).

CUADRO 1. CARACTERISTICAS DEL EYACULADO OVINO.

PARAMETRO INDICE
Volumen del eyaculado (ml) 0,5-2,0
Consistencia del eyaculado Cremosa
Color Marfil
Concentracion de espermatozoides (en 10°/mm?®) 2,0-5,0
Concentracion total (en 10°) 1,0-5,0
Cantidadminima para la I. A. por medio de laparoscopia (en millones) 10-50
Concentracién minima para I.A. intracervical (en millones) 40-100

Fuente: G. Palma, 2008
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4. Valoracion del semen

Los eyaculados varian en sus caracteristicas y calidad biolégica, no solo
entre las razas de los sementales, sino también entre la misma raza y aun
mas, en un mismo individuo. Por tanto, en los Centros de Inseminacion
Artificial (I1.A.), s6lo se procesan los mejores eyaculados, los que reunen las
caracteristicas y criterios biolégicos y que ofrecen la garantia de cierto grado

de eficiencia en su utilizacion (Montes, 2007)

En la evaluacidn de las caracteristicas seminales, pre-congelacion y post-
congelacion, se emplean diferentes técnicas que facilitan el examen

microscoépico subjetivo y objetivo lo cual requiere de personal especializado.

El examen subjetivo, trae consigo errores, que se minimizaran en la medida
en que los técnicos tengan experiencia en el trabajo que realizan, que el
protocolo de trabajo sea el adecuado, que el personal sea lo mas estable
posible y que los métodos que se empleen, estén estandarizados (Montes,
2007). Al asegurar que todos estos aspectos se cumplan, no solo se
minimizan las posibilidades de errores, sino que también se logran resultados

mas uniformes vy reales.

Actualmente, el analisis seminal clasico ha mejorado mediante la introduccion
de nuevas técnicas analiticas procedentes de otros campos de la
investigacion cientifica. Asi, el estudio de la motilidad espermatica, la
concentracion espermatica y las anomalias morfolégicas que anteriormente se

hacian de manera subjetiva, pueden realizarse hoy en dia mediante el uso de
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meétodos computarizados de analisis. La incorporacion de estos meétodos
informaticos atenua en gran parte el factor subjetivo del analisis seminal y
garantiza una mejor correlacion con la capacidad fecundante del

espermatozoide.

La evaluacion del semen para su congelacion es una condicién indispensable
para estimar su posible capacidad fertilizante después de la descongelacion y
en consecuencia determinar su aptitud para la congelacion. Esta evaluacion
permite determinar ademas impurezas en el eyaculado, que puede hacerlo no
apto para su congelacién. El espermiogramaes el conjunto de pruebas de
laboratorio encaminadas a evaluar la capacidad fertilizante potencial de una
muestra de semen y, por tanto, valorar la calidad de un eyaculado y la

funcionalidad del semental como reproductor.

El método mas preciso para valorar la calidad del esperma es estimar el
porcentaje de gestaciones y produccion de descendencia viable tras una
monta natural o inseminacion artificial. Sin embargo, esta valoracion de la
fertilidad in vivo requiere desarrollar ensayos de campo que suponen un
importante consumo de tiempo y mano de obra, por esto, habitualmente se
recurre al espermiograma para evaluar in vitro una serie de parametros

espermaticos relacionados con la fertilidad.

En cambio, el principal inconveniente que encuentran los laboratorios en la
evaluacion de una muestra seminal es determinar qué parametros seminales

nos proporcionaran una mayor informacion de la muestra, en base a su
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correlacion con la fertilidad. Asimismo, existe la necesidad de usar varias
técnicas en la valoracion de la calidad seminal, debido a la inexistencia de una
Unica prueba que determine con exactitud la capacidad fecundante del
espermatozoide, funcion biolégica extremadamente compleja e influenciada
ademas por multitud de factores externos. Ademas, la deteccion de diferentes
grados de sub-fertilidad en caballos es compleja porque algunos de estos
individuos sub-fértiles muestran parametros seminales dentro de los limites

normales para la especie.

4.1. Factores que influyen en la valoraciéon del esperma

Independientemente de la razén por la que una muestra seminal va a ser
evaluada debemos controlar una serie de factores que pueden modificar los

resultados obtenidos en nuestra valoracion. Entre ellos destacamos:

4.1.1. Factores externos al andlisis

& Estacién del afio: en general en épocas de maxima temperatura la
calidad del eyaculado reduce al disminuir la eficacia
espermatogénica

¢ Edad.

& Actividad sexual: la calidad seminal mejora cuando la actividad
sexual aumenta

& Alimentacion: estados carenciales disminuyen la calidad seminal

& Terapia hormonal (progesterona y esteroides anabolizantes ) y no

hormonal (corticoides fundamentalmente): debemos procurar no
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4.1.2.

©

©

o

administrar ningun farmaco entre 7 y 10 dias antes de la recogida de
esperma

Frecuencia de eyaculacion: la sobreutilizacion de los machos
disminuira la calidad seminal

Métodos de recogida distintos proporcionan eyaculados de
caracteristicas diferentes

Tiempo transcurrido entre la recogida y valoracion.

Factores intrinsecos del analisis

Diluyente empleado para la valoracién del esperma y temperatura
de andlisis, recomendandose el uso de temperatura de entre +35°y
38°C

Experiencia del técnico sobre todo ante valoraciones subjetivas
Técnica de valoracibn empleada para la evaluacibn de un
determinado parametro espermatico, como por ejemplo las
diferencias encontradas entre las distintas técnicas de tincion
usadas para el estudio morfologico y morfo-métrico del

espermatozoide equino (Hidalgo y col., 2005).

4.2. Analisis fisico

El volumen varia de 0.5 a 2 ml (Ferreira y Pérez, 2001).EI color normal puede

ir de un blanco lechoso hasta un blanco cremoso (L6pez, 1999 y Hafez,

2000). (Figura II) El semen con aspecto de “requeson” es indicativo de
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infeccién en el aparato reproductor del macho (Hafez, 2000). Una coloracion
rosa o rojiza muestran la presencia de sangre y un color amarillo es el color
caracteristico de la contaminaciéon del semen con orina (Evans y Maxwell,

1990).

Figura 2. Evaluacion fisica del eyaculado
Foto: R. De Ledn, 2008

4.3. Analisis microscépico

4.3.1. Concentracidon espermética

Se define concentracion espermatica a la cantidad de espermatozoides que

se encuentran en una unidad de volumen determinado.

Las caracteristicas del semen varian entre especies, en los ovinos los
parametros seminales normales son los siguientes: concentracion
espermatica, indica la cantidad de espermatozoides por ml de semen, existen
de 3,500 a 6,000 millones de espermas por ml (Evans y Maxwell, 1990 y

Hafez, 2000). La determinacion de este valor es importante, en combinacién
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con el volumen se determinan cuantas hembras se podrian inseminar (Hafez,

2000). El volumen varia de 0.5 a 2 ml (Ferreira'y Pérez, 2001).

Existen 3 métodos de evaluacion de la concentracion de semen
© Por medio de la apariencia y consistencia del eyaculado. este método

de evaluacion subjetiva requiere experiencia.

CUADRO 2. ESTIMACION DE LA CONCENTRACION ESPERMATICA DE
ACUERDO A LA APARIENCIA Y CONSISTENCIA DEL
EYACULADO, (Fuente: G. Palma, 2008)

CONCENTRACION (x 10%cc)

CONSISTENCIA-APARIENCIA VOLUMEN (cc) Rango
Clara-acuosa 0.2 0.1-0.3
Opaca 0.7 0.3-1.0
Lechosa 2.0 1.0-2.5
Lechosa - cremosa 3.0 25-35
Cremosa 4.0 3.0-45
Cremosa espesa 5.0 45-55

& Determinacion por medio del método espectro-foto-colorimétrico.

El espectrofotdmetro mide la densidad espermaética por dificultad que ofrece la
suspension de espermatozoides en una solucion que los inmoviliza (por e;.
formol citrato) al pasaje de los haces de luz. El aparato estd acompafado de
una tabla, confeccionada a partir de la curva de turbidez y de la espermatica,
medida en una camara cuenta glébulos. El valor indicado en la tabla en la

tabla es expresado x10%/mma3.

& Determinacion de la concentracibn en la camara cuenta globulos

(hemo-citébmetro).
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Existen diferentes tipos de camaras para el recuento de espermatozoides.
Todas fueron desarrolladas para el recuento hemocitométrico: Neubauer,
Thoma, Thomaneu, Burker, Durner-Turk/Turk, Fuchs-Rosenthal. Las mas
conocidas para la determinacion del numero de espermatozoides son la de

Neubauer y Thoma (Thomaneu).

El principio de la determinacion de la concentracibn espermatica esta
establecido por el recuento de los espermatozoides de una muestra de semen
diluido bajo condiciones estandarizadas. EI mismo tiene en cuenta la
superficie y la altura de la camara como asi también el grado de dilucién al

gue se sometid la muestra de semen.

De una dosis de semen se toma una muestra que se diluye en agua destilada
en una relacion 1:20 (por ejemplo, 50ul de semen + 950ul de agua destilada).
Después de la homogeneizacion durante 5 segundos en un agitador mecanico
o en forma manual, se coloca una muestra de la dilucién en cada hemi-

camara. El recuento se lleva a cabo en un microscopio a 400x.

El recuento y calculo de la concentracion de espermatozoides difiere segun el
tipo de camara empleado. Existen en el mercado varios tipos de hemo-
citobmetros, razon por la cual se daran las indicaciones con un tipo de camara
variando el célculo segun las instrucciones de uso de cada camara (i. e. altura

de la camara y superficie total)
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Figura 3. Determinacion de la concentracién espermética mediante la

camara de Neubauer.
Foto: R. De Ledn, 2007

4.3.1.1. Error de mediciéon de la camara
La determinacion de la concentracion espermatica por medio de estas
camaras tiene un considerable error que varia en relacion directa con la
reduccion de la superficie considerada en el recuento. El error aumenta con la
concentracion de la muestra (eyaculado 7 a 10%). Si ademas se emplean
cubreobjetos no calibrados éste puede ser mayor adn.
La camara tiene, bajo competentes condiciones de uso y con personal
experimentado, una alta repetibilidad (r*=98.9). Posteriores estudios indicaron
gue la variacién podia ser significativamente menor (Coeficiente de variacion,
CVv= 12,3), indicando que la exactitud de la determinacién varia con los

laboratorios y el personal.
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4.3.1.2. Cubre camaras calibradas
Se diferencian de los portaobjetos comunes por sus superficies planas y
pulidas. La tolerancia de los mismos es de 3um (Brand, Alemania). El tamafio
recomendado para las camaras tratadas es de 20 X 26 X 0,4 mm.Su empleo

evita uno de los factores de variabilidad

4.3.2. Motilidad espermaética
Otro parametro importante a considerar en el semen ovino es la motilidad
espermatica, esta se divide en dos: motilidad masal y motilidad progresiva. La
determinacién del tipo y grado de movimiento de los espermatozoides, es

evidentemente de importancia practica.

El movimiento de los espermatozoides por si solo, no basta para probar con
certeza la conservacion de la capacidad fecundante. Un estado de inmovilidad
irreversible es sin embargo, expresion de muerte; mientras que sin llegar a
este extremo, la comprobacion de una cinética o motilidad alterada, con
numerosos espermatozoides inmoviles o escasamente moviles, predispone a

una reducida o nula capacidad fecundante.

4.3.2.1. Motilidad masal
La motilidad masal, es el porcentaje de células moviles o vivas (Sorensen,
1986) y se puede clasificar en una escala de 0 a 5, la cual se muestra en el

Cuadrol (Evans y Maxwell; 1990). Las muestras que presentan una
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clasificacion de 4 05 son aquellas que pueden ser usadas para congelacion e

inseminacion artificial (Maxwell et al., 1994).

4.3.2.2. Motilidad individual

La motilidad progresiva es la capacidad del espermatozoide para moverse
hacia delante y en linea recta. Su clasificacion puede ser por dos diferentes
metodologias: la primera, es en una escala de 1 a 4 donde, 1 = Todos
muertos o sin movimiento, 2 = Movimiento lento progresivo, 3 = Movimiento
progresivo moderado y 4 = Movimiento rapido progresivo. Al igual que la
motilidad masal, los valores méas altos son los que se emplean para
procesamiento de la muestra (Lopez, 1999). La segunda metodologia, es por
medio de evaluacion visual de una gota de semen al microscopio con el
objetivo 40 X, de manera que se puedan observar las células espermaticas en

forma individual (Evans y Maxwell, 1990).

Esta una técnica de evaluacion subjetiva, que permite identificar el movimiento
individual de los espermatozoides, luego de la dilucibn. Su comprobada
relacion con la fertilidad de los machos la constituye en un método préactico de
valor en la evaluacion del semen diluido, particularmente antes pero también
después de la congelacion. La correcta evaluacion requiere de experiencia.
Para el observador inexperto puede resultar dificil determinar, en un golpe de
vista si en una gota con 100-200 espermatozoides, si se mueven en forma
progresiva 50% - 70% u 80%, y qué porcentaje se mueve en su lugar o no lo

hace.
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4.3.3. Estado del acrosoma

El acrosoma juega un papel fundamental en la fecundacion y esta importancia
hace que convenga realizar una valoracion especifica del mismo. En un
espermatozoide que tenga el acrosoma en perfectas condiciones se pueden
distinguir tres regiones claramente diferenciadas en la cabeza: la zona
acrosomal, con un borde apical, la zona post-acrosomal y el segmento
ecuatorial entre ambas. Las muestras seminales con alta proporcion de

acrosomas alterados o ausentes suelen tener una fertilidad baja.

Para determinar el estado del acrosoma se han usado desde hace mucho
tiempo diferentes tinciones. Entre éstas tenemos la tincion de eosinal/verde
rapido, Giemsa y la de eosina/nigrosina, las dobles y triples tinciones, basadas
en la combinacién del azul tripan con otros colorantes y tinciones comerciales

como el Spermac®.

Recientemente, se han utlizado anticuerpos acrosomales especificos
marcados con fluorescencia. En el caso de los espermatozoides bovinos, su
tamafio permite poder valorarlos mediante un microscopio 6ptico de contraste

de fases con un objetivo de gran aumento.

La determinacion de los espermatozoides vivos en el momento de preparar el

extendido, se realiza mediante la prueba de absorcién de colorantes. Dado
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gue los espermatozoides inmoviles pueden estar vivos, solo una coloracién

supravital de eosina nigrosina puede establecer esa diferencia.

Esta prueba denominada vivos y muertos, coloracién vital o supravital, debe
llevarse acabo en el intervalo de 1 minuto y se basa en el hecho de que los
espermatozoides muertos o en proceso de muerte, poseen sus membranas
permeables a los colorantes. (Figura 1V). Por tal razén se emplea esta

propiedad para la determinacion de los espermatozoides vivos.

Esta prueba es un complemento en la evaluacion de la motilidad o mas bien
de la viabilidad y nos define el estado fisico de la membrana espermatica, lo
gue puede ser determinado al emplear la técnica de tincién Eosina/Nigrosina,

una de las técnicas mas corrientemente usada.

Figura4. Determinacion del estado del acrosoma de los espermios
mediante la tincién eosina/nigrosina.
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4.3.4. Morfologia espermaética

El andlisis morfolégico de los espermatozoides es uno de los principales
componentes de la evaluacion de las caracteristicas de una muestra seminal.
La valoracion de la morfologia del espermatozoide se basa en la relacion
directa que haya entre la proporcion de espermatozoides anormales en el
eyaculado, el tipo de defecto morfolégico y su relacién con la fertilidad in vivo

de los toros.

Atendiendo a una clasificacion estrictamente morfologica, las anomalias que
puedan generarse se clasifican en anomalias en la cabeza, en el tracto
intermedio y en la cola. Segun el érgano donde pueden haberse generado

diferenciamos las anomalias primarias y secundarias.

Esta evaluacion de la morfologia espermatica puede ser utilizada para
eliminar sementales con pobre calidad seminal y refleja la funcionalidad de los
testiculos, epididimos y glandulas accesorias, por lo que siempre deben estar

incluidas en las pruebas de evaluacion espermatica.

En sentido general, el semen seleccionado para ser congelado posee un
porcentaje de anomalias espermaticas minimo (menos del 20 % de patologias
totales), no obstante, es aceptable realizar este examen, ya que el semen
congelado puede estar sometido a factores estresantes y sufrir alteraciones

gue pueden ser causantes de una baja capacidad fecundante. Sin embargo,
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es importante aclarar que al llevar acabo las extensiones, se pueden provocar
cambios morfolégicos en los espermatozoides, tales como desprendimiento
del capuchon, de la cabeza y doblamiento de la cola, por la colocacion y

presion del cubre-objeto sobre el portaobjeto y arrastre de la gota de semen,

incorrectamente.

Para el estudio de la morfologia de las células espermaticas, existen una serie
de métodos que han sido descritos en los libros de textos que tratan sobre el

tema de la inseminacion artificial, reproduccion y biologia de la reproduccion.

acrosoma
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membrana
celular

centriolos
vaina
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vaina fibrosa

cola
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e axial contiene
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de cilios v
flagelos

pieza terminal

Figura 5. Estructura del espermatozoide.
Fuente: Hidalgo et al.
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En lo que respecta a la morfologia, la proporcidbn de espermatozoides
anormales no debe sobrepasar de 15%, si se excede de este porcentaje el
semen no es de buena calidad y no puede ser utilizado en ningin proceso
biotecnolégico (Evans y Maxwell, 1990 y Ferreira y Pérez, 2001). Lopez
(1999) indica que mas del 20 % de anormales refleja la presencia de un
animal infértil, debido a que los espermatozoides anormales pierden la

capacidad de fecundar a la hembra.
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DE LA CABEZA
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lancets  cuchara pistén

Figura6. Anomalias de la cabeza del espermatozoide.
Fuente: Montes, 2007.
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Figura 7. Anomalias del cuello y la parte media del espermatozoide.
Fuente: Montes, 2007.
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Figura 8. Anomalias de la colay trastornos del espermatozoide.
Fuente: Montes, 2007.

Todos estos parametros pueden variar dependiendo de la edad, alimentacion,
manejo del animal y de la muestra colectada, frecuencia de coleccion, estres,
temperatura, estacion del afio, condicion corporal entre otros(Evans y

Maxwell, 1990).

El didmetro testicular esta relacionado con la concentracion espermatica y
ambos se ven afectados o beneficiados dependiendo de la edad y el estado
nutricional del animal, ya que animales extremadamente delgados u obesos
presentan problemas reproductivos (Fernandez y Villegas, 1995). Otro valor
influenciado por el estado nutricional es el volumen, ya que la desnutricion

afecta a los testiculos, disminuyendo la producciéon de semen (Thwaites,
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1995), y si a esto se le adiciona la frecuencia de coleccion, edad y mal
manejo, dicho parametro disminuye todavia mas (Fernandez y Villegas,

1995).

5. Aspectos generales de la crio-conservacion de semen

Distintos investigadores (Corteel, 1992, Huanget al. 1997, Maxwell et al.
1997, Pellicer et al. 1994 y 1997, Ritar y Salamon, 1982) coinciden en que
el plasma seminal no constituye el medio adecuado para mantener la
viabilidad espermética post-eyaculacion, razon por la cual la crio-conservacion

se presenta como una alternativa.

El objetivo de la crio-conservacion del semen es interrumpir el metabolismo
celular por un tiempo determinado, con lo cual los espermatozoides se
mantienen en una anabiosis artificial (Gorlach, 1999) con el propoésito de
conservar material genético valioso sin importar la época del afio, distancia y

lugar donde se encuentre la hembra o el semental (Zarco y Boeta, 2000).

Los principios de crio-conservacion son iguales para todas las células vivas,
siendo el aspecto mas importante la eliminacion del agua del interior de la
célula antes de congelar (Gordon, 1999). En el caso del semen, el
procedimiento involucra una serie de pasos: dilucién, crio-proteccion,

refrigeracion o congelamiento, almacenamiento y descongelado, aspectos
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estos que pueden afectar la estructura y funcion de los espermatozoides
(Hammerstedtet al., 1990); teniendo en cuenta que el momento critico del
procedimiento es al inicio de la congelacion y al momento del descongelado,
ya que es este momento donde se presentan un sinnidmero de procesos
fisico-quimicos influenciados por las diferencias de temperatura y transporte

de agua entre las células y el medio (Gorlach, 1999).

Una vez colectado el semen, es diluido en un medio apropiado, normalmente
basado en yema de huevo o leche (Bailey et al., 2000). Maxwell y Jonhson
(1999), seialan que el alto nivel de dilucion produce un fendmeno llamado
‘efecto de dilucion” que reduce las funciones del espermatozoide lo cual
puede deberse a una reducciondel contacto entre los espermatozoides y los

componentes del tracto reproductor del macho (Garneret al., 2001).

Tradicionalmente, la dilucion del semen se ha hecho a temperatura corporal
(entre los 30° y los 39° C), para posteriormente refrigerarlo a 5° C y luego
agregarle un crio-protector. La adicion del crio-protector, comunmente glicerol
para semen de mamifero, es esencial para la supervivencia de la célula
durante la crio-conservacion y su eficacia es parcialmente debida al efecto
osmotico marcado, pero transitorio, que produce rapidos cambios en el
volumen celular, lo cual no parece perjudicar la funcién del espermatozoide
(Liu y Floote, 1998). Por lo tanto, el glicerol actua directamente sobre la

membrana plasmatica del espermatozoide, posiblemente para reducir algunas
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de las fases de transicion e incrementa la fluidez de la membrana durante la

refrigeracion (Noileset al., 1995).

En mamiferos, los protocolos éptimos de crio-conservacion de semen parecen
ser capaces de mantener el 50% de los espermatozoides vivos; sin embargo,
estudios recientes sobre congelamiento de semen mencionan que los
espermatozoides al congelarse y descongelarse se ven alterados en sus
propiedades estructurales de la membrana plasmatica, lo cual se asemeja a
un estado de capacitacion prematura y reaccion acrosomal (RA) que puede

resultar en bajas tasas de prefiez (Watson, 1995).

6. Dilucion del semen

La finalidad de diluir el semen es aumentar el volumen del eyaculado y facilitar
la preservacion de la viabilidad del espermatozoide por un tiempo mayor. Un
diluyente eficiente mantiene o mejora el medio que rodea al esperma
suministrandole energia y proteccion contra productos del metabolismo y
variaciones de temperatura (Gordon, 1997). En tal sentido, la crio-
conservacion del semen a través del empleo de dilutores con diferentes
componentes hace realidad la perpetuaciéon de las caracteristicas deseables,
aun posterior a la muerte o sacrificio de los reproductores seleccionados

(Aisen et al., 1995).
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Con el fin de evitar el dafio durante el proceso de congelamiento, se han
desarrollado numerosos diluyentes en base a amortiguadores de pH (tris,
acido citrico), azucares de bajo peso molecular (fructuosa, glucosa) que pasan
a través de la membrana celular sirviendo como fuente de energia para el
esperma, agentes protectores de membrana (yema de huevo, leche
descremada) que contienen macromoléculas que proveen proteccion contra el
shock por frio, y crio-protectores (glicerol y otros polialcoholes, aminoacidos)
gue reducen la formacion intracelular de cristales de hielo durante el proceso
de congelado- descongelado (Molinia et al., 1994; Salamon y Maxwell,

1995).

6.1. Razones de la dilucién del semen

La dilucion del semen del semen se realiza por dos razones principales;

6.1.1. Técnicas

Una de las mayores ventajas de la aplicacion de la técnica de inseminacién
artificial (IA) es el aprovechamiento de sementales de alto valor genético, los
cuales pueden ser utilizados para cubrir un mayor numero de hembras, que si

se usaran en monta natural.

En la monta natural, el carnero deposita millones de espermatozoides en la
vagina de la hembra, sin embargo, de ese numero, solo entre 100 y 140

millones logran atravesar el cérvix. Cuando se utiliza ala IA en ovejas, tanto el
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niamero de espermatozoides, como el volumen a utlizar se reducen

considerablemente con respecto a la monta natural.

De acuerdo a Bearden y Fuquay, (1982); Salamon, (1990); Mejia y
Hernandez, (1996) el limite inferior aceptado par que ocurra una fertilizacion
es de 100 millones de espermios/dosis, mientras que el volumen por dosis
esta entre los 0.05 y los 0.5cc. Disminuir el volumen de la dosis por debajo de
los 0.05cc no resulta practico debido a la dificultad en depositar cantidades tan
pequefias en el cérvix o utero de la oveja. Si se utiliza el semen sin diluir, el
volumen contendria un niamero mayor de espermatozoides, superior al limite
minimo, lo que resultaria en un método poco econdémico. Reducir el nUmero
de espermatozoides a la dosis requerida manteniendo el volumen adecuado,

solo se puede lograr a través de la dilucion adecuada del eyaculado.

6.1.2. Razones biolbgicas

La principal razén es que los diluyentes apropiados proporcionan a los
espermatozoides nutrientes, un sistema amortiguador a los cambios de pH y
un ambiente isotdénico, ademas de proteger al espermio del shock térmico
cuando se enfrian o cuando se congelan (Bearden y Fuquay, 1982;

Salamon, 1990; Mejia y Hernandez, 1996; Evans y Maxwell, 1990).
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6.1.3. Procedimiento para la diluciéon

La dilucién debe realizarse lo tan pronto como se pueda, una vez colectado y
analizado el eyaculado de manera rutinaria. Tanto el semen como el diluyente
debes colocarse en un bafio maria a 30° C para que al momento de la dilucion
ambos tengan la misma temperatura y evitar shock térmico (Bearden y
Fuquay, 1982; Salamon, 1990; Mejia y Hernandez, 1996). Un diluyente frio

puede ocasionar shock por frio con la consiguiente reduccién de la fertilidad.

Para realizar la dilucion se deben utilizar pipetas estériles y secas
debidamente calibradas. La dilucion se realizara pipeteando la cantidad
adecuada y adiciondndola lentamente al semen. No agregando el seme al
diluyente ya que esto puede alterar a los espermiosaumentando su
mortalidad. Una vez diluido el semen se toma una muestra y se observa la
microscopio para comprobar la motilidad y la mortalidad de los

espermatozoides

7. Concepto de diluyente

De acuerdo a Gadea (2003) se entiende por diluyente a una sustancia acuosa
gue nos permite aumentar el volumen de un eyaculado, preservar las
caracteristicas funcionales de los espermatozoides y mantener el nivel de

fertilidad adecuado.
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En la actualidad contamos con diluyentes que nos permiten la crio-
conservacion de semen congelado a -196° C, en nitrogeno liquido, y otros que
nos permiten conservarlo en hielo seco a -79° C (Sorensen, 1984). Estos son
utilizados como una forma de proteger a los espermatozoides de la formacion
de cristales de hielo intracelular, que se dan durante el proceso de
congelacion, y que afectan la estructura fisico-quimica de la célula causando
dafo en la membrana, en el acrosoma y en el metabolismo (Alberti, 2004;

Cole, 1984; Galina, 1995)

8. Caracteristicas del diluyente

Para que un diluyente sea completo y eficiente debe estar compuesto por
sustancias iénicas y no iénicas que mantengan la osmolaridad, lipoproteinas
de peso molecular alto que prevengan los shocks, ademas de un agente crio-
protector intracelular, ademas de una fuente de energia y otros aditivos y

antibioticos.

De acuerdo a Bearden (1982), otras caracteristicas que deben tener los
diluyentes son los que a continuacion se detallan;
& Deben ser isoténicos al semen (tener la misma concentracion de
iones libres)
& Capacidad amortiguadora (evitar cambios de pH al neutralizar

acidos producidos por el metabolismo de los espermatozoides).
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© Proteger a los espermatozoides de las lesiones producidas por el
shock térmico, especialmente en el acrosoma.

& Proporcionar nutrientes para el metabolismo de los
espermatozoides.

& Controlar contaminantes microbianos.

© Debe preservar la vida de los espermatozoides con un minimo de

efecto sobre la fertilidad.

Ademas de estas caracteristicas, los diluyentes deben ser estables, de facil

preparacion y econémicos (Salisbury, 1982)

9. Generalidades de los diluyentes

La gran mayoria de los diluyentes disponibles en le mercado y que se usan
para la congelacion de semen ovino, fueron desarrollados para su uso en
semen bovino y los pocos especificos con que se cuentan, limitan su uso para

semen fresco (Aguirre, 2006).

Anteriormente se pensaba que los diluyentes eran los responsables de las
bajas tasas de fertilidad que se lograban, pero actualmente, con el uso de
nuevas técnicas de IA se han logrado mejorar la fertilidad, sobre todo con el
uso de la IA intrauterina por endoscopia, lo cual demostré que la baja fertilidad

no se debia a los diluyentes (Tron y Arbiza, 2004), sino a las dificultades que
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tienen los espermatozoides para atravesar el tracto femenino y a las
alteraciones que sufren durante el proceso de congelacion.

Para la crio-conservacion del semen ovino se pueden utilizar diversos
compuestos, pero solo con algunos de ellos se han logrado parametros

aceptables, como con la leche descremada y la yema de huevo.

En el caso de la yema de huevo, esta se viene utilizando desde hace varias
décadas, sin embargo, lo Unico que se conoce es que su adicion mejora la
fertilidad del semen, pero también se han encontrado actividades de tipo
enzimatico potencialmente dafiinas para los espermios (Phillips, 1940)

De acuerdo a Palacios (1994) se supone que la accion de las lipoproteinas
de la yema de huevo o de la leche descremada en los diluyentes, asi como de
los crio-protectores como el dimetil-sulfoxido (DMSO) y el glicerol, es el de
reducir el numero de poros en la membrana del espermatozoide y también de
las funciones de ATP-dependientes asi mismo la agregacion proteinica y una

reduccion en la formaciéon de bloques lipidicos.

El problema de estos crio-protectores es que también producen toxicidad y
esta toxicidad disminuye la concentracion de otros aditivos que se pueden

utilizar reduciendo la eficiencia de los mismos.

Recientemente se han realizado investigaciones en las que se utilizan
alternativas proteinicas dentro de los diluyentes como albumina sérica bovina

(BSA), suero equino, suero bovino, proteina de soya, calostro, alcohol
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polivinilico, entre otros, que remplazan la yema de huevo proveyendo la
oportunidad de realizar estudios de semen diluido con mejor visibilidad en el

microscopio (Palacios, 1994)

10.Tipos de diluyentes
Los diluyentes para semen van a estar en dependencia del tipo de crio-

conservacion que se vaya a practicar. Asi tenemos entonces:

10.1.Diluyentes para semen refrigerado

De acuerdo a Alberti (2004), estas son soluciones amortiguadoras tipo
acuosa a las que se les agrega un crio-protector no penetrante. Este diluyente
debe prepararse poco antes de la recoleccion del semen y enfriado a 4°C y
tiene un periodo util de 2 a 3 dias (Galina, 1955) y los de mayor uso son los
preparados a base de leche.

La leche ha sido utilizada como parte de los diluyentes por su capacidad de
mantener la fertilidad de 14 a 16 horas a 15°C con una tasa de pariciones

entre el 65y el 75% (Tron y Arbiza, 1994).

De acuerdo a estos autores, para la preparacion de diluyentes a base de
leche, segun publicaciones de Salomoén y col. (1994), se recomienda utilizar
leche reconstituida, isoténica y descremada y calentarla antes de utilizarla ya

gue contiene la proteina lactenina que es lesiva para los espermatozoides,
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aunque también se ha determinado que la caseina es la responsable de la

proteccion contra el shock frio.

Otros diluyentes para semen fresco estan basados en el uso de yema de
huevo, los cuales, para ser usados deben ser frescos no habiendo

transcurrido mas de cuatro dias desde su postura.

La yema de huevo, como diluyente de semen ovino y caprino, debe ser
utilizada en menores concentraciones que en otras especies debidos a que la
fosfolipasa A en presencia de calcio puede hidrolizar la lecitinas de la yema de
huevo en acidos grasos libres y lisolicetinas, lo cual resulta toxico para los
espermatozoides (Mateo, 1990; Evans y Maxwell, 1990), aunque para
algunos autores (Palomino et al. 2001; Cole, 1984) los mejores resultados en
cuanto a diluyentes para semen refrigerado, se han obtenido utilizando la
yema de huevo como diluyente, por la cantidad de fosfolipidos, lecitinas,
lipoproteinas y cefalinas, sustancias que parecen tener una mayor accion
protectora cuando se compara con los diluyentes a base de leche. Por otra
parte, trabajos realizados por Pérez (1996) han demostrado que una fraccion
proteica del plasma seminal (BUIIl) procedente de las glandula bulboretreales

produce reacciones desfavorables con la leche utilizada en los dilutores.

Algunas formulaciones de diluyentes a base de yema de huevo se presentan

a continuacion:
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CUADRO 3. FORMULACION DE DILUYENTE UTILIZANDO YEMA DE

HUEVO.
CANTIDAD
INGREDIENTE REQUERIDA
Tris 3.60qr.
Fructuosa 0.50 gr.
Acido Citrico 1.99 gr.
Yema de huevo 14.00 cc.
Agua destilada 100.00cc.

Segun El Gaafary (1990) el uso de tris/acido citrico/fructuosa proporciona
mejores resultados que diluyentes que utilizan rafinosa/lactosa ya que en
evaluaciones microscopicas se observa una mayor integridad acrosémica al

igual que mejor motilidad de los espermatozoides.

Otra alternativa para diluir el semen lo es el agua de coco (Nunes, 1993), ya
gue al estar libre de fosfolipidos se considera un diluyente favorable. El agua
de coco esta compuesta por aminoacidos, azucares, vitaminas y vitaminas,
con una osmolaridad, en la fase inicial de maduracién, entre 500 miliosmoles y
un pH de 4.5. Ademas, del agua de coco se ha logrado separar el acido 3-
Indol-Acetico (pertenecientes al grupo de las auxinas), el cual ha demostrado
su actividad sobre el metabolismo de los espermatozoides, por lo que ha sido

incorporado en los diluyentes convencionales.

En trabajos realizados por Gutiérrez et al. (2006) al comparar diluyentes a

base acido citrico con las mismas proporciones de agua de coco y leche, se
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han encontrado resultados similares con las proporciones 20:60 acido

citrico/agua de coco que la proporcion 10:70 acido citrico/leche.

En trabajos recientes, se agregd gelatina a un diluyente a base de leche para
hacer un medio semi-solido lo cual resulté en dos efectos positivos:
© Se redujo la sedimentacion celular con la consecuente reduccién de los
cambios en las caracteristicas del medio (Nagy y Kévacs, 2002)
© Se produjo la inmovilizacién de los espermatozoides disminuyendo su
agotamiento metabdlico y preservando su potencial fecundante (L6pez

y col. 2005).

Este semen se conservé a 15°C y luego se utilizé para la fertilizacién in vitro
de ovocitos madurados in vitro, lograndose una tasa de fertilizacién con el
semen tratado con este medio de 51.82%, mientras que con muestra no

tratada se logro el 37.26% de fertilizacion (Yafiz, et al. 2005).

10.2. Diluyentes para semen congelado

A diferencia de los diluyentes para semen refrigerado, el diluyente para semen

congelado utiliza un crio-protector penetrante o anti-congelante (Sorensen,

1982).
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Los crio-protectores penetrantes son sustancias que, por su bajo peso
molecular, pueden atravesar la membrana plasmatica, donde tienen la funcién
de evitar la formacion intracelular de cristales de hielo, asi como evitar la
excesiva deshidratacion causada por la congelacion lenta (Medeiroset al.,

2002).

Entre los mas utilizados esta el glicerol y el etilenglicol, siendo el primero el
gue ha mostrado mejores resultados en estudios de crio-preservacion de
semen ovino en relacion a la motilidad progresiva post-descongelamiento

(Salamon y Maxwell, 2000).

En ese sentido, la proporcion de glicerol necesaria en el diluyente, para
proteccion de los espermatozoides, va a estar en dependencia del método de
congelacion y de la composicion y la tonicidad del diluyente. Martinez (1994),
indica que el uso de glicerol en diluyentes hipertonicos, resultan en un mayor
porcentaje de motilidad espermatica (22.3%) que cuando se agrega a

diluyentes isotonicos (21.2%).
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CAPITULO 3

MATERIALES Y METODO

1. LOCALIZACION

El estudio se realiz6 en la Unidad Ovina de Estacion Experimental Carlos
Manuel Ortega del IDIAP, localizada en Gualaca, a 70 msnm entre los 8°

39720” de latitud norte y los 82° 10°10” de longitud oeste. (Figura 1X).

La zona se caracteriza por poseer un clima de bosque humedo pre-montano
con una temperatura anual promedio de 26° C, precipitacion anual promedio

de 3,500 mm y humedad relativa de 80%.

Figura 9. Fachada del edificio administrativo de la Estacion
Experimental de Gualaca.
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2. Animales Experimentales

Para el estudio se utilizaron machos importados de la raza Dorper y Katahdin,
machos de razas nativas comoPelibueyy machos F; (Dorper x Pelibuey).
Todos ellos maduros sexualmente y utilizados como reproductores en los

programas de mejoramiento genético que desarrolla la institucion.

Figura 10. Macho de laraza Dorper utilizado para extraccion de semen

3. Manejo de los animales

Los animales experimentales se mantenian pastoreando en praderas de
Brachiaria brizantha cv. Hibrido Mulato y recibian una suplementacion

energético-proteica a base de maiz y harina de soya.
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4. Metodologia de muestreos

La metodologia utilizada para obtener las muestras seminales y su posterior

evaluacioén se detallan a continuacion:

4.1. Colecta del semen

Se tomaron tres muestras seminales por semana, preferiblemente en horas de
la mafiana para evitar el estrés calérico de la tarde y siempre por la misma
persona. Las colectas de semen se realizaron con vagina artificial (VA), ya
gue ofrece condiciones de presion y temperatura, semejante a las del salto
natural, ademas de que el eyaculado se aproxima al obtenido en condiciones
cercanas a las fisiolégicas, mientras que para la excitacion de los machos se
utilizaron hembras en celo (Figura Xl). Esta VA tenia = 15 cm. de largo y = 6
cm. de ancho y estabarevestida con un tubo interno de goma, al cual se

conecto un tubo colector de plastico.

Figura 11. Machos excitados con hembras en celo durante las
extracciones.
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El tubo interno se lleno con agua a 40°C (x) 5°C de temperatura y luego se
insuflo con aire para dar la presion ideal. Como colector se utilizo un tubo de
ensayo de plastico de 15cc graduado (Ver Figura Xll). Para facilitar la colecta,

la vagina se lubrico con crema neutra.

TUBO INTERNO

VALVULA PARA
LLENADO DE
AIRE Y AJUSTAR
LA PRESION

TUBO
COLECTOR

TUBO DE GOMA

Figura 12. Partes de la vagina artificial utilizada en la colecta de semen

Figura 13. Llenado de la vagina con agua caliente
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Figura 14. Verificacion de la temperatura de la vagina artificial antes de
la extraccion.

4.2. Evaluacion del semen

Inmediatamente obtenida la muestra se procedi6 a realizar las evaluaciones
macroscopicas y microscopicas del eyaculado. Los parametros al evaluados en cada

una de las pruebas fueron las siguientes:

Figura 15. Momento de la obtencion del eyaculado.
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4.2.1. Evaluacion macroscopica del semen

4.2.1.1. Coloryolor

La evaluacion del color y el olor fueron subjetivos, pero teniendo en cuenta
gue la tonalidad del semen de carnero es de un color blanco lechoso y el olor
es caracteristico. Cualquier anomalia en la muestra es indicativa de

problemas con el eyaculado, por lo cual habria que descartarla.

4.2.1.2. Volumen

Para determinar el volumen del eyaculado se utiliz6 un tubo de ensayo de
15cc de plastico, graduado en centimetros en donde se hizo la lectura del

volumen colectado.

4.2.1.3. Densidad

Esta prueba también es subjetiva, y, al igual que la colecta, siempre fue
realizada por la misma persona para minimizar el error experimental. Esta
evaluacion recibe una puntuacion de cero a cinco; en donde cinco

correspondenal mayor grado de turbidez y cero el menor grado.

4.2.2. Caracteristicas microscopicas

Las principales caracteristicas microscopicas que se evaluaron fueron las

siguientes;
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4.2.3. Motilidad Masal

La prueba se realizocolocando una gota del eyaculado obtenido sobre un
porta-objeto, el cual se mantuvo sobre una platina calentable para mantener
una temperatura adecuada a los espermatozoides (Figura), y luego se
observo al microscopio con un aumento de 40x. La motilidad la determinamos
en base al movimiento y el oleaje observado. La prueba recibe una puntuacién
de 0 a 100, en donde cero corresponde ninguna motilidad y 100 se observan

grandes oleajes producidos por el movimiento de los espermios.

4.2.4. Motilidad individual

La misma muestra obtenida para determinar la motilidad masal se observo
con un aumento de 100x para determinar la motilidad individual y establecer el

porcentaje del movimiento progresivo en la muestra examinada.

Figura 16. Muestra de semen colocada sobre una platina calentable para
determinar la motilidad individual con un aumento de 100x
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Bajo las condiciones antes sefialadas, se pueden distinguir los siguientes tipos
de movimientos:

& Movimiento progresivo o rectilineo.

& Movimiento oscilatorio.

& Movimiento circular.

& Movimiento rotatorio.

& Movimiento de Zig—Zag.

& Movimiento vibratorio.

& Movimiento retroactivo.

& Sin movimiento.

4.2.5. Concentracion Espermatica

La concentracidbn espermatica se determino a través de un fotébmetro
SPERMA-CUE (MINITUB Abfull-undLabortecnikGmbH&Co. KG. Alemania)
(Figura XVII). Para ello se calibro el equipo y, una vez calibrado, se coloco
una gota de semen en una micro-cubeta para fotometro (Figura XVIII) la cual
se introdujo en la ranura para este fin y se cerr6. Pasado unos segundos, la
concentracion fue determinada automaticamente y el resultado aparecio en la

pantalla digital.

55



Figura 17. Sperma-cue. Equipo utilizado
concentracion espermatica.

para

>

PANTALLA PARA
LEER LA

CONCENTRACION

SITIO PARA LA
MICRO-CUBETA

determinar la

SITIO PARA COLOCAR
LA GOTA DE SEMEN

Figura 18. Micro-cubeta para fotbmetro sperma-cue
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4.2.6. Viabilidad Espermatica (vivos y muertos)

Esta prueba denominada vivos y muertos o de coloracion vital o supravital, se
llevo a cabo en un intervalo de 1 minuto. Es un complemento en la evaluacion
de la motilidad o mas bien de la viabilidad y define el estado fisico de la
membrana espermética, lo que se determina al emplear la técnica de tincion

Eosina—Nigrosina, que es la técnica méas usada.

A continuacion el procedimiento para la determinaciéon de la viabilidad

espermatica;

4.2.7. Preparacion del colorante

(Eosina-Nigrosina)

Nigrosina 0.67 g.
Eosina 5.00 g.
Agua destilada 100.00 ml

Hervir, enfriar y filtrar. Este es una tincion de larga duracion.

4.2.8. Procedimiento parala coloracion y el conteo de vivos y muertos

Primeramente se deposito una gota de semen en un portaobjeto limpio y se le
afladen de 1 a 2 gotas del colorante, el cual se mantuvo en bafio de Maria a
38°C 0 39°C. Luego mezclamos el semen con el colorante con suaves
movimientos giratorios, utilizando una de las esquinas de un portaobjeto o

cubre-objeto.
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Posteriormente se hicieron extensiones con esta mezcla en portaobjetos,
limpios y libres de grasa, se dejaron secar al aire. Finalmente realizamos el
conteo de vivos y muertos, a través de un microscopio de luz con un aumento

de 100x.

Todo este proceso se realizo tan rapido como sea posible (1 min.), pues a
medida que se prolonga el tiempo, los espermatozoides vivos van muriendo y

se falsea el resultado.

LT
-y
—a

—a

Figura 19. Procedimiento correcto en la preparacion del frotis para
determinacién de la viabilidad espermatica.
Fuente: Montes, 2007
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Figura 20. Observacion de vivos y muertos en el microscopio
Fuente: R. De Ledn, 2008

4.2.9. Patologias Espermaticas
Para el estudio de la morfologia de las células espermaticas, existen distintas
metodologias, sin embargo para este estudio realizamos el método de tincion

Rosa Bengala el cual detallamos a continuacion.

4.2.10. Preparacion de los colorantes

TINCION ROSA TINCION AZUL TINCION AZUL
BENGALA VICTORIA (sol. Madre) VICTORIA
Rosa 3.00q | Azul Azul
Bengala 9 Victoria 3.009 | victoria 17.00 cc
Formalina 100 Alcofol aqua
.0u cc

al 40% metilico 100.00 ¢e | pestilada 99.0cc
Agua

_ 99.00 cc
destilada
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4.2.11. Metodologia para la determinacion de la morfologia espermatica

Primeramente se hizo la extension del semen en un portaobjeto limpio y libre
de grasa y se seco al aire. Luego se lavo con agua destilada y lo secamos en
la llama.Una vez seca, se procedi6 a la tincién con la solucion Rosa Bengala,
para posteriormente lavarlos con agua destilada. AUn hiumeda, la extension se
cubrié con una solucién de Azul Victoria, durante 30seg. Finalmente se lavo
con agua corriente, se seco con papel filtro y se observaron en el microscopio
con un aumento de 100x donde se procedié al conteo de 100 espermios y se
determino el tipo de patologia.

Tomada las muestras para realizar estas evaluaciones, el resto del eyaculado
se diluyo en proporcion de 1:1 y se coloco en bafio maria a 38°C hasta
realizar los calculos para la determinacion de la tasa de dilucion final.
Determinada la tasa de dilucién final, se prepararon alicuotas de lcc y se

colocaron en refrigeracion a 4°C para las posteriores evaluaciones.

Figura21l. Eyaculados mantenidos en bafio Maria hasta realizar los calculos
para la dilucién final.
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4.3.Determinacion de la tasa de dilucién
4.3.1. Determinacién de la concentracion espermatica viable

Una vez obtenidos los resultados de la evaluacion el eyaculado, se procedié a
calcular la concentracion espermatica viable (CEV) mediante la siguiente

formula:

CEV= Vol. (cc) x Motil (%) x Conc (x10%cc) x % esper. No patolog./ 100
Donde:

© Vol.= volumen total del eyaculado en cc.

© Motil= motilidad masal en porcentaje

© Conc.= es la concentracion espermatica leida en el SPERMA-CUE

© 9% esper no patolog.= es el porcentaje de espermatozoides normales

observados al microscopio.

Este valor se utilizé para estimar la tasa de dilucién final del eyaculado.

4.3.2. Dilucién del semen

Una vez se determiné la CEV, se procedié a calcular la tasa de dilucion del

semen utilizando la siguiente férmula:

Volumen de diluyente = (C.E.V.) (0.5)/30
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En nuestro ensayo se estimé una concentracién de 30x10° espermatozoides

por pajuela de 0.5 cc por lo que la formula se describe de la siguiente manera:

CEV= concentracidon espermatica viable calculada anteriormente.
0.5= volumen de semen en la pajuela.

30= concentracién de espermatozoides (expresada en 10°) en la pajuela.

5. Evaluacién del efecto de los tratamientos a diferentes periodos de

tiempo

Una vez calculada la dilucion final del eyaculado, se procedié a diluir el semen

y separar alicuotas de 1cc y colocarlas en refrigeracion a 4°C por 96 horas.

Las lecturas de motilidad masal, motilidad individual, viabilidad espermatica
(vivos y muertos) se realizaron las 24, 48, 72 y 96 y para ello, las muestras
fueron sacadas de refrigeracion y colocadas en bafio maria, realizando a

primera lectura a los 30 minutos y una segunda a las 2hrs.

Los datos obtenidos se registraron en una hoja de campo para su posterior

analisis estadistico.
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6. Tratamientos

Los tratamientos evaluados en este ensayo fueron los siguientes:

T,.ODT (modificado) T,. TWO-STEP (Parte A)
Lactosa 7,59r. | Tris 12.1 gr.
Leche descremada 20 cc. | Acido citrico 6.9 gr.
Citrato de sodio 0,5 gr. | Fructuosa 5.0 gr.
Agua destilada 100 cc. TWO-STEP (Parte B)

Tris 12.1 gr.
Acido citrico 6.9 gr.
Fructuosa 5.0 gr.
Glicerol 70 cc.

6.1. Metodologia de dilucion

Los eyaculados fueron divididos en dos partes iguales. Una fraccién fue
diluida en proporciéon de 1:1 con el T, (ODT modificado) y la otra fraccién se le

agrego el T, (parte A) también en proporcién de 1:1.

Una vez calculada la tasa final de dilucion, se agreg6 el T, hasta completar la

dilucion, mientras que al T, se leafiadi6 la fraccion B para completar la dilucion

final de 30 x10° espermatozoides/cc.
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7. Variables de respuesta

Las variables de respuesta que se consideraron en este estudio son las
siguientes:
© Aspecto fisico del eyaculado.
& Motilidad masal.
& Motilidad individual.
© Concentracion espermatica.
© Viabilidad Espermatica.
© Patologias.
& Tasa de dilucion.
© Motilidad masal a diferentes periodos de tiempo (0; 24; 48; 72 y 96
horas).
© Motilidad individual a diferentes periodos de tiempo (0; 24; 48; 72 y 96
horas).
© Viabilidad espermatica a diferentes periodos de tiempo (0; 24; 48; 72 y

96 horas).

8. Andlisis estadistico

Los datos fueron analizados a través de un modelo de bloques
completamente al azar (BCA) con un arreglo jerarquico o también conocido
como la técnica de Sub-Muestras Repetidas o Muestras Anidadas, el cual se

representa mediante la siguiente ecuaciéon matematica:
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Yik = pu+ Bi+ 1i + vi(1)i + pr(ti*vy)
Donde:

Yijk = es la variable de respuesta

L= media general

Biz efecto del bloque (dia de muestreo)

’Ei = efecto del primer nivel o jerarquia (raza)

Vj(’t)i = efecto del segundo nivel dentro del primer nivel o jerarquia (tratamiento)

pk(Ti*Vj) = efecto del tercer nivel dentro del segundo nivel y dentro del primer nivel

o jerarquia (periodo).

El andlisis de las variables volumen y concentracion espermatica se realizo
utilizando un disefio completamente al azar (DCA) y se procedié a un andlisis

de varianza para la determinacion del grado de significancia.
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CAPITULO 4

RESULTADOS Y DISCUCION

Los datos del estudio fueron analizados previamente y al no presentar una
distribucion normal, se procedi6 a realizar una transformacién logaritmica

(logio) Yy luego se procedio a realizar el analisis estadistico.

Para la evaluacion del eyaculado se utiliz6 una tasa de dilucién de 30 x
10°%0.5cc del volumen total diluido. Una vez diluido el semen, se prepararon

alicuotas de 3cc y se conservaron en refrigeracion a 4°C.

Las alicuotas se sacaron de refrigeracion a las 24, 48, 72 y 96 horas y
colocadas en bafio maria para su incubacion y las evaluaciones se realizaron
a los 30 minutos y a las 2 horas post incubacion.Los resultados de la

investigacion los detallamos a continuacion.

1. Aspecto fisico del eyaculado

Los eyaculados obtenidas (10) tuvieron una coloracion entre blanco lechoso y
blanco acuoso, todas dentro de la normalidad. No se observaron coloraciones
grises o marrones que indicaran suciedad, presencia de orina o de infecciones
en el tracto genital. (Figura 22). El olor también fue caracteristico (Sui generis)

lo cual corroboro que ninguno de los sementales seleccionados para el
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ensayo presentaban infecciones genitales que pudieran afectar la calidad de
los eyaculados. Con base a estos resultados, todas las muestras se
consideraron como aptas y fueron procesadas.

El volumen promedio para las 10 muestras fue de 1.22cc, superior alos
reportado por Cordova-lzquierdo et al. (2006) y De Ledn et al. (2010) que
promediaron de 1.11cc y 0.80ccrespectivamente, utilizando vagina artificial y

la misma metodologia.

Estos valores también son superiores a los obtenidos por Cérdova-lzquierdo

et al. (20069 cuando realizaron la colecta directamente de la vagina (0.57cc).

El volumencolectado,esta dentro de los parametros normales para la especie
y aunque no se encontro diferencia significativa (Cuadro 4.) (P>0.05),se pudo
observar que en los machos F; el volumen colectado fue mayor (1.28cc),
seguido por los Dorper (1.25cc) y por ultimo los Pelibuey y Katahdin (1.0cc)

(Grafico 1.).

CUADRO IV. ANALISIS DE VARIANZA PARA LA VARIABLE VOLUMEN
ENTRE RAZAS.

FUENTE CUADRADO
DE GLITQSIS'I'SA%E TIPO Ill SS DE LA F-VALOR PR>F
VARIACION MEDIA
Raza 3 0.12266667 0.04088889 0.17 0.9121
R-cuadrado: 0.078835 Coef. Var.:40.0625 Vol. Media: 1.220
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Figura22. Muestra de un eyaculado con caracteristicas ideales para la
dilucién.

GRAFICO 1. VOLUMEN PROMEDIO EYACULADO POR RAZA.

VOLUMEN EYACULADO(cc)

DORPER

PELIBUEY

KATADIN



2. Motilidad masal inicial

La motilidad masal promedio,para los 10 eyaculados, fue de 87.4%, superior
al sefialado por Pérez y Pérez (1999) para ser considerado un eyaculado apto
para la congelacion. Sin embargo, son inferiores al reportado por De Ledén y
col. (2010) quienes observaron motilidad masal subjetiva de 90.0%, lo cual
podria estar asociado a la mayor frecuencia de extraccidbn que realizaron
estos investigadores, ya que a mayor frecuencia, menor es la fagocitosis y
mayor el numero de espermios vivos, lo que redunda en un mayor porcentaje
de motilidad. Los valores para la motilidad masal encontradas en este estudio
son superiores alos reportados por Cérdova-lzquierdoet al.(2006), quienes

reportaron un 64.5% de motilidad individual.

Los porcentajes mas altos para la motilidad masal se observaron en los
machos Pelibuey y Katahdin (98.0%) y los mas bajos en los F; (83.5%). Los

machos Dorper presentaron motilidad de 90%.

Figura 23. Motilidad masal observada al microscopio con aumento de 40x.
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3. Motilidad individual inicial

El promedio, para la caracteristica motilidad individual, fue de 91.8%,
pudiendo observarse al microscopio una normocinesis (movimiento normal) de
los espermatozoides. Este movimiento se caracterizd por ser activo y
enérgico, en el cual los espermatozoides tendian a desplazarse hacia delante,

lo cual, de acuerdo al tipo de movimiento se califica como Progresivo.

En cuanto a la motilidad individual por raza (Grafico 2.), se observo que en los
Pelibuey y los Katahdin fue de 98.0%, siendo la mas alta, y, al igual que para
la variable motilidad masal, los F; presentaron la mas baja (89.0%) y los

Dorper la intermedia (94%).

GRAFICO 2. MOTILIDAD INDIVIDUAL POR RAZA.
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Tal como se observa en el Grafico 3 la motilidad masal estuvo estrechamente
relacionada con la motilidad individual, a mayor motilidad masal, mayor

motilidad individual.

GRAFICO 3. RELACION ENTRE LA MOTILIDAD MASAL Y LA MOTILIDAD
INDIVIDUAL.
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4. Concentracion espermatica. (CE)

La CE promedio fue de 252.6x10%ccy aunque no se encontré diferencia
significativa (P> 0.05)entre las razas, se observé una tendencia en machos
Katahdina presentar mayores CE(372.0x10%cc) seguido de los F; (246.3 x
10%cc), los Pelibuey (240.0 x 10%cc) y los Dorper (218.0 x 10%cc), tal como

se observa en el Gréafico 4.

71



Estos valores son similares a los reportados por De Ledn et al. (2010), que
fueron de 215.2x 10°, pero inferiores a los obtenidos por Cérdova-lzquierdo
et al. (2006), quien obtuvo concentraciones espermaticas de 206.4 x10%/cccon

vaginaartificial y 176.02x10° recogidas directamente de la vagina.

CUADRO V. ANALISIS DE VARIANZA PARA LA VARIABLE CONCENTRACION
ESPERMATICA ENTRE RAZAS.

1684106.667 561368.889

R-cuadrado: 0.091397 Coef. Var.; 65.66178 Conc Media: 2544.00

Figura 24. Colocacion de la gota de semen en la microcubeta del fotometro
Sperma-Cue para la determinacion de la C.E.
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Figura25 Lectura de la concentracion espermatica en el fotbmetro Sperma-
Cue.

Por otra parte, no se observé ninguna relacién entre las variables motilidad
masal (Gréafico 4) e individual y concentracién espermatica por G.R. (Graficos5
y 6), lo cual nos indica que, para este ensayo, la concentracion es una
variable independiente de la motilidad masal y la motilidad individual. Esta
situacion tendria su explicacion en que para la determinacion de la C.E se
incluyen vivos y muertos y para la determinacion de los porcentajes de
motilidad solo se consideran los espermatozoides viables (vivos), o que al
final reduce la concentracion espermatica viable (CEV) que es la que se utiliza
para determinar la tasa de dilucién y la concentracion final en la pajuela de

semen.
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GRAFICO 4.CONCENTRACION ESPERMATICA OBSERVADA POR RAZA.
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GRAFICO 6.RELACION ENTRE MOTILIDAD INDIVIDUAL Y CONCENTRACION
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5. Viabilidad espermatica (Prueba de vivos y muertos)

Esta prueba se realizo utilizando la metodologia propuesta por Montes
(2007), la cual se realiza con la tincién eosina/nigrosina. Los resultados
indicaron una viabilidad espermética (vivos) promedio de 56%, lo que esta
muy por debajo de lo sefialado por Pérez y Pérez (1999) quien sefiala que el
porcentaje de vivos, para un semen que se va a congelar, debe ser superior al
75%. Este bajo porcentaje de espermatozoides viables corrobora los
resultados que indican que no hay una relacion entre concentracion

espermatica y los porcentajes de motilidad.
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En trabajos similares realizados porDe Ledn et al. (2010) y Cérdova-
Izquierdoet al. (2006), tampoco se alcanzaron porcentajes de viabilidad
espermatica superiores al 75% en sus estudios. De Ledn et al. (2010)
reportan promedio de 67.0%, mientras que Cordova-lzquierdo et al. (2006),

encontraron que la misma fue de 68.5%.

Estealto porcentaje de espermatozoides muertos, pudiera estar asociado a la
fagocitosis, producto de la poca actividad sexual que tenian estos machos,

pues al momento del estudio, se encontraban en periodo de descanso.

MUERTOS

VIVOS

Figura 26. Observacion de la viabilidad espermética (vivos y muertos) en el
microscopio con aumento de 100x.
Foto: R. De Le6n
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6. Patologias
Los resultados de la evaluacion de las patologias indicaron que estas no

superaron el 8% en todas las muestras de los eyaculados.

7. Calculo de la concentracion espermatica viable. (CEV)

Para determinar la tasa de dilucién se utilizo la siguiente formula:

CEV= Vol. (cc) x Motil (%) x Conc (x10%cc) x % esper. No
patolog./ 100

Remplazando los valores en la formula;
CEV=1.22 x0.874% x 2,526x10°% 0.92

CEV=2,477.95 x 10°.

8. Tasa de dilucion.

La tasa de dilucién se estimo con la siguiente formula:

Volumen de diluyente = (C.E.V.) (0.5)/30

Remplazando los valores tenemos;
Volumen de diluyente = (2,477. 95 x 10°.) (0.5cc)/30 x10°

Volumen de diluyente = 41.30cc
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Esto nos indica que en promedio debiamos afnadir 41.30 cc de diluyente al
eyaculado. Esta cantidad de diluyente debe restarse al que se le agrego al

inicio cuando el eyaculado se diluyo en proporcion de 1:1.

Con esta cantidad final de diluyente, se podrian producir ~ 83 dosis/eyaculado
en pajuelas de 0.5cc, con una concentracion de 30 x 10%cc que es lo

recomendado para inseminaciones intrauterinas.

9. Efecto del diluyente sobre la motilidad masal a diferentes periodos de

tiempo (24; 48; 72y 96 horas)

El analisis estadisticono mostré diferencias significativas (P> 0.05) para las
variables tratamiento (Trat.) y grupo racial (G.R.) lo que nos indica las

independencias de estas variables en este estudio. (Cuadro VI.)

Para la interaccion Trat.*G.R. el analisis estadistico mostr6 diferencias
altamente significativas (P<0.001), al igualque para el anidamiento Tiempo
(Trat.), pero no para el anidamiento Periodo (Trat.*Tiempo) (Ver Cuadro 6 de

ANOVA).

El coeficiente de variacion (CV) (16.78), aunque un poco alto, se encuentra
dentro de los limites permisibles que es de 15%, lo que también nos indica la

poca variabilidad que hubo en este ensayo
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La motilidad masal promedio fue de 63.23%, siendo mayor en el T, (65.10%

+10.38) que en el T1(45.25% +15.26) para todos los periodos. (Ver Grafico 7)

CUADRO VI. ANALISIS DE VARIANZA PARA LA VARIABLE MOTILIDAD

MASAL.
FUENTEDE  O°00%° oo yiss oELA L PR
LIBERTAD MEDIA
Tratamiento (Trat.) 1 1.78634698 @ 1.78634698 2.72 0.1974
Grupo Racial (GR) 3 1.95738005 | 0.65246002 0.99 0.5017
Trat.*Gr 3 1.96772100 A 0.65590700 8.30 <.0001
Tiempo(Trat.) 6 2.40335595 @ 0.40055933 5.07 .0001
Periodo(Trat.*Tiempo) 8 0.29483631 @ 0.03685454 0.47 0.8778

R-cuadrado:0.437000 Coef. Var.; 16.78577 M.Masal Media: 1.674350

Los valores promedios para motilidad masal post incubacién, encontrados en
este estudio, son superiores a los que se reportan en otros trabajos de
investigacion (Martinez et al. (2007) (62.8%), Martinez et al. (2009) (53.56%)
y De Leo6n et al. (2010)(49.9% % 19%) en donde se evalud el efecto del
diluyente sobre pardmetros seminales utilizando la misma metodologia, sobre
todo para los periodos de 48 y 72hrs las medias de motilidad masal fueron
muy superiores en nuestro ensayo, que los reportados por estos mismos

autores, lo cual podria deberse a que ninguno de estos autores incluyé un

crio-protector en sus tratamientos.
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Igualmente, nuestros valores para motilidad masal, son superiores a los
reportados porCortes et al. (s.f.) quien indican que utilizando un diluyente a
base de leche descremada y Triladyl se logran porcentajes de motilidad masal

de 56.6 y 52.5% respectivamente.

En todos los periodos de evaluacion, el T, resulto ser el mejor, lo cual podria
confirmar lo beneficioso de agregar un crio-protector no penetrante al
diluyente ya que el mismo favorece la protecciéon del espermatozoide al

proceso de refrigeracion.(Ver Grafico 7.)

GRAFICO 7.MOTILIDAD MASAL POR TRATAMIENTO POR PERIODO.
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Al analizar el efecto del tratamiento aplicado a los grupos raciales sobre la

motilidad masal, se pudo observar que el T, tuvo un mejor efecto sobre la
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motilidad que el T4, observandose porcentajes de motilidad superiores al 60%,

mientras que en el T, la misma solo fue de 45.2% (ver Grafico)

GRAFICA 8. EFECTO DE LOS TRATAMIENTOS APLICADOS A LOS GRUPOS
RACIALES SOBRE LA MOTILIDAD MASAL
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MOTILIDAD MASAL
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‘ A Pelibuey Dorper
A .
Katahdin i
B B B Pelibuey
GRUPO RACIAL POR TRATAMIENTO B

Los mejores porcentajes de motilidad se observaron en el grupo racial F;
cuando se les aplicé el T;, mientras que el T, presentd los mejores valores de
motilidad en el grupo Pelibuey. Aunque no hay una explicacion para este
comportamiento, es importante sefialar que en ambos grupos raciales el
comun denominador es la raza Pelibuey, que esta mas adaptada a las
condiciones de estrés calorico que predomina en la zona que las otras razas
utilizadas en el ensayo, lo que concuerda con lo sefalado por El-Darawany

(1999) quien encontro bajos porcentajes de motilidad bajo condiciones estrés
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calorico, asociados a una baja concentracion espermatica en razas nho

adaptadas.

Cuando se analiza el comportamiento de la motilidad masal por periodos de
evaluacion (Gréafico 9), se observa un comportamiento similar para todos los
grupos raciales; la motilidad, disminuye a medida que transcurren las horas, lo
cual se explica ya que a medida que transcurren los periodos de evaluacion,
los espermatozoides van muriendo, afectando la motilidad masal,
observandose que, a las 96horas de evaluacion, los mejores porcentajes de
motilidad se observaron en los grupos raciales F1y Pelibuey, grupos estos que

estan mas adaptados al estrés calérico de la zona.

GRAFICA 9. COMPORTAMIENTO DE LA MOTILIDAD MASAL POR GRUPO
RACIAL POR PERIODO Y TIEMPO DE EVALUACION.
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10. Efecto del diluyente sobre motilidad individual a diferentes

periodos de tiempo

El analisis de varianza, al igual que para la motilidad masal, no mostro
diferencias significativas (P> 0.05) para las variables Trat. y G.Rtratamiento, lo

gue confirma nuevamente la independencia de estas variables.

La interaccion Trat*GR y el anidamiento Periodo (Trat) resultaron altamente
significativos (P< 0.001) pero la interaccion Periodo (Trat*Tiempo) no fue

significativa.

El promedio para motilidad individual fue de 65.70%, observandose la mejor
motilidad individual en el T, (67.9% £ 10.35) que en el T; (49.10% + 16.20),
gue son superiores a los reportados por De Ledén y col. (2010) (45.18% =*
22.02) y concuerdan con lo reportado por Sanchez y Tsutsui (2002) quienes
al evaluar dos diluyentes para preservacion refrigerada de espermatozoides,
encontraron que la motilidad progresiva (individual) era superior al 50% a las
72hrs. También son valores superiores a los promedios encontrados por Gil y
Olivera (2004) quienes reportan motilidad individual subjetiva en semen

refrigerado a 5°C de 64.2 y 56.7% para las 48 y 72hrs respectivamente.
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CUADRO 7. ANALISIS DE VARIANZA PARA LA VARIABLE MOTILIDAD
INDIVIDUAL.

2.10276837 | 2.10276837 2.05 0.2427
3 3.91661231 | 1.30553744 1.28 0.4231
3 3.07077437 | 1.02359146 14.20 @ <.0001
6 2.26177496 | 0.37696249 5.23 <.0001
8 0.19760819 | 0.02470102 0.34 0.9477

R-cuadrado: 0.550932 Coef. Var.; 15.90262 M.Indiv. Media: 1.688222

Los valores de motilidad individual disminuyeron a medida que el tiempo
transcurrio, coincidiendo este comportamiento con lo reportado por De Le6n

et al (2010) y Martinez et al (2007 y 2009). (Grafico 10) y, en todos los

periodos, los valores para el T, fueron superiores a los del T;.

GRAFICO 10. MOTILIDAD INDIVIDUAL POR TRATAMIENTO POR PERIODO.
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Cuando se analiza el comportamiento de la motilidad individual por grupo
racial/periodo/tiempo (Grafico 11), observamos un comportamiento similar al
de la motilidad masal: a medida que transcurren los periodos, la motilidad
individual disminuye debido a la mortalidad de los espermatozoides que no

soportan el periodo de conservacion en refrigeracion.

GRAFICA 11. COMPORTAMIENTO DE LA MOTILIDAD INDIVIDUAL POR
GRUPO RACIAL POR PERIODO Y TIEMPO DE EVALUACION.
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11. Viabilidad espermatica a diferentes periodos de tiempo (0; 24; 48; 72

y 96 horas)

Para la viabilidad espermatica no se encontraron diferencias significativas
(P>0.05) entre tratamientos, entre los grupos raciales ni para la anidamiento
Periodo(Trat), sin embargo para la interaccion Trat*GR si se encontro
diferencias altamente significativas (P< 0.001), lo que nos indica una alta

dependencia del tratamiento sobre el grupo racial.

CUADRO 8. ANALISIS DE VARIANZA PARA VIABILIDAD ESPERMATICA POR

PERIODO.
FUENTEDE  O%00%% g s Coeta - P pRoF
LIBERTAD MEDIA
Tratamiento (Trat.) 1 0.75025563 0.75025563 1.01 0.3899
Grupo Racial (GR) 3 1.62720347 | 0.54240116 0.73 0.6002
Trat.*Gr 3 2.23846943 @ 0.74615648 14.20 <.0001
Periodo(Trat.) 6 0.62526815 | 0.10421136 5.23 0.2132

Los valores promedios para la viabilidad espermatica fueron 53.8%, 50.6%,
45.0% y 39.3, parael T1y 62.1%, 56.2%, 50.8% y 45.4% para el T, a las 24,
48, 72 y 96hrs respectivamente. Estos valores, al compararlos con los

obtenidos por De Lebn y col (2010), para los mismos periodos, son mas
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bajos para las 24 y 48hrs (79.4% y 58.5% respectivamente), pero superiores

paralas 72 y 96hrs (37.5% y 32.1%).

Cuando comparamos estos mismos valores con los reportados por Martinez
et al. (2007), se observa que para las 24, 48 y 72hrs son inferiores (78, 68 y
60% respectivamente), pero superiores a los encontrados a las 96hrs que solo
fue de un 35% de vivos. Con respecto a los valores de espermatozoides vivos
reportados por Martinez et al. (2009), se observa que todos los porcentajes

de espermatozoides vivos son inferiores. (Ver Gréafico 12).

GRAFICA12. COMPARACION DE ESPERMIOS VIVOS POR PERIODO CON
OTROS AUTORES.
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Durante el periodo de evaluacion, se pudo observar que la proporcion de
espermatozoides con la integridad de la membrana intacta (vivos) fue
decreciendo con el tiempo, presentando este parametro igual comportamiento
gue motilidad masal e individual. Estos resultados coinciden con losefialado

por Gil y Olivera (2004) (Ver Grafico 13).

Para este estudio se le dio importancia a los periodos de evaluacion y a los
tiempos de evaluacion ya que nuestro objetivo era determinar la posibilidad de
crio-conservar semen ovino en refrigeracion por periodos largos de tiempo.
Los resultados de las evaluaciones de viabilidad y motilidad, que son los
aspectos que determinan la capacidad de fecundacion del semen, demuestran
gue en todos los periodos y tiempos de evaluacion, se mantuvieron
porcentajes aceptables que garantizan que el semen refrigerado a 4° C puede

provocar gestaciones en hembras con celo.

Tal como se observa en el Grafico 13, el porcentaje mas bajo de
espermatozoides con integridad acrosémica al final del periodo de evaluacién
(96hr) fue de 45.4%, lo que indica que habian vivos aproximadamente 13.620

x10° espermatozoides/cc, que son mas que suficiente para lograr una prefiez.
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GRAFICA 13.  VIABILIDAD ESPERMATICA (VIVOS) POR PERIODO.
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En este estudio, al realizar la prueba de hipétesis se observa que el efecto del
tratamiento es altamente significativo (P<0.001), lo que nos indica que el tipo

de diluyentes tiene efectos sobre la motilidad masal y la individual.

CUADRO 9. PRUEBA DE HIPOTESIS PARA LA MOTILIDAD MASAL

1.78634698 1.78634698 <.0037**

CUADRQO 10. PRUEBA DE HIPOTESIS PARA LA MOTILIDAD INDIVIDUAL.

2.10276837 2.10276837 <.0022**
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CONCLUSIONES

Con base a los resultados de este estudio concluimos lo siguiente;

© Se rechazan las hipétesis nulas planteadas para este estudio y se
aceptan las alternativas que plantean que si hay un efecto del diluyente
sobre los indicadores de viabilidad espermatica y que al menos un

diluyente es util para la conservacion del semen ovino refrigerado.

© Es posible conservar semen refrigerado a 4°C hasta por 96hrs con

capacidad fecundante utilizando el diluyente TWO STEP®.

© Para periodos cortos de conservacion en refrigeracion (hasta 24hrs) se
puede utilizar el diluyente ODT ya que nos brinda buenas
caracteristicas de viabilidad como lo es motilidad masal e individual y
porcentaje de viabilidad espermética (vivos), ademas, es de mas bajo

costo que el comercial.

& La adicién de un crio-protector no penetrante pudiera estar asociada a

una mayor viabilidad espermatica para periodos de mas de 24 horas.
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RECOMENDACIONES.

Con los resultados obtenidos en este estudio, surgen nuevas interrogantes
sobre todo en el cuanto al beneficio de agregar o no un crio-protector a los
diluyentes para refrigeracion de semen por lo que recomendamos continuar
con este tipo de estudios y evaluar otros aspectos de los diluyentes, no solo
para la crio-conservacion de semen fresco refrigerado, sino para la
congelacion. Los resultados que de alli se obtengan ya contribuirana
masificar la técnica de inseminacion artificial como herramienta de

mejoramiento genético en los hatos ovinos del pais.
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