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RESUMEN

El presente estudio se llevo a cabo en el laboratorio de la Estacion Experimental
Choquenaira perteneciente a la Facultad de Agronomia UMSA, con el objetivo de
evaluar tres dilutores comerciales Optixcell, Steridyl y Andromed en el procesamiento
de congelacién de semen de ovino (Ovis aries), y su influencia sobre las caracteristicas
macro y microscopicas con respecto a la edad, y la respuesta sobre la motilidad
espermatica del semen ovino post-descongelacién para su criopreservacion. Se
utilizaron dos reproductores de la raza Corriedale de edades 1,5y 3,5 afios. Se evaluo
las caracteristicas seminales de 5 eyaculados de cada carnero. Los resultados indican
gue las caracteristicas macroscopicas para volumen del eyaculado entre edades no
hubo diferencia significativa (P>0.05) obteniendo un volumen de 1,78 - 1,76 ml. Para
el pH las edades no presentaron diferencias significativas (P>0,05) presentando 6.8 -
6.7 de pH para cada carnero, el color presenté homogeneidad al blanco-cremoso. La
motilidad masal fue de 5 para el carnero de 3.5 afios y 4 para el carnero de 1,5 con un
porcentaje de 85 a 90% muy bueno. La motilidad individual a la dilusion presento una
alta significancia (P<0.01), las edades mostraron significancia (P>0.05) en la motilidad
individual en dilusién con un 86,6% para Optixcell, 85.3% Steridyl y 78,6% para
Andromed. La evaluacion post-descongelacion en la motilidad individual presentarén
diferencias significativas (P<0.05) con motilidades de 66,8% para Optixcell 60,7% para
Steridyl y 53.1% Andromed, sin embargo, los tratamientos no influyeron en las edades
de los carneros (P>0.05). La vitalidad espermética post-descongelado mostro
significancia (P<0.05), espermatozoides vivos para Steridyl 83,8%, Optixcell 83.2% y
Andromed con 76,2%, mas no influyeron en las edades de los carneros (P>0.05). La
evaluacion morfolégica de espermatozoides normales no mostro significancia entre
tratamientos (P>0.05) donde Steridyl alcanzo un 92,2%, Optixcell 90.6% y para
Andromed 88.9%, no influyendo en la edad de los carneros (P>0.05). No se encontré
significancia (P>0.05) en las anormalidades espermaticas Steridyl con 7.8% para
Andromed 8.7% y para Optixcell 9%. La estimacion de costos de producciéon por dosis
seminal determin6 que entre los dilutores usados como tratamientos el mas rentables
con un beneficio/costo de 1.11 Bs es Optixcell.

Palabras claves: Dilutores, criopreservacion, semen, ovino, carnero.
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SUMMARY

The present study was carried out in the laboratory of the Choquenaira Experimental
Station belonging to the Faculty of Agronomy UMSA, with the objective of evaluating
three commercial dilutors Optixcell, Steridyl and Andromed in the freezing processing
of ovine semen (Ovis aries), and their influence on the macro and microscopic
characteristics with respect to age, and the response on sperm motility of post-thawed
ovine semen for cryopreservation. Two Corriedale breeders aged 1.5 and 3.5 years
were used. Seminal characteristics of 5 ejaculates from each ram were evaluated. The
results indicate that the macroscopic characteristics for ejaculate volume between ages
showed no significant difference (P>0.05), obtaining a volume of 1.78 - 1.76 ml. For
pH, the ages did not present significant differences (P>0.05) presenting 6.8 - 6.7 pH for
each ram, the color presented homogeneity to creamy-white. Mass motility was 5 for
the 3.5 year old ram and 4 for the 1.5 year old ram with a percentage of 85 to 90% very
good. Individual motility at dilution showed high significance (P<0.01), ages showed
significance (P>0.05) in individual motility at dilution with 86.6% for Optixcell, 85.3%
Steridyl and 78.6% for Andromed. Post-thaw evaluation of individual motility showed
significant differences (P<0.05) with motilities of 66.8% for Optixcell 60.7% for Steridyl
and 53.1% Andromed, however, treatments did not influence ram ages (P>0.05). Post-
thaw sperm vitality showed significance (P<0.05), live sperm for Steridyl 83.8%,
Optixcell 83.2% and Andromed with 76.2%, but did not influence ram ages (P>0.05).
The morphological evaluation of normal spermatozoa showed no significance between
treatments (P>0.05) where Steridyl reached 92.2%, Optixcell 90.6% and for Andromed
88.9%, not influencing the age of the rams (P>0.05). No significance (P>0.05) was
found in sperm abnormalities Steridyl with 7.8% for Andromed 8.7% and for Optixcell
9%. The estimation of production costs per seminal dose determined that among the
dilutors used as treatments, the most profitable with a benefit/cost of 1.11 Bs was

Optixcell.

Key words: Diluters, cryopreservation, semen, sheep, ram.
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1. INTRODUCCION

En Bolivia, los ovinos son parte importante de los sistemas de produccion ganadera,
en el altiplano, zonas montafiosas altas y en los valles interandinos. La crianza de
ovinos es una actividad comun de la mayoria de las familias rurales del altiplano y
valles, alrededor de 350.900 y 215.000 familias. Se estima que el 83% de los
aproximadamente 8 millones de ovinos en Bolivia ocupa regiones mayores a 3000
msnm, el 12% la region de los valles interandinos a 3000 msnm y el restante 5% se

encuentra en las llanuras bajas de 150 a 1500 msnm. (Delgado y Nogales, 2009).

Existe un alto interés econdmico en el ovino como fuente de carne y leche en el pais,
lo que ha llevado a impulsar el mejoramiento genético del ganado mediante estrategias
de seleccion o cruzamiento con razas de caracteristicas productivas, ademas de
mejorar su alimentacion. En el ganado ovino, la criopreservacion del semen y la
inseminacion artificial (1.A.) son técnicas reproductivas que representan indudables
ventajas, utilizadas para conseguir un rapido progreso genético. Sin embargo, la
inseminacion artificial con semen congelado aun enfrenta desafios debido a la baja
tasa de fertilidad en ovinos y esto puede ser prevenido mediante el uso de un dilutor
adecuado (Aisen et al., 2000).

En este contexto, resulta crucial buscar alternativas para prevenir dafios en los
espermatozoides durante la criopreservacion y asi lograr tasas de fertilidad 6ptimas en
ovejas sometidas a inseminacion artificial. Los dafios causados durante el proceso de
criopreservacion pueden evitarse controlando la velocidad de congelamiento y el uso
de dilutores que posean una capacidad crioprotectora efectiva. El éxito de esta
tecnologia depende tanto de la calidad seminal como de la identificacién del mejor
dilutor con capacidades crioprotectoras durante las etapas de congelacion y

descongelacién en el laboratorio.

Para alcanzar la criopreservacion exitosa del semen, es esencial realizar un
diagnéstico seminal preciso y evaluar cuidadosamente los dilutores con diferentes
componentes. De esta manera, sera posible mantener las caracteristicas deseables
perpetuando la genética de los reproductores seleccionados a través de la

inseminacion artificial (Aisen et al., 2000).



1.1. Antecedentes

Pillajos (2015), en su trabajo de Evaluacion de la viabilidad, motilidad y cambios de
morfologia espermética post-descongelacion de semen ovino de dos razas (Poll dorset
y Corriedale) empleando tres tipos de diluyentes comerciales, cuyo objetivo fue
demostrar la importancia de utilizar crioprotectores (diluyentes) espermaticos para la
crio-conservacion de semen ovino. Obteniendo resultados viables al momento de
realizar el andlisis de post-descongelacion para su respectiva crio-conservacion. Los
resultados estadisticos de este estudio demostraron que, si existieron diferencias
significativas entre tratamientos, al momento de realizar el analisis de post
descongelacion valorando sus variables (viabilidad, motilidad y cambios morfol6gicos
mediante el test de Endosmosis). En este estudio se emplearon tres diluyentes
Andromed, Triladyl y Optixcell, se realizd el analisis macroscopico y microscopico,
también se determind la existencia de cambios morfolégicos de la membrana

plasmatica.

Ramos (2011), indica en su trabajo Efecto de dilutores y dos tiempos de equilibrio en
la criopreservacion de semen ovino (Ovis aries) en la estacién experimental de
Choquenaira que tuvo como objetivo estudiar el efecto de la edad del carnero en las
caracteristicas macro-microscopicas, asi mismo evaluar tres dilutores en dos tiempos
de equilibrio al descongelamiento, sobre la motilidad espermatica del semen ovino,
donde los dilutores tuvieron una influencia significativa en la motilidad progresiva,
durante los procesos de dilucion del semen fresco con 67.67% para T-G-YH, 65.17%
C-YH y 64.50% para Triladyl respectivamente; igualmente, la motilidad espermatica
estuvo influenciada significativamente por los tiempos de equilibrio con 68.22% para 4
horas y 63.33% para 8 horas. Las diferencias entre edades de los carneros, no
influyeron en la motilidad espermatica del semen post-descongelado, en cambio, los
dilutores presentaron diferencias significativas con motilidades de 51.17% para T-G-
YH, 44.17% para Triladyl y 40.83% para C-Y; asimismo se obtuvo diferencias
significativas para tiempos de equilibrio, con motilidades de 47.22% para 4 horas y
43.56% para 8 horas.



1.2. Planteamiento del problema

El desarrollo biotecnolégico reproductivo ovino en Bolivia, no se ha difundido ni
desarrollado debido a varios factores. Uno de ellos es la falta de capacitacion de
profesionales en el area, lo que ha impedido la implementaciéon de programas de
Inseminaciéon Artificial a Tiempo Fijo (I.A.T.F) por parte de empresas privadas o
publicas. En consecuencia, el semen de ovino no se comercializa como en otras
especies, mas claro ejemplo el bovino. Como resultado, no existen dilutores
establecidos en el pais para la crio-conservaciéon de semen de ovino que sean
altamente confiables, lo que representa una gran debilidad para el desarrollo integral

de este tipo de explotacion.

1.3. Justificacién

La presente investigacion tiene como justificaciéon la posibilidad de identificar entre tres
dilutores comerciales la que mejor capacidad de criopreservacion posee durante los
procesos de congelacion y descongelacion de semen de ovino. Para ello se procedera
a realizar el analisis post descongelacion, donde se evaluara la motilidad, vitalidad y
morfologia espermatica del semen que sera criopreservado, con el fin de poder
obtener datos para poder establecer un banco de semen y potencializar el
mejoramiento genético de los hatos ovinos, incentivando asi a los ganaderos ovinos al

uso de la biotecnologia en esta especie.



2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo general

e Evaluar tres dilutores comerciales Optixcell, Andromed y Steridyl sobre
el procesamiento de semen de ovinos Corriedale (Ovis aries) en la

Estacion Experimental de Choquenaira.

2.2. Objetivos especificos

e Comparar el efecto de la edad del carnero en las caracteristicas
macroscopicas y microscopicas del semen fresco de ovino.

e Evaluar el efecto de los dilutores comerciales Optixcell, Andromed y
Steridyl sobre la motilidad individual en etapa de dilusion y de post
descongelacion en semen de ovino.

e Evaluar la vitalidad y morfologia espermatica de tres dilutores
comerciales en la etapa de post descongelacion del semen de ovino, en
relacion a la edad.

e Realizar una estimacién de beneficio/costo por pajuela de semen de

ovino congelado.



3. REVISION BIBLIOGRAFICA
3.1. Generalidades de ovinos

Los ovinos son mamiferos herbivoros que pertenece a un Unico género (Ovis) y se
encuentra en estado salvaje o domesticado. Son animales del Orden Artiodactilos (con
extremidades acabadas en pezufias con dedos pares) y de la Clase Rumiantes. Se
caracterizan por carecer de incisivos superiores, rumiar el alimento y tener un

estémago formado por cuatro camaras (Mujica, 2005).

Algunas razas tienen cuernos no ramificados permanentes (no se mudan); los del
macho suelen ser robustos, curvados y en espiral, mientras que los de la hembra son
cortos y menos curvados. La alzada promedio es de 70 cm y el peso oscila entre 45y
80 kg (Mujica, 2005). Suelen ser de temperamento ddcil y con un marcado instinto
gregario, en su mayoria de reproduccion estacional y por lo general tiene una o dos

crias por parto (Erzu, 2003).

Reino Phylum Sub — phylum Clase Sub - clase
Animal Cordados Vertebrados Mamiferos Ungulados
| |
Orden Sub - orden Familia Sub - familia Genero Especie
Bévinae Bos taurus
Artiodactilos || Rumiantes | Bévidae |7 Caprinae Capra hicus

\\ Ovis aries

Figura 1. Clasificacién taxonémica de los ovinos (ascendencia del género Ovis).
Fuente: Erzu (2003)

Los ovinos domésticos han desempefiado un papel muy importante para la especie
humana que ha aprovechado su cuero y su lana para confeccionar prendas de vestir;
la carne, para alimentarse; y su leche, para el consumo directo y la produccion de
gueso, que constituyen igualmente una fuente importante de alimentacion para el
humano (Mujica, 2005).



3.2. Raza Corriedale

La raza Corriedale desarrollada en Nueva Zelanda a fines del siglo XVIII, a travées de
la cruza de carneros Lincoln y, en menor grado, carneros Leicester, con hembras
Merino. Por consanguinidad y cuidadosa seleccidn se estabilizd un tipo uniforme, con
rendimiento equilibrado de carne y lana. El nombre lo recibié del establecimiento
Corriedale en Otago, Nueva Zelanda, donde se realiz6 el cruzamiento experimental,
primeramente, por el criador James Little, distribuida mundialmente, se estima que

ocupa el segundo lugar en existencia, luego de la raza Merino (Mujica, 2005).

Es una raza predominante, se cria de preferencia en la zona austral adaptandose muy
bien al clima frio y alimentacién de baja calidad. Corresponde a una raza de grosor
medio, con corderos precoces y capones de peso medio. acepta muy bien la
explotacion extensiva. Son buenos para la cria extensiva y su capacidad de adaptacion

hace que también puedan ser criados en la zona central. (Gonzalez y Tapia, 2017).

Al ser una raza sintética de doble propésito, su tamafio puede variar de mediano a
grande, sin cuernos y con una buena calidad de carcasa; Posee mucosas visibles la
cara, orejas y patas estan cubiertas de vellon blanco semi compacto, mecha cuadrada.
Se las prefiere con la cara descubierta, porque se ha demostrado que los animales de
cara destapada presentan mejores tasas de crecimiento y de fertilidad (Mujica, 2005).
El peso adulto de un carnero fluctia entre 80 y 130 kg, presentando las hembras un

peso promedio mucho menory que varia entre los 60 y 80 kg (Gonzalez y Tapia, 2017).

3.3. Aspectos generales reproductivos del carnero

Los ovinos al ser poliestruales son capaces de captar los cambios en los fotoperiodos,
a través de la retina donde la sefial fotonica se transforma en sefial nerviosa y esta se
transforma en una sefial hormonal: la hormona melatonina. El sistema de horas luz, se
expresa como cambios en la secrecidn de esta hormona, encontrandose los niveles
mas altos durante el periodo de oscuridad y los mas bajos en las horas de luz. La
melatonina es el punto final del trayecto neural que se inicia en la retina, y es a su vez,
el punto de trayecto hormonal que determina la modificacion de la pulsatilidad de la

GnRH y por lo tanto las hormonas que regulan la reproduccion. Cuando se aplica un
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fotoperiodo constante en carneros se observan cambios ciclicos en las
concentraciones de las hormonas reproductivas y del volumen testicular (Perez-

Clariget y Almeraya, 2008).

3.3.1. Caracteristicas reproductivas del carnero

Segun Perez-Clariget y Almeraya (2008), la pubertad del macho se define como la
edad en la que ocurren cambios visibles relacionados con la reproduccion y el
desarrollo sexual. Estos cambios incluyen la pérdida de la adherencia prepucial,
permitiendo el desplazamiento del pene y los procesos asociados con el crecimiento
testicular y la produccion de espermatozoides. La espermatogénesis si bien puede
variar entre razas, se produce entre los 2 y 3 meses de edad independientemente de
la época del nacimiento. Sin embargo, la aparicion de los espermatozoides en el
eyaculado se demora, hasta los 6 meses. La calidad del porcentaje de
espermatozoides morfolégicamente normales es muy baja inicialmente y progresa

paulatinamente con la edad (Perez-Clariget y Almeraya, 2008).

La primera cOpula con eyaculacion de espermatozoides viables en los carneros
generalmente ocurre entre los 4 y 6 meses de edad, momento en el que alcanzan un
40 a 60 % del peso del animal adulto. Al igual que en el bovino y caprino, la madurez
sexual se correlaciona mejor con el peso corporal que con la edad. Sin embargo, la
produccion de semen de un carnero adulto no se alcanza hasta que los testiculos

pesen alrededor de 100 g (Garner y Hafez, 2000).

3.3.2. Factores que influyen en la produccién de espermatozoides
3.3.2.1. Edad

En el carnero, la pubertad se asocia a un notable incremento en la secrecién de
testosterona, la espermatogénesis y conducta de apareamiento. El tamafio testicular
aumenta cuando los corderos tienen 8 a 10 semanas de edad y peso corporal de 16 a
20 kg. Esto coincide con la aparicion de espermatocitos primarios y el crecimiento de

los tabulos seminiferos (Jainudeen y Wahid, 2000).



Un animal joven no tendra las mismas caracteristicas fisicas, seminales y
conductuales que un animal adulto. Los ovinos alcanzan la pubertad aproximadamente
a los 6-7 meses de edad, con un peso entre 25y 35 kg, a esa edad pueden presentar
eyaculados con poca concentracion y un alto porcentaje de anomalias espermaticas.
La diferencia entre la CE entre los animales jovenes y adultos se puede explicar en
parte a la diferencia en la talla y el peso corporal entre los animales. Diversos
investigadores han demostrado que el peso de los animales esta correlacionado
positivamente con la CE A mayor peso corporal, mayor CE (Aké-Villanueva et al.,
2017).

3.3.2.2. Tamaiio de los testiculos

El tamafio testicular se incrementa notablemente desde la aparicién de los primeros
espermatozoides hasta alcanzar la madures sexual durante tal periodo los testiculos
duplican su tamafio. La velocidad del crecimiento testicular durante y posterior a la
pubertad es mayor que el crecimiento corporal. El crecimiento testicular se acompafa
con un incremento del volumen y la concentracidn espermatica, aunque existen
variaciones condicionadas por la alimentacién y por la estacién del afio en la que nacen

los corderos (Galina y Valencia, 2008).

Aisen (2004), indica que con la ayuda de una cinta métrica se puede determinar el
perimetro que presenta el escroto (y su contenido) en su diametro horizontal. Su
medicion permite inferir el volumen testicular y asi la produccién de espermatozoides.
En machos de la raza Merino presenta una correlacion 0.68 - 0.78 con el fotoperiodo.
En machos Corridale se correlaciona significativamente con el didmetro de los tibulos
seminiferos, pero no se observa relacion con la conducta sexual ni con la secrecion de

testosterona.

3.3.2.3. Raza

En los ovinos pueden existir variaciones importantes debido al tipo racial de los
animales, investigaciones reportan que la circunferencia escrotal es menor en machos
Pelibuey, que | en razas lanares como la Suffolk, Rambouillet y Dorset (Aké-Villanueva
et al., 2017).



El carnero reproductor es parte fundamental del proceso reproductivo y entre razas
presentan diferencias en cuanto a sus caracteristicas seminales, las mismas que
deben conocerse adecuadamente para decidir la mejor utilizacién ya sea en fresco,

refrigeracion o congelamiento (Condori y Kantuta, 2021).

3.3.2.4. Estacion reproductiva

La estacion reproductiva de los carneros esté controlada por el fotoperiodo las razas
de zonas frias y templadas son estrictamente fotoperiddicas, la estacion sexual de los
carneros abarca de principios del otofio a finales del invierno, la estacionalidad
reproductiva esta dada principalmente por la duracidon del fotoperiodo; en regiones
cercanas al ecuador, las variaciones en el fotoperiodo son menores, por lo que la raza,
las condiciones ambientales (lluvias, temperatura, humedad) y la disponibilidad de
alimento son los principales factores que determinan la actividad sexual de las razas
(Aké-Villanueva et al., 2017).

Segun Perez-Clariget y Almeraya (2008), en el carnero las variaciones estacionales
de la actividad reproductiva no son tan marcadas como de la oveja. En estudios
publicados sobre el tema indican que la produccion espermatica se mantiene a lo largo
del afio dependiendo de la raza y el lugar donde se encuentren los animales. la
capacidad reproductiva de los carneros y el tamafo testicular, lo que puede
condicionar los programas de reproducciéon fuera de estacién y de producciéon de

semen congelado.

En el macho, el fotoperiodo regula la pulsatilidad de la GnRH y la LH, la secrecion de
la FSH, la respuesta de la adenohipodfisis a la GNRH vy la respuesta testicular de las
células de Leydig a la LH, por lo tanto, es responsable del volumen testicular y la
secrecion de testosterona. a nivel testicular se producen cambios que explican las
variaciones en el volumen de los testiculos tales como en el tamafio de los tibulos
seminiferos y cambios sobre las células de Sertoli. Existen importantes aspectos del
mecanismo por el cual las horas luz regulan la estacionalidad reproductiva (Perez-

Clariget y Almeraya, 2008).



3.3.2.5. Nutricién

Los carneros mejor alimentados presentan una mejor eficiencia testicular produciendo
mas espermatozoides por gramo de testiculo, por lo que es una medida de manejo
para lograr el mejor uso de los carneros. Las sefiales nutricionales y metabdlicas que
influyen en el crecimiento testicular no son bien conocidas, desde hace tiempo se sabe
gue, para lograr un desarrollo pleno de los testiculos, se requiere un balance apropiado
entre el nivel de energia y de proteina de la dieta. Sin embargo, el crecimiento testicular
parece ser mas dependiente de la energia metabolizable que del contenido en proteina
cruda de la dieta (Galina y Valencia, 2008).

3.3.2.6. Sanidad

Todas las enfermedades febriles, en funcion del aumento de la temperatura, alteran
visiblemente la espermatogénesis y en casos extremos (aftosa, por ejemplo) pueden
provocar la esterilidad. Las parasitosis externas y/o internas, segun sea la cantidad de

ellas, también influyen negativamente (Duran del Campo, 1993).

Se debe hacer un estudio detallado del aparato genital del macho debido a las lesiones
testiculares que puedan producirse esto incluye la inspeccion de la bolsa escrotal y la
palpacion de los testiculos evaluando (la forma, tamafio, posicion, consistencia,
simetria, movilidad, sensibilidad y tono) junto a una evaluacién mas profunda de los
(epididimos, corddn espermatico, ganglios linfaticos regionales, la inspeccién y
palpacion del pene, etc.) Las lesiones testiculares mas graves y frecuentes como. La
Epididimitis, orquitis, orquioepididimitis y atrofia degenerativa seminal son afecciones
en su mayoria son como consecuencia de infecciones por diversos patdgenos luego
de un trauma, en carneros las epididimitis son relativamente mas frecuentes y pueden
producir subfertilidad o infertilidad lo que conlleva negativamente sobre la calidad del
semen (Delgadillo, 2004).

3.4. Aparato reproductor del carnero

El aparato genital del macho est4 constituido por los testiculos, epididimos, las

glandulas accesorias, un sistema de conductos y el pene.
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3.4.1. Testiculo, escroto y epididimo

Delgadillo (2004), indica que, la funcion principal de los testiculos es la produccion de
espermatozoides y andrégenos. Estos descienden durante la vida fetal a un diverticulo
del abdomen llamado escroto. En la especie ovina es pendular, la piel es delgada y
elastica presenta lana y esta provista de glandulas sudoriparas y sebaceas adheridas
a la cara interna de la piel se encuentra el dartos. Estructura muscular que da origen
al tabique escrotal, el cual divide al escroto en dos bolsas cada una de las cuales
contiene un testiculo. La tunica vaginal envuelve las génadas y epididimos, ademas
de alojar y proteger los testiculos, El escroto permite mantenerlos entre 4 — 7 °C por

debajo de la temperatura corporal lo que es indispensable para la espermatogénesis.

3.4.2. El epididimo

Es un drgano tubular adherido al testiculo y se divide en cabeza, cuerpo y cola, La
maduracion de los espermatozoides, la adquisicion de la motilidad y la capacidad de
fertilizacion, se efectia en la cabeza y el cuerpo mientras que en la cola se almacena

las células maduras (Delgadillo, 2004).

3.4.3. Conductos deferentes y glandulas anexas

Los conductos deferentes transportan los espermatozoides desde la cola del epididimo
hasta la porcién pelviana de la uretra. El conjunto de las glandulas anexas produce
secreciones que contribuyen a la formacion de plasma seminal liquido que transporta

espermatozoides (Delgadillo, 2004).

3.4.4. Peney prepucio

De acuerdo con Delgadillo (2004), el pene es el érgano copulatorio. En su parte central
se encuentra la uretra por el cual es evacuado el semen y la orina. Durante la
excitacion sexual del animal. El pene se vuelve rigido debido a la afluencia sanguinea

al cuerpo cavernoso, que es parte eréctil de este érgano (Jainudeen et.al., 2000).

El pene tiene una flexura sigmoidea que le permite extenderse durante a copula. Y su
extremo libre termina en una porcion de tejido esponjoso que rodea a la uretra se

expande. Este bulbo esta cubierto por el musculo bulboesponjoso estriado. El cuerpo
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cavernoso se origina en el arco isquiatico. La tunica albuginea una tunica gruesa
envuelve los cuerpos cavernosos. En el carnero los espacios vacios del cuerpo
cavernoso del pene son pequefios, excepto en las raices y en el doble distal de la
curvatura sigmoidea ( Jainudeen et.al., 2000). El prepucio es una invaginacién de la
piel que contiene y cubre la porcién libre del pene cuando no en ereccion. El orificio

del prepucio es controlado por el musculo craneal.

PROSTATA ‘ oo RECTO
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COLA DEL EFIDIDINO™

Figura 2. Aparato reproductor del carnero
Fuente: Boletin INIA N° 16 (Latorre, et al., 2000).

3.5. El espermatozoide

Los espermatozoides son gametos masculinos que se producen en los tubulos
seminiferos de los testiculos. El espermatozoide es una célula altamente especializada
gue ha evolucionado para cumplir una funcién biolégica compleja, fecundar al oocito,
se trata de una célula haploide producto final de la gametogénesis en el macho,
portadora de la informacion genética paterna, las células germinales masculinas

reducen el numero diploide de cromosomas al comenzar la pubertad, manteniendo los
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procesos de division y diferenciacion de forma ciclica durante toda la vida. La
reduccion del numero de cromosomas a la mitad necesaria para que tras la
fecundacion se origine un cigoto diploide, pero ademés durante la meiosis se produce
de entrecruzamiento cromosOmico y en consecuencia el intercambio genético lo

supone un incremento en la diversidad genética (Castillo, 2012).

3.5.1. Células espermaticas

Los espermatozoides maduros son células alargadas consistentes en una cabeza
aplanada portadora del nacleo que contiene el aparato necesario para la motilidad
celular. ElI espermatozoide entero esta cubierto por el plasmolema o membrana
plasmatica. El acrosoma, o casquete acrosdmico, es una estructura de doble pared
situada entre la membrana plasmética y la porcion anterior de la cabeza del
espermatozoide. Un cuello une la cabeza del espermatozoide con una cola (flagelo) la
cual a su vez se subdivide en los segmentos medio, principal y caudal o terminal
(Garner y Hafez, 2000).

3.5.2. Estructura del espermatozoide
3.5.2.1. Cabeza.

La cabeza esta constituida esencialmente por el nucleo, recubierto en su parte anterior
por el acrosoma, ElI ndcleo se halla formado preferentemente por
desoxirribonucleoproteinas y la informacion genética que lleva el esperma se
encuentra codificada en las moléculas de &cido desoxirribonucleico formadas por
nucleotidos conteniendo cada uno una molécula de &acido fosforico, una molécula de
azucar y una molécula de base purica o pirimidica. Entre las numerosas cualidades
hereditarias vehiculadas por el nucleo figura la de determinacion de sexo (Derivaux y
Gomez, 1976).

La cabeza de los espermatozoides de los mamiferos presenta variaciones importantes
en su forma entre las diferentes especies. Asi es ovoide y plana en el morueco
(carneros) al igual que en el macho cabrio, toro, o verraco; falciforme en un ratén, rata

y hdmster; y algo aplastada y elipsoide en el hombre. El tamafio de la cabeza también
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difiere de forma considerable entre las diferentes especies (Cummins y Woodall,
1985).

3.5.2.2. Acrosoma.

El extremo anterior del nlcleo espermatico esta cubierto por el acrosoma, un delgado
saco membranoso de doble capa ubicada sobre el nicleo y que se establece durante

las dltimas etapas de la formacion del espermatozoide (Garner y Hafez, 2000).

La zona acrosdmica cubre mas de la tercera parte de la cabeza y la sub acrosomica
gue cubre el resto de la cabeza. La cabeza tiene una longitud de 3 a 8 um y ancho
entre 2 a 4 um. (Avalos et al., 2018).

El acrosoma es una estructura membranosa situada entre el ndcleo y la membrana

plasmatica, adopta la forma de capuchon. Esta envuelto por la membrana acrosémica:

e La porcion adherida a la envoltura nuclear por su parte interna es la
membrana acrosémica interna
e La membrana plasmatica por su parte externa, membrana acrosémica

externa (Avalos et al., 2018).

El acrosoma se forma a partir del aparato de Golgi y contiene una gran concentracion
de hidratos de carbono y enzimas lisosomicas como hialuronidasa hay también una
enzima proteolitica llamada acrosina. El papel de estas enzimas en la fecundacién es
el facilitar el reconocimiento y penetracion del espermatozoide a través de las
envolturas del ovocito. Para ello es necesario que se produzcan una serie de cambios
en el espermatozoide, conocido como capacitacion, y que culminan en un proceso de

modificacion del acrosoma en la llamada reaccion acrosémica (Lépez et.al., 2012).

3.5.2.3. Cola (flagelo)

El flagelo o cola comprende cuatro regiones principales, el cuello, la pieza intermedia
y los segmentos principales y terminal. Es una zona fragil y estructuralmente compleja
en la que se diferencia la pieza de conexién y algunas mitocondrias. Inmediatamente

detras de la cabeza se encuentra la pieza de conexion que estructuralmente se
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compone de capitulo, columnas segmentadas, placa basal y centriolo proximal
(Castillo, 2012).
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Figura 3. Esquema de las regiones (a) estructura (b) espermatozoide de mamifero
Fuente: (Hafez, 1989; Castillo, 2012)

La primera porcion de la cola es la pieza intermedia. Formada por el axonema que esta
constituido por nueve microtubulos dobles organizados en un circulo rodeando a un
par central y por 9 fibras densas externamente a ellos. El axonema oficia de motor para
los movimientos de la cola del espermatozoide, mientras que las fibras densas, le

otorgan firmeza (Bedford y Hoskins, 1990).

La porcién intermedia se caracteriza por poseer una vaina de mitocondrias
organizadas helicoidalmente alrededor de las fibras densas. La longitud de esta vaina
mitocondrial depende de la especie y terminan en el annulus, definiendo el comienzo
de la pieza principal. La pieza principal se caracteriza por la presencia de una vaina
fibrosa integrada por dos columnas contindas unidas entre si por las llamadas
“costillas”, dispuestas circunferencialmente (Bedford. & Hoskins, 1990). Las fibras

densas que se encontraban en la pieza intermedia se continlan en esta porcion,
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excepto dos. Estas fibras densas van adelgazandose progresivamente hacia distal. En
la porcion terminal de la cola, desaparecen la vaina fibrosa y las fibras densas,
guedando constituida solamente por el axonema con los dobletes de microtlbulos

desordenados rodeados por la membrana plasmatica (Bedford y Hoskins, 1990).

3.5.2.4. Anomalias

Diversos investigadores han descrito una amplia variedad de anomalias morfolégicas
en los espermatozoides. En general, cualquier desviacién de la estructura normal del
espermatozoide se considera anormal o una anomalia espermatica, para confirmar el

potencial de fertilidad de los moruecos (Willians et al., 1934 citado por Castillo, 2012).

Figura4. Caracteristicas morfologicas de los espermatozoides normales y

anormales
(Fuente: Varner 2008)

a) Espermatozoides normales (A) e vaina mitocondrial agrandada (E3)

b) Morfologia anormal de la cabeza (B) e pieza intermedia doblada (E4, E5, E6)
e macrocefalia (B1) e pieza intermedia doble/cabeza doble (E7)
e microcefélico (B2) f) Cola doblada o cola de horquilla (F)
e vacuolas nucleares o defectos de créater (B3) e pieza principal doblada (F1-F4)

e cabeza conica (B4)
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e cabeza piriforme (B5) e doblez simple que involucra la unién entre la

e cabeza de reloj de arena (B6) pieza intermedia y la pieza principal /IDMR/
e cabeza degenerada (B7) (F5)

c) Defectos acros6micos /acrosoma nudoso/ (C) e doble curvatura que involucra la union entre

d) Gotitas citoplasmaticas proximales (D1), la pieza intermedia y la pieza principal (F6)
e (gotitas citoplasmaticas distales (D2, D3) g) Cola enrollada (G)

e) Anormalidades de la pieza intermedia (E) h) Espermatozoides fragmentados /cabezas

e aplasia segmentaria de la vaina mitocondrial ~ desprendidas o cabezas sin cola/ (H)

(E1) i) Células germinales prematuras, espermatidas

e pieza intermedia rugosa debido a la redondas (1).
distribucion desigual de las

mitocondrias/defecto en sacacorchos/ (E2)

Varios investigadores han destacado la importancia de las anormalidades primarias en
las células espermaticas, las cuales parecen ser consecuencia de alteraciones en la
espermatogénesis (Castillo, 2012). Las formas de células espermaticas alteradas, que
probablemente se originan después de que los espermatozoides abandonan los
testiculos, se clasifican como anormalidades secundarias. Mas recientemente, Bloom
(1972) propuso una nueva clasificacion en defectos mayores y menores de los
espermatozoides (Castillo, 2012).

3.6. Caracteristicas seminales del carnero
3.6.1. Caracteristicas del plasma

Garner y Hafez (2000), indican que el plasma seminal esta compuesto por secreciones
de los d6rganos accesorios (la prostata, glandulas vesiculares y bulbouretrales).
Durante la eyaculacion, estas secreciones son vertidas hacia la uretra generandose
una mezcla con la suspension de espermatozoides y las secreciones del conducto
deferente. que sirven como medio de nutricion para las células espermaticas
permitiendo la supervivencia de los espermatozoides en el aparato reproductor de la
hembra. La porcién liquida de esta suspensién, que se forma durante la eyaculacion

se conoce como plasma seminal (Hafez, 1989).
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3.7. Espermatogénesis

En el nacimiento, las células germinativas de los machos se llaman gonocitos. los
tubulos seminiferos son pequefios y no tienen lumen; la poblacién celular esta
compuesta apenas por los gonocitos y células de soporte que daran origen a las
células de Sertoli. Los tubulos se encuentran rodeados por gran cantidad de tejido
intersticial que contiene principalmente células mesenquimales precursoras de las
células de Leydig. Cuando la diferenciacién celular empieza a manifestarse, ocurre la
formacion del lumen del tibulo seminifero (Horn y Fritsch, 2008).

Las células germinales se producen en los testiculos, mediante un proceso
permanente de divisiones mitéticas dando origen a las espermatogonias. La
espermatogénesis es el desarrollo y transformacion de las células gaméticas del
macho, este proceso esta controlado por el eje hipotdlamo-hipdfisis-testiculo y este
proceso se lleva a cabo de forma ciclica en los tubulos seminiferos la duracién del ciclo

depende de cada especie (Avalos et.al., 2018).
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Figura 5. Espermatogénesis para su estudio se divide en tres fases basadas en

consideraciones funcionales.
Fuente: (Horn y Fritsch,2008)
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Segun Hafez (1989), indica que el ciclo espermatogénico consta de tres fases:

1. Espermatocitogénesis, que consiste en divisiones mitGticas sucesivas de las
espermatogonios tipo B para dar lugar a los espermatocitos primarios. Los cuales

duplican su DNA.

2. Meiosis, que consiste en la division meiotica de los espermatocitos primarios que
generan por una sintesis posterior de DNA a los espermatocitos secundarios quienes
dividiendose una vez mas para formar posteriormente a las espermatides (células

haploides).

3. Espermiogénesis, es la diferenciacion morfoldgica y fisioldgica de las espermétidas

a espermatozoides (Gémez et al., 2005),

El epitelio del tabulo seminifero contiene células de Sertoli y células germinales en
diferentes  etapas: espermatogonias, espermatocitos, espermatidas vy
espermatozoides. Los cambios que ocurren en la Recoleccion y manipulacién seminal
in vitro 9 espermiogénesis consisten en: a) formacion del acrosoma, que se extiende
sobre la mitad de la superficie nuclear y contiene enzimas que ayudardn a la
penetracién del ovocito; b) condensacién del nucleo; c) formacion del cuello, pieza

media y flagelo y d) eliminacion de la mayor parte del citoplasma (Gomez et al., 2005)
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Figura 6. Espermiogénesis en mamifero.
Fuente: Gilbert (2005) citado por Avalos (2018).
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3.7.1. Espermiogénesis

La espermiogénesis es un proceso de transformacion y maduracion consisten en la
formacion del acrosoma, que se extiende sobre la mitad de la superficie nuclear y
contiene enzimas que ayudaran a la penetracion del ovocito, la condensacién del
nucleo, formacién del cuello, pieza media y flagelo y eliminacién de la mayor parte del
citoplasma (Gomez et al., 2005). Segun Peters y Ball (1991), durante la segunda fase,
las espermétidas se diferencian y cada una forma un espermatozoide. Esta
diferenciacion implica cambios como la formacién del acrosoma, la caperuza nuclear,
la cabeza, la pieza intermedia y la cola. Durante este proceso, se observa comunmente
una retencion temporal de una gota de citoplasma entre la cabeza y la pieza intermedia

del espermatozoide, especialmente en los espermatozoides inmaduros.

Los espermatozoides son liberados del epitelio al lumen tubular y luego transportados

a través del rete testis y los bazos eferentes hasta el epididimo. Durante la fase de
Golgi, el aparato de Golgi forma una vesicula proacrosémicas que se fusiona en una
vesicula acrosomal. En la fase del capuchén, la vesicula acrosomal aumenta su
superficie de contacto con la envoltura nuclear. En la fase acrosémica, se produce una
redistribucion gradual de sustancias dentro de la membrana que conforma el
acrosoma. El nucleo se vuelve eliptico y se desplaza hacia la periferia de la
espermétida (Castillo, 2012). Una vez concluida la espermiogénesis, los
espermatozoides de los mamiferos estan altamente diferenciados, pero sin embargo
aun no poseen el movimiento adecuado ni la capacidad de fusionarse al oocito
(Cooper, 1986).

Los espermatozoides de los carneros permanecen en el epididimo el cambio
morfologico que se produce con mayor constancia durante la maduracion espermatica
en el epididimo es, en la mayoria de las especies la migracion de la gota citoplasmatica
de proximal a distal y su posterior eliminacion del flagelo en estudios recientes, hechos
en analisis morfométricos asistidos por un ordenador ha revelado cambios en el
tamanfo y la forma de los espermatozoides durante el transito epididimario alrededor

de 14 dias en fase de maduracién (Soler et al. 2000).
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3.8. El espermatozoide de carnero

El semen de carnero se caracteriza por eyaculados de relativamente bajo volumen 0.8
a 1.2 ml en promedio y de una alta concentracion espermética de 3 a 5 millones de
espermatozoides por ml. El espermatozoide producido por los testiculos esta
directamente relacionado con el peso de los mismos; se estima que cada gramo de
testiculo produce aproximadamente 20 millones de espermatozoides por dia (Galina 'y
Valencia, 2008).

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

Tabla 1. Valores promedios del semen ovino segun diferentes autores

Autor y afo Volumen (ml) Concentracion Motiles % Vivos con Integridad de
(millones/ml) Acrosomas % membrana %
Garner y 0.8-1.2 2000-3000 60 — 80
Hafez,2000
Paulenz y et 0.75-2.0 > 3500 >70
al., 2002
Gil y col., 2003 0.75-2.0 > 2500 >70
Santini y et al., 80-95 83-95 70-90
2004
Aisen y et al., 79-88 90-95*
2000

Fuente: Garner y Hafez (2000).

Otra caracteristica del de carnero es que esta se caracteriza por ser de color lechoso
o crema palido. El color rosado indica sangre, probablemente a causa de una lesion
del pene durante la recoleccion, mientras que el semen gris o pardo sugiere
contaminacion o infeccion del tracto reproductivo y un color amarillo es el color

caracteristico de la contaminacion del semen con orina (Hafez, 1989).

El volumen varia de acuerdo con el método de recoleccién ya sea por vagina artificial

o electroeyaculacion, también influyen la edad, estado del carnero, estaciones, la
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habilidad del recolector y frecuencia de obtencion de la muestra. El volumen es de 0.5

a 2.0 ml en animales maduros y de 0.5 a 0.7 ml en los jévenes (Hafez, 2000).

3.8.1. Metabolismo de los espermatozoides

Los espermatozoides constituyen un medio facilmente discernible para evaluar su
estado fisiologico (Garner y Hafez, 2000), la energia necesaria para mantener la
motilidad y viabilidad de los espermatozoides procede de los azlcares, especialmente
de la fructosa, presentes en el plasma seminal. La glucosa que también es
metabolizada por los espermatozoides, a menudo, se utiliza como componente de los
diluyentes. Cuando los azlcares son metabolizados por los espermatozoides se

produce diéxido de carbono, agua y algo de &cido lactico.

3.8.2. Definicion de semen

El semen es una suspension celular liquida que contiene los gametos masculinos (los
espermatozoides) y las secreciones de los érganos accesorios del aparato reproductor

del macho (Garner y Hafez, 2000).

3.8.3. Métodos de colecta de semen

La colecta del esperma constituye la primera operacién a realizar en la técnica IA en
los rumiantes. Para desarrollarlas han sido preconizados diversos métodos
concretamente (Buxadé y Iglesias, 1995). Se conoce dos métodos de recoleccion de
semen de carnero (Morueco), En el caso del carnero, la recoleccion de semen se
realiza por medio de dos métodos: vagina artificial y electroeyaculacién (Evans y
Maxwell, 1990 ).

A continuacién, tenemos a las técnicas mencionadas:

3.8.3.1. Método de vagina artificial

El método mas adecuado para la obtencion de eyaculados en algunas especies
animales como bovinos, ovinos, caprinos y équidos es la vagina artificial, cuya
temperatura y presion adecuadas, imitan de mejor manera las condiciones naturales
del deposito del semen en la vagina de las hembras, més tarde en ovinos, se empezo
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a utilizar la vagina artificial de Gummi—Bertram, Hannover, convirtiéndose en el método

ideal para la recoleccidén se semen en el ganado ovino y caprino (Alvarez et al., 2000).

La vagina artificial provee eyaculados con caracteristicas normales y representativas.
inicialmente es comun entrenar los machos con hembras en celo natural o
sincronizado, y posteriormente con algo de practica puede utilizarse cualquier hembra,
aun sin estar en celo o machos de temperamento docil. Sementales con experiencia
eyaculan rapidamente en el primer o segundo intento de monta, mientras que la
mayoria lo hardn después de algunas montas falsas, hasta que penetren

completamente en la vagina artificial (Alvares et al., 2000).

Consiste en un tubo rigido, cafio de polipropileno térmico de (17 cm de longitud x 5.5
cm de diametro), en la parte interna una camisa de latex. Cuyos extremos se doblan y
aseguran sobre los extremos del tubo mediante bandas elasticas formando, entre el
tubo y la camisa, un compartimento hermético para el agua. A uno de los extremos de
la vagina, se adosa una copa de vidrio para la colecta de semen. La vagina se carga
con 40-60 ml de agua caliente a 50 °C o0 mas, siendo importante que la temperatura
interior de la misma al momento de la eyaculacién sea de aproximadamente 40°C. En
ambientes muy frios pueden disminuirse las pérdidas de calor protegiendo el conjunto
con una funda exterior. El acondicionamiento final de la vagina se logra por el agregado
de aire a la cAmara de agua con el fin de estrechar la luz vaginal a aproximadamente
1 cm de didmetro. La vagina cuenta con una valvula lateral que facilita esta operacion
(Cueto et al., 2016).

Al momento de la obtencién de semen la temperatura interna de la vagina artificial
debe ser de 36-38°C. El semen se coloca en bafio de agua a 30°C, protegiéndolo de
cambios bruscos de temperatura. La frecuencia de extraccion seminal esta
condicionada a las caracteristicas intrinsecas de cada macho. En carneros adultos es
habitual obtener 4-5 eyaculados diarios, obteniéndose volimenes de 0.8 a 1.5 cc y

consistencia cremosa, cremosa-lechosa (Gibbons y Cueto, 2007).
Ventajas de la colecta con vagina artificial Gonzales (2009):

1. Obtencién de la totalidad del eyaculado.
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2. Es indudablemente el método mas fidedigno en lo que respecta la calidad y
cantidad de la muestra colectada.

Viabilidad del esperma, mejor que con cualquiera de otros métodos.

Ausencia de todo tipo de secreciones exteriores.

Dada su rapidez y limpieza, no es estresante para el semental.

o g bk~ w

Es indudablemente el método mas fidedigno en lo que respecta la calidad de la
muestra colectada.
7. Permite colectar semen, varias veces por semana sin producir malestar en el

macho.

Agraz (1989), indica que es importante considerar que una buena colecta o una
coleccion bien ejecutada se caracterizan por el jalon hacia atrds del macho al momento

del coito.

3.8.3.2. Método de electro eyaculacion

El aparato con electrodo unico fue utilizado por diversos autores que lo adaptaron a
las diferentes especies animales. Existen diferentes tipos de estimuladores eléctricos,
los mas corrientes son los que tienen un electrodo bipolar para el recto. Existen
variaciones segun el método de recogida, especie, estado fisiolégico del macho, raza,
edad, tamafio corporal, alimentacion y régimen sexual al que se le somete al macho.

(Derivaux y Gémez, 1976).

Balcazar y Porras (2009), indican que la electroeyaculacion es otro método utilizado
cuando los machos rechazan la vagina artificial, y estos no pueden ser adiestrados a
ella o se encuentran imposibilitados para realizar la monta. Consiste en aplicar
estimulos eléctricos sobre el piso de la pelvis (10-15 voltios) durante 3-8 s a intervalos
de 7-15 s con incrementos en los voltios. ElI animal se coloca en posicion de cubito
lateral, debido a los estimulos el pene se exterioriza por desdoblamiento de la flexura
sigmoidea, se coloca una gasa detras del glande y se coloca una copa colectora para

recolectar la secrecién de las glandulas accesorias y luego el semen artificial.

Desventajas de la estimulacion eléctrica:
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Produce dafios en el macho
No se puede hacer frecuentes recogidas de semen
No garantiza la calidad del semen

Se contamina facilmente el semen con orina durante la recogida

a b~ w N PE

Presenta mayor volumen, pero menor concentracién de espermatozoides
(Castillo, 2012).

3.9. Evaluacién del semen

En el laboratorio se pueden evaluar y medir una serie de caracteristicas y propiedades
del semen realizando un control de su calidad. Dichos examenes son concluyentes a
la horade permitir la dilucion del esperma y su posterior empleo o eliminacion
(Iglesias,1995). estas pruebas son las macroscépicas (Volumen, Color, Olor, pH) y las
microscopicas (Porcentaje de Espermatozoides Vivos y Muertos, Motilidad Masal,

Motilidad Individual, Viabilidad, Morfologia Espermatica).
3.9.1. Evaluacién macroscépica

3.9.1.1. Volumen

Derivaux (1976), indica que el volumen medio del eyaculado de los carneros es de 0,8
y en casos extremos de 0,5 a 2 ml. Cuando la recogida se hace con vagina artificial el
promedio de volumen de eyaculado, para carneros, es de 1.0 ml. (Gibbons et.al.,
2016). Evans y Maxwell, (1994), el volumen y la concentracién no varian solo entre
distintas especies sino dentro de las mismas. Independientemente de variaciones
individuales existen otros factores como la edad, las condiciones climéticas, el estado
nutricional, la frecuencia de las eyaculaciones y de estrés del operador que afectan,
notablemente, a la cantidad y calidad del semen.

3.9.1.2. Colory olor

El semen de carnero es normalmente blanco cremoso, blanco lechoso o crema palido
(Cueto, 2000; Hafez, 2004; Aisen 2016). Dicha coloracion es producida por la

presencia de riboflavina en el plasma seminal (Mendoza et al,1989).
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Deben destacarse los eyaculados que presentan coloracion blanco-rosaceo que indica
existencia de sangre o gris que indica algun tipo de infeccion en el aparato reproductor.
La presencia de orina es un suceso frecuente cuando el semen se obtiene por
electroeyaculador y le confiere un olor caracteristico el cual no debe procesarse
(Venturino, 2004).

(Derivaux,1976), Nos dice que la coloracion blanquecina puede ser debido al hecho
de que existan una concentracion escasa de espermatozoides y el espermema
aumenta su opacidad en caso de degeneraciones testiculares, con paso de células

gigantes a través del epididimo en caso de inflamacion de las vesiculas seminales.

La presencia de orina es un suceso frecuente cuando el semen se obtiene por
electroeyaculacion y le confiere un olor caracteristico, el cual no debe procesarse ya

gue el semen procesable es de caracteristica suigéneris (Aisen, 2004).

Tabla 2. Valoracion del semen de carnero mediante la consistencia

Numero de espermatozoides

(x 109)
Puntuacién Consistencia Media Rango Cant.Espermat.
/cms3
5 Cremosa espesa 5.0 4.5-6.0 5.000.000.000
4 Cremosa 4.0 3.5-4.5 4.000.000.000
3 Cremosa diluida 3.0 2.5-3.5 3.000.000.000
2 Lechosa 2.0 1.0-2.5 2.000.000.000
1 Brumosa 0.7 0.3-1.0 700.000.000
0 Transparente(acuosa) insignificante insignificante

Fuente: Ax y Hafez (2000); Castillo (2012)

3.9.13. pH

En el carnero, el pH es acido 6,85 se hace alcalino en los individuos poco fecundos o
estériles, Segun Mc Kenzie y Berliner, las eyaculaciones normales de un esperma

altamente concentradas son mas acidas y el pH 5,9 (Derivaux,1976).

26



Se coloca una gota del eyaculado en una tira reactiva (Bili-Latetix Bayer) permitiendo
gue se impregne y vire de color, enseguida se hace la comparacion de la tira con el
estandar incluido en el empaque de las tiras para realizar la lectura y determinar el
valor del pH del eyaculado (el valor adecuado del semen se encuentra entre un 7.3 y

7.8 en la mayoria de mamiferos (Avalos et al., 2018).

3.9.2. Evaluacién microscopica
3.9.2.1. Motilidad masal

Iglesias, (1995), indica que Inmediatamente de la emision el examen microscopico
directo del esperma fresco nos permite conocer de forma aproximada el porcentaje de
espermatozoides moviles, su morfologia, tendencia de los zoospermios a la
aglutinacion (movimiento de olas y remolinos, ya que las células vivas barren a las
muertas, agrupandolas). La onda de movimiento sélo puede ser observada en
especies de alta concentracion espermatica, como es el caso de pequefios rumiantes
(Evans y Maxwell, 1990).

Para la valoraciéon de la movilidad masal se coloca una gota de semen puro (sin diluir)
en un porta objetos limpio y templado a 37°C se observan las ondas caracteristicas,
sin cubreobjetos con objetivos de 40x a 100x en el borde de la gota (Aisen & Venturino,
2004). La clasificacion varia en funcion de la escala utilizada: de 0 a 5 (Evans y
Maxwell, 1990). EI método es subjetivo y sirve Unicamente como valoracién de
conjunto; sin embargo, es importante la motilidad de los espermatozoides en el fluido
espermatico. una buena eyaculacion no debe contener menos del 60% de
espermatozoides en movimiento y este ha de ser en avance progresivo, nunca curvo,

rotatorio ni oscilante (Iglesias, 1995).

3.9.2.2. Motilidad individual

Evans y Maxwell (1990), indican que la motilidad individual es una de las pruebas que
se utiliza con frecuencia para evaluar la calidad seminal y en algunas especies parece

estar correlacionada con la capacidad fecundante del espermatozoide.
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La determinacion de la movilidad espermatica es una de las pruebas mas utilizadas y
se valora mediante un microscopio compuesto u optico con objetivos de 10x 0 40x
sobre una gota de semen diluido en una solucién isosmoética, determinando el
porcentaje de espermatozoides moviles y su calidad de movimiento (Maxwell y Evans,
1990). estando sujeto también al efecto ejercido por el método de recogida, factores
ambientales, manejo del semen tras su obtencion. Existen variaciones estacionales
relativas a la movilidad de los espermatozoides de ovino, estando relacionadas con la
fertilidad (Evans y Maxwell, 1990).

Se realiza depositando una gota de 15 pl sobre un portaobjetos a 37 °C y colocando
un cubre objetos para observar a un aumento de 40X, con la intencion de homogenizar
un criterio general y estimar el porcentaje de espermatozoides con movimiento. Los
espermatozoides deben normalmente moverse de modo, rapido y recto a traves del

campo (Avalos et al., 2000).

Tabla 3. Clasificacion de la onda de movimiento de los espermatozoides

Valor Clase Descripcion
5 Muy buena El 90% o mas de los espermatozoides son activos
4 Buena Entre un 70-85 %de células activas
3 Regular Entre un 45-65% de células activas
2 Pobre Entre un 20-40% de movilidad espermaticas, aunque muy leve.
1 Muy pobre Alrededor de un 10% presenta movimientos, aunque muy débil

0 Muertos No se observa ningn movimiento en los espermatozoides

Fuente: Evans & Maxwell, (1990).

3.9.2.3. Vitalidad espermaética

Es el porcentaje de espermatozoides vivos y muertos. Para la determinacion de
espermatozoides vivos y muertos pre y post-descongelacion se emplea la técnica de

tincion de eosina-nigrosina, la técnica descrita por Evans y Maxwell (1987).

28



3.9.2.3.1. Tinciones vitales

Es el procedimiento mas utilizado para la valoracion de la vitalidad, las técnicas de
tincion vital que permiten diferenciar los espermatozoides vivos de los muertos debido
a la permeabilidad de la membrana plasmatica a los colorantes vitales (Aisen &
Venturino, 2004). por lo tanto. La determinaciéon del porcentaje de espermatozoides
vivos de acuerdo a la integridad de la membrana plasmatica de la cabeza) puede
realizarse por medio de colorantes que tifien a los espermatozoides dafiados
tinéndolos de rosa a los (muertos) y dejan incoloro o blancos a los integros (vivos)
(Avalos et al., 2000).

La técnica consiste en:

e Colocar en el extremo de un porta objetos templado a 37°C 1 gota
colorante y 1 de semen separadas, y mezclarlas.

e Extender la mezcla con otro porta objetos que actia como extensor,
procurando que la capa quede lo mas delgada posible

e Se deja secar y observa a 40x (colocando 1 gota de aceite de inmersion
y luego y objetivo de inmersion)

e Se deben observar 100-200 espermatozoides en distintos campos

expresando el resultado en porcentaje de vivos (Aisen, 2004)

El método tradicional es la tincion con eosina-nigrosina, que también se utiliza para la
valoracion de las morfoanomalias. EI mayor inconveniente que presenta el uso de la
eosina-nigrosina es que, al ser un colorante hipoténico que se afiade a una muestra
gue no ha sido fijada quimicamente, puede producir morfologias anormales en los

espermatozoides, especialmente defectos en la cola (Pefia y Linde-Forsberg, 2000).

El semen que, a la hora de la recogida, puede ser de buena calidad se deteriora con
facilidad. El semen del carnero es muy sensible a los cambios ambientales y a otras
circunstancias, los factores que pueden afectar la supervivencia de los
espermatozoides son: Las temperaturas superiores a 45°C que matan a los
espermatozoides, una bajada subita de temperatura particularmente por debajo de los

10°C producira una pérdida irreversible de su viabilidad, La exposicion a la luz durante
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30-40 minutos produce la muerte a los espermatozoides, el contacto con metales, agua
e impurezas como bacterias, desinfectantes, exposicion prolongada al aire y capacidad
tamponante del diluyente y el manejo del semen al momento de la tincién, (eosina-

nigrosina) (Agraz, 1989).
3.9.2.4. Morfologia espermaética

El estudio de la morfologia espermatica ha tenido gran importancia al proporcionarnos
parametros que nos permiten lograr una adecuada seleccion de espermatozoides que
garanticen resultados exitosos en tratamientos de reproduccion asistida. La morfologia
espermatica es uno de los parametros mas importantes de seleccion y se correlaciona

con el potencial de fertilidad (Avalos et al.,2018).

3.9.2.4.1. Causas de las anomalias morfoldgicas

Castillo (2012), ha sefialado que la frecuencia de espermatozoides anormales
aumenta con temperaturas extremas las estaciones calurosas, el aislamiento
experimental del escroto, la aplicacion experimental de frio a los testiculos,
congelacion del escroto. Algunas enfermedades que incluyen infecciones de los
organos reproductores, la hipoplasia testicular congénita, la degeneracion testicular
adquirida y la disfuncion del epididimo se hallan relacionadas con una alta frecuencia
de células anormales, se ha observado pequefios incrementos de células
espermaticas anormales a medida que los moruecos (carneros) envejecen.

(De Vos et.al.,2003), indica que la morfologia anormal (teratozoospermia) de los
espermatozoides puede afectar drasticamente la fertilizacion, desarrollo embrionario e
implantacién. Las anomalias estructurales de los espermatozoides pueden afectar

aislada o simultdneamente a las distintas partes que lo forman.

3.9.2.4.2. Clasificaciéon de las anomalias espermatica

Se han establecido distintas clasificaciones de las anomalias espermaticas atendiendo

a distintos criterios:

a) dependiendo de si se originan en el testiculo (anomalias mayores) o a lo largo del

transito epididimal o tras la eyaculacion (anomalias menores) (Bloom y Birch, 1970)
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b) de si estan asociadas a infertilidad o no (primarias o secundarias, respectivamente)
(Bloom y Birch, 1970).

c) de la region espermatica implicada (anomalias de la cabeza, de la pieza intermedia
o de la pieza principal). Cualquier anomalia, primaria 0 secundaria, si afecta a un
namero elevado de espermatozoides, puede llegar a comprometer la fertilidad del
semen. Por ejemplo, si una dosis seminal tiene una motilidad esperméatica entorno al
50%, y contiene un 30% de espermatozoides con gotas citoplasmaticas proximales, la
alta incidencia de esta morfoanomalia repercutira negativamente en la fertilidad de esa

muestra pese a la buena motilidad del eyaculado.

Para realizar la evaluacion de la morfologia espermatica, se propone clasificarlas en
dos: las primarias cuando reflejan anomalias producidas en el testiculo, y secundarias
cuando toman lugar durante el transito a través del sistema ductal o cuando se
producen como consecuencia de errores de manejo del semen a partir del momento

de la obtencion del mismo o con la maduracion espermatica (Jurado et.al., 2008).

e Las anormalidades primarias incluyen patologias como: la macrocefalia,
microcefalia, bicefalia, acrosomas anormales o inexistentes, ausencia de

porcion intermedia, cola enroscada o biflagelados (Jurado et.al., 2008).

Poco desarrollado, formas dobles, defecto acrosomal, decapitado, defecto en
diadema, cabeza en forma de pera (piriforme), estrechamiento en base, contorno
anormal, cabezas anormales pequefias, cabezas anormales libres, defecto de la pieza
intermedia, gotita proximal, pseudogota, colas fuertemente dobladas o arrolladas
(Peters,1991).

e Las anormalidades secundarias incluyen defectos espermaticos como
porciones intermedias dobladas, colas dobladas, o presencia de gotas

citoplasmatica distal (Jurado et.al., 2008).

Cabezas estrechas, cabezas pequefias normales, cabezas cortas y anchas, cabezas
libres (normales), membrana acrosomal sueltas, implantacion abaxial, gotita distal,

cola simple doblada, cola terminada en &ngulo (Peters y Ball 1991).
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Stornelli y Luzbel (2016), indican que las muestras sometidas a procesos de
congelacion / descongelacion pueden observarse alteraciones asociados a los
procesos antes mencionados. Se puede detectar hinchazén, perdida o dafio de la
membrana plasméatica y/o acrosomal fusion de la membrana plasmética y membrana
acrosomal externa, espacio entre la membrana acrosomal interna y el nucleo. Las
mencionadas alteraciones observadas en espermatozoides, congelados vy
descongelados se asocian a la reduccién de la capacidad fecundante de semen. Para
la mayoria de los mamiferos se considera un semen de buena calidad, como aquel
gue debe contener mas de 70% de espermatozoides con morfologia normal,
representando las anormalidades primarias menos del 10% y las anormalidades
secundarias menos del 20%. Las anormalidades totales no deben superar el 30%
(Gbmez et.al., 2005).

Figura7. Espermatozoides normales y algunas formas anormales.

A-Sin acrosoma (forma comun). B-Sin apenas acrosoma. C-Con cabeza piriforme cabeza. D-Con
cabeza piriforme moderada. E-Con cabeza piriforme leve. F-Con vacuolas. G-Defectos en la membrana.
H- Sin flagelo. I-Reflejo distal. J-Parte media rota. K- Parte media severamente doblada. L-Gota

proximal. M-Gota distal. N-Teratoride grave. O-Teratoideo moderado. P-Espermatozoide normal.

Fuente: (Barth y Oko., 1989).

En el caso de carneros los investigadores entre los que se hallan Ax, Dally , Didion,

Lenz, Love, Warner, Hafez y Bellin, (2000), sus investigaciones indica que existe una
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correlacion entre los espermatozoides con morfologia normal y la motilidad
espermatica, aunque todas las eyaculaciones contienen algunos espermatozoides
anormales, cuando hay 20% o mas con anormalidades es necesario cuestionar la
fertilidad del carnero, el semen que contiene mas del 15% de espermatozoides
anormales no debe usarse para la inseminacion artificial, el porcentaje de
espermatozoides anormales varia con las estaciones, en primavera es mas elevada
las anormalidades mientras que el ndmero se reduce al acercarse la estacion

reproductiva.

La morfologia de los espermatozoides se examina mediante tincion de eosina-
nigrosina. Los porta objetos tefiidos se examinan con ampliacién microscopica alta
(100X).

Desgraciadamente, no es siempre facil distinguir entre las células espermaticas
anormales formadas durante la espermatogénesis y las causadas por técnicas
inadecuadas de manipulacion del semen. Se precisa para tal diferenciacion
experiencia en la manipulacion del semen, en las técnicas de tincion y en el examen

del esperma (Castillo, 2012).

3.9.3. Dilutores comerciales para el congelamiento de semen

Un dilutor comercial es una solucién liquida que permite el aumento del volumen del
eyaculado, protege la membrana plasmatica del espermatozoide, brinda componentes
nutritivos para las células, evita en gran porcentaje el cambio de la membrana
plasmatica al momento de la congelacion y descongelacion ya que se puede cristalizar

la célula espermatica produciéndose la muerte de la misma (Aisen, 2004).

Los dilutores de semen para la criopreservacion estan compuestos por diferentes

sustancias que cumplen las siguientes funciones:

e Proveer nutrientes como fuente de energia

e Inhibir el crecimiento bacteriano

e Proteger contra los efectos dafiinos de los cambios térmicos
(especialmente las membranas)

e Proporcionar nutrientes como fuente de energia
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e Proporcionar un medio de amortiguacion de pH

e Mantener una presion osmotica adecuada

e Mantener un equilibrio electrolitico

e Aumentar el volumen del eyaculado, a fin de permitir multiples dosis para
semen podra procesarse para tres usos basicos (Hafez, 2000; Aisen,
2004).

Semen en estado fresco, puro o diluido (a +30/+37°Cy no mas de 1.5 horas)
Semen refrigerado (15°C a +5°C, hasta 12 a 24 horas)
Semen congelado (a -196 °C, indefinidamente) (Aisen, 2004).

Los diluyentes mas usados comunmente tienen como base la yema de huevo con
glucosa y citrato de sodio, un agente crioprotector para minimizar los dafos durante la
congelacion y un antibitico para impedir la diseminacion de enfermedades (Schoenian
y Small, 2018).

3.9.3.1. Dilutor OPTIXcell 2
Importante sobre el tratamiento del semen bovino. Diluyente concentrado para
congelacion o preparacion de dosis de semen fresco de toro OPTIXcell no contiene

proteinas de origen animal” (imv Technologies, 2020).
Composicion:

Carbohidratos, sales minerales, tampon, antioxidantes, glicerol, fosfolipidos, agua
ultrapura, antibiéticos (Gentamicina, Tilosina, lincomicina y espectinomicina), de
acuerdo con la directiva europea 2003/43/CE Optixcell 2 no contiene proteinas de

origen animal (imv Technologies, 2020).

3.9.3.2. Dilutor Andromed®

Diluyente sin yema de huevo para semen bovino, sin ingredientes de origen animal,
sin riesgo de contaminacion microbiana, protocolos de produccién eficiente, altas tasas
de fertilidad, amplio rango de aplicacion, estdndar de GMP de produccion de Minitube
(Minitube, 2021) (Minitube, 2021).
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Composicién

Fosfolipidos, TRIS, ac. Citrico, azUcares, antioxidantes, tampones, glicerina, agua de
altisima pureza y antibioticos (Tilosina, Gentamicina, Espectinomicina, Lincomicina)
(Minitube 2021).

3.9.3.3. Dilutor Steridyl

Es un nuevo diluyente disponible en el mercado desde 2010. La principal ventaja de
este diluyente es que los 500 ml de la solucién concentrada ya contienen yema de
huevo; eliminando el tiempo de preparacion de la yema de huevo fresco. Sélo es
necesario 750 ml de agua pura al concentrado (Minitube, 2021).

Composicién

Steridyl contiene TRIS, &cido citrico, azlcar, tampones, Glicerina, agua purificada,
yema de huevo estéril irradiada y antibiéticos (Tilosina, Gentamicina, Espectinomicina,
Lincomicina) (Minitube, 2010).

3.9.4. Dilucién del semen

La dilucion pretende el aumento del volumen del eyaculado para aumentar su
rendimiento. Las técnicas de conservacion proporcionan a los espermatozoides
condiciones oOptimas para el mantenimiento de la vitalidad y la capacidad fecundante
a través del tiempo. El autor ruso Ivanov en 1912 demostré que el semen diluido en
soluciones conservadoras y mantenido a 2°C puede ser utilizado para IA por varios
dias (Schoenian y Small, 2018).

3.9.4.1. Equilibramiento

El propoésito del equilibramiento es permitir la traslocacién del agua y por lo tanto
reducir los efectos dafiinos de la nucleacién del hielo intracelular durante el proceso

de congelamiento y descongelamiento (Vishwanath y Shannon, 2000).

Posterior a realizar la dilusion del eyaculado, es muy importante bajar la temperatura
rapidamente hasta los 5°C, donde se debe mantener por unas 2-4 horas, para lograr

el equilibrio osmotico entre el diluyente y los espermatozoides (Parraguez et.al., 2000).
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Pasado este tiempo de equilibrio es necesario evaluar nuevamente el semen, en este
momento el semen debera tener como minimo, una motilidad progresiva de 50%
(Giles, 1993).

3.9.4.2. Envasado

Si bien se ha desarrollado la informacion sobre la crioconservacion del semen de
carnero se ha puesto poca atencion al tamafio y forma de envase donde el semen es
congelado, la relacién superficie volumen del contenedor tiene importancia para la

refrigeracion, la congelacion y la descongelacion (Aisen y Venturino, 2004).

El envase del semen es también importante para la tarea del inseminador
(identificacion, manejo y almacenamiento). Los envases mas comunes para congelar
semen ovino son las pajuelas de 0.5 o 0.25 ml de PVC (cloruro de polivinilo, IMV,
L"Aigle). para el llenado y sellado de estas ultimas puede usarse un equipo automatico
también puede ser envasado en los minitubos de 0,25 ml (Minitub GmBh, Ticfenbach).
En diversos estudios se obtuvieron mayores porcentajes de motilidad a la
descongelacion y tazas de fertilidad superiores, al utilizar semen de ovino congelado

en pajuelas (Aisen y Venturino, 2004).

El semen debe ser envasado en (pajuela, minitubo o pellet) para bajar su temperatura
a aproximadamente -80°C, exponiendo el envase a los vapores del nitrégeno liquido

(4-8 cm sobre la superficie del nitrdgeno) durante 20 min (Parraguez et al., 2000).
3.9.4.3. Congelamiento

Terminada la dilucién comienza con el proceso de conservacion correcta del semen
gue guarde su efectividad de fecundacion para ello podemos recurrir a la refrigeracion
y a la congelacion. Mediante la criopreservacion es posible detener el proceso que
sufre el espermatozoide desde la eyaculacién hasta la fecundacién y conservarlo en

el tiempo potencialmente feértil (Stornelli et al., 2005).

Uno de los aspectos mas utiles de la criopreservacién es el apoyo a la conservacion
de las poblaciones vivas. En este caso, es un complemento de un programa de

conservacion mas amplio, en el cual, la criopreservacion del material genético es una
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seguridad en caso de catastrofe, o si un problema genético aparece como
consecuencia de la acumulacién de genes recesivos nefastos para la poblacion viva.
Asi, la primera exigencia para la criopreservacion es la disponibilidad de instalaciones
que permitan el almacenamiento de las muestras en nitrégeno liquido (Avalos et al.,
2018).

Todas las células que se han criopreservado presentan una congelacion determinada,
fuera de la cual la supervivencia se ve comprometida. en el espermatozoide, esta
velocidad se ve afectada por una serie de factores propios(especie , dimensiones de
la célula, permeabilidad de la membrana al agua y a los crioprotectores) y otros
determinados por el proceso de congelacion (concentracién y tipo de crioprotector,
geometria del envase y composicion de los diluyentes), las tasas de congelacion entre
— 10 °C/ min a -100°C/min son las que permiten obtener mejores resultados a la
descongelacion siendo la concentracion del glicerol el factor principal de la
recuperacién de la distintas tazas. El espermatozoide de carnero tolera un rango
térmico final de vapores de nitrégeno liquido de -75 a 125°C. dado que el punto critico
de la congelacion se encuentra entre -15 y -125 °C cuanto mas rapido pase este

intervalo mayor sera la recuperacion posdescongelamiento (Aisen y Venturino, 2004).

3.9.4.4. Almacenamiento de semen

Las condiciones se consiguen al suspender las pajillas a una altura de entre 4 y 6 cm
sobre el espejo de nitrogeno liquido (-196 °C), y la altura que ha demostrado ser idénea
para congelamiento de pajillas de 0.25 y 0.5 ml es de 4 cm (Maxwell et al.,1995).
(Parraguez et al. 2000). Indica que los envases se deben llevar a una temperatura de
-196 °C, para introducirlas al nitrégeno liquido, donde se pueden almacenar por tiempo

indefinido.

3.10. Anélisis econdémico

3.10.1. Costos de produccion

El costo de producir se entendera como el valor monetario que se invierte en tres
elementos: 1) materiales, 2) fuerza laboral necesaria y 3) demas insumos requeridos

para fabricar bienes o sus partes o para generar servicios (Tello et al., 2017).
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3.10.2. Costos fijos

Se define al costo fijjo como aquellos costos que permanecen constantes, por
determinados periodos de tiempo, independientemente del volumen de produccion
(cantidad de bienes y/o servicios que se generen en la empresa o0 negocio); es decir
costos que no varian en funcion de la producciéon sino del tiempo. Por ejemplo, el
arriendo, al propietario del bien inmueble no le importa la cantidad de productos que
fabriguemos y vendamos, sino que le cancelemos oportunamente el canon acordado
(Tello et al., 2017).

3.10.3. Costos variables

Bravo (2013), define a los costos variables como todos los costos cuyo volumen total
varian cuando varia el volumen de produccién, es decir que los costos variables estan
constituidos principalmente por las materias primas. Son costos variables aquellos que
varian en forma proporcional a la produccién o las ventas, como los materiales
directos, la mano de obra directa cuando se pasa por unidad producida y algunos
costos indirectos de fabricacién, como los suministros, el mantenimiento de equipos y

maquinas, las comisiones (Gomez, 2005).

3.10.4. Costo total

Se define el costo total como la sumatoria del costo fijo y el costo variable, esto también

es valido en términos unitarios (Gomez, 2005).

3.10.5. Beneficio / costo

Esta razén indica el retorno en dinero obtenido por cada unidad monetaria invertida.
Por definicién resulta, de dividir en ingreso bruto por el costo total, en el caso de
analizar factibilidad de tecnologias nuevas a través de un presupuesto parcial este
indice se puede calcular tomando en cuenta solo los costos variables y no los costos
totales (que incluye los costos fijos) pues suelen ser los mas afectados. Cuando la
relacion es igual a lel productor no gana ni pierde al realizar el cambio tecnolégico.
Relaciones mayores a 1 indican ganancia, relaciones menores a 1 indican perdida
(Herrera et al., 1994).
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4. LOCALIZACION

4.1. Ubicacion geografica

El presente trabajo se realiz6 en el laboratorio de crio-conservacion de la Estacion
Experimental de Choquenaira, dependiente de la Facultad de Agronomia de la
Universidad Mayor de San Andrés. Esta ubicada en la comunidad de Choquenaira, 8.0
km de la poblacion de Viacha, provincia Ingavi y a 38 km de la ciudad de La Paz
presentando una temperatura media de 10°C en verano y 7.4°C en invierno (Arguedas,
2006). Situada a una altura de 3870 msnm, geograficamente se halla a 14°16°45”
Latitud Sur y 65°34°23"" Longitud Oeste (Mamani y Céspedes, 2012).

Figura 8. Ubicacion geografica del area de investigacion, Estacion Experimental

de Choguenaira.
Fuente: Elaboracién propia EECH, (2022)
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Materiales

5.1.2. Material biolégico

2 carneros (reproductores) raza Corriedale

Carnero 1232

Fuente: elaboracién propia (2022)

5.1.3. Material de campo para colecta de semen

Vagina artificial

Fundas de latex

Tubos falcén o de centrifuga graduados
Caldera eléctrica

Estufa eléctrica

Termometro digital

Brete de sujecién/hembra

Jeringa de 60 ml

Agua

Papel toalla

Funda de la vagina

Carnero 1330
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5.1.4. Materiales de laboratorio

Microscopio

Bafio Maria

Micropipeta

Platina térmica

Sistema de purificacion de
agua (destiladora)
Gradillas

Tubos graduados de 10 y
15 mi

Buretas

Pipetas Pasteur

Pinzas

Refrigerador

Llenador de pajuelas

5.1.5. Material quimico-reactivos

Tincioén eosina-nigrosina
Optixcell

Andromed

Steridyl

Aceite de inmersion

5.1.6. Material de escritorio

Registros de colecta (cuaderno)

Boligrafos y lapiz
Calculadora
Cémara fotografica

Computadora

Termo criogénico
Termdmetro digital
Vasos precipitados
Laminas porta y cubre
objetos

Papel aluminio

Papel film

Papel toalla

Pajuelas 0.25 ml
Tips

Jeringas de 5y 10 ml

Secadores

pH-metro

Alcohol de polivinilico
Agua destilada
Alcohol al 70%
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5.2. Metodologia

Descripcion de la metodologia empleada en el trabajo de investigacion.

[ SISTEMA DE PROCESAMIENTO DE SEMEN OVINO ]_[ 1ra Etapa ]
_[ Evaluacién Macroscopica ]
I
—[ Colecta de semen por vagina ] >  Volume
» Color
—[ Evaluacion Microscépica ] > pH
]
Motilidad masal Motilidad individual [ % de vivos y muertos ] % de espermatozoides
Escala 0-5 Escala 0-100% anormales
s N
. ) Periodo de
[ 2da Etapa ] [ Fase de enfriamiento
I J Equilibramiento
Ve - J
Adicion de medio de 1
dilucién 1:4 v: v a 37°C dilusién con Dilusién con
I medio en medios 1,2y 3
4 . A 1:4;v:v)a
Dilucion del semen a = Optixcell camara de ( )
i i6 5°C/3 a 4 horas
379C refrigeracion a
N\ . ( 5°C
L Andromed
. [ Envasado de semen en pajuelas y ]
- Steridyl e |
i Sumersion en Proceso de congelamiento
Evaluacion de [as Sumeror itré sobre vapor de nitrégeno
. = " nitrégeno y
pajuelas bafio maria a . o
37 50C almacenamiento en liquido
tanques
Evaluacion de motilidad
Individual post- Vitalidad post-descongelamiento Morfologia post-descongelamiento
descongelamiento % Esp. vivos y muertos % Esp. normales y anormales

)

Figura 9. Protocolo de recoleccion, enfriamiento dilucion envasado y congelamiento de

semen de carnero

Fuente: Elaboracion propia (2022)
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5.2.1. Procedimiento pre-experimental
5.2.1.1. Seleccion de animales

Se preseleccionaron seis reproductores de un rebafio de catorce machos. Entre ellos,
se escogieron dos carneros para participar en la investigacion debido a su vigor sexual
y capacidad de servicio. Esta evaluacién consistié en la deteccién de celo y monta,
observando detenidamente a los carneros que demostraron mayor interés en cubrir a

las hembras en celo.

Los dos carneros seleccionados pertenecen a la raza Corriedale, tienen edades de 3.5
y 1.5 afos, y presentan pesos vivos de 95 y 58 kg, respectivamente, durante el dia, se
los llevaba a pastar en los pastizales de la estacién, y por la noche se alojaban en un
corral abierto para descansar. En su alimentacién se les proporcion6 heno de cebada
y ensilaje, ademas de alimento comercial compuesto por afrecho, cascarilla de soya,
fosfato di calcico y sal mineral, con un contenido de proteina del 12%. La cantidad de
alimento suministrada fue de 1 kg por animal al dia, se asegur6 un suministro de agua

ad libitum, y los carneros se mantuvieron en régimen estabulado.

Figura 10. Palpacion y medicion de los testiculos del carnero con un escrotimetro

Fuente: Elaboracion propia (2022)

Se realiz6 un examen fisico-clinico de los érganos genitales externos (testiculos, pene
y prepucio) a los carneros previamente seleccionados. Se inspecciond y palpo
cuidadosamente la forma y tamafio de los testiculos y epididimos, midiendo el escroto

con un escrotimetro una vez finalizado el examen clinico. Los resultados mostraron
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gue los testiculos eran firmes, con piel elastica, sin lesiones ni deformidades y dentro

de los parametros normales.

5.2.1.2. Entrenamiento

Los carneros elegidos fueron sometidos a un proceso de entrenamiento con el objetivo
de familiarizarlos con la extraccion de semen mediante el uso de una vagina artificial.
Esta medida se implement6 para asegurar su tranquilidad, ya que no estaban
acostumbrados a este método de recoleccion. El entrenamiento se llevé a cabo en
presencia de una borrega en celo, preferentemente durante las mafanas y en
condiciones de alta humedad. Se realiz6 dos veces por semana durante un periodo de

treinta dias.

Inicialmente, los carneros mostraron indiferencia y temor, lo que dificultaba la
estimulacién de su libido. Para superar este desafio, se opt6 por utilizar una hembra
hormonada con una dosis minima de estradiol, administrada semanalmente. Esto se
hizo con el propdsito de despertar el interés de los carneros hacia la hembra y facilitar
el proceso de entrenamiento. A medida que avanzaba el entrenamiento, ambos
carneros respondieron de manera positiva a la monta voluntaria y se acostumbraron
gradualmente al uso de la vagina artificial. Finalmente, se logré que el comportamiento
de los machos se volviera mas fluido y mecanico, permitiendo que la colecta de semen
se llevara a cabo de manera eficiente mediante la sujecion de la hembra en el brete

durante la monta.

Figura 11. Carneros de raza Corriedale

Fuente: Elaboracién propia (2022)
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5.2.1.3. Preparacion de la vagina artificial

Colocamos en el interior de la vagina artificial una camisa de goma, los extremos de la
manga fueron doblados hacia la parte externa de la vagina y fijados con ligas de
presion, en uno de los extremos se colocé la copa recolectora de semen y un vial
esterilizado; el espacio existente entre la camisa y el tubo se llen6é con agua caliente
hasta tres cuartos aproximadamente a 45 a 50°C de temperatura, enseguida se insuflo
aire por la valvula para generar la presion necesaria y extender la manga hacia el
centro del tubo disminuyendo la luz de éste, simulando de esta manera la vagina de la

hembra.

5.2.1.4. Preparacion del carnero, extraccion y manejo del semen

La colecta de semen de ambos carneros se efectud dos veces por semana,

preferentemente antes del mediodia, en un lugar limpio y libre de polvo.

Se realiz0 una preparacion previa al carnero, la cual incluyo la limpieza del prepucio
del animal mediante lavado con agua corriente y posterior secado con una toalla.
Ademas, se procedio a recortar los pelos del prepucio para prevenir la contaminacién

del semen.

Después de asegurada la oveja en el brete, el operador se ubico al lado derecho del
macho de modo que su mano diestra estaba sujetando la vagina con el extremo abierto
frente al prepucio en un angulo de 45 ° en relacion al piso. Una vez realizado el salto
del macho el pene fue desviado lateralmente para ser enfrentado a la vagina artificial,
la eyaculacion se dio después de que el animal haya realizado movimientos de empuje
curvando levemente el lomo lo que se denomina como golpe de rifién, este

procedimiento no debe demorar mas de 30 segundos.

Una vez obtenido el semen, fue trasladado rapidamente al laboratorio manteniéndolo
protegido de los cambios bruscos de temperatura, contacto con el agua y metales,
radiacion solar directa, e impurezas, razén por la cual se usé material seco y estéril.
Las muestras de semen se conservaron en bafio Maria a 37 °C para su posterior

evaluacion.
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5.2.2. Procedimiento experimental en laboratorio

La investigacién tuvo una duracién de tres meses, época humeda, desde la colecta
hasta la congelacion y descongelacion de semen.

5.2.3. Andlisis del semen fresco colectado

Tras la recogida de cada eyaculado, las muestras colectadas fueron trasladadas
inmediatamente, al laboratorio, donde se valoraron una serie de caracteristicas macro
y microscopicas de cada uno de los eyaculados, con el objeto de determinar la calidad

seminal. Las caracteristicas que se valoraron son las siguientes:

» Caracteristicas macroscopicas (volumen, color, olor y pH).
» Caracteristicas microscopicas (motilidad masal, motilidad individual,

porcentaje de vivos y muertos).
5.2.4. Caracteristicas macroscopicas

5.2.4.1. Volumen

El volumen del eyaculado seminal se determiné por lectura directa en la copa colectora

de la vagina artificial graduada en ml.

Figura 12. Semen colectado de carnero
Fuente: Elaboracién propia (2022)
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5.2.4.2. Color o tonalidad

La coloracion que presentaron los eyaculados seminales de los carneros de raza
Corriedale, en las diferentes extracciones fue blanco cremoso, lo que se debe a la alta
concentracion espermatica del semen y sin ningun tipo de contaminante. El examen
visual del color o tonalidad se realizo inmediatamente colectado el semen en la misma

copa de colecta de semen.

Para esta evaluacion se consider0 tres tonalidades de acuerdo a los reportes

encontrados por (Evans, 1900).

1. Blanco cremoso. Cuando el semen toma una tonalidad o color ligeramente
blanco amarillo claro, dando una impresién que tiene crema de leche (color de
nata de leche o natilla).

2. Blanco lechoso. Cuando el semen toma un color o tonalidad que tiene
cualidades o apariencia de leche.

3. Blanco amarillento. Cuando el semen toma un color amarillo.

5.2.4.3. Olor

En las muestras seminales analizadas se aprecié un olor proteico neutro, sin olores
desagradables que podrian ser provocados por contaminacién bacteriana debiendo
tomar en cuenta que las muestras de semen recolectadas higiénicamente, de carneros

sanos Y fértiles, tienen un débil olor sui géneris.

5.2.4.4. pH

La lectura del pH se lo realiz6 utilizando papel tornasol (peachimetro tira) con una
escala de 1 — 14. La que se evalud segun la coloracion que se torna al tener contacto

con el semen fresco obteniendo asi un pH.

La valoracion del pH en el analisis macroscopico de las muestras seminales
pertenecientes a los dos carneros de la raza Corriedale reporté en las diferentes
colectas, un promedio considerandose que el material genético recolectado (semen),

posee un caracter acido muy cercano a la neutralidad.
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5.2.5. Caracteristicas microscépicas
5.2.5.1. Motilidad masal

La valoracion microscopica de la motilidad masal, en las diferentes observaciones
realizadas, registraron un promedio dentro de los rangos normales de un semen de
calidad, ya que segun (Cueto et al.,, 2016), manifiestan que, para proceder al
congelamiento de un eyaculado de semen de pequefios rumiantes, se recomienda que
su motilidad masal sea 270%, aunque para la evaluacion de este parametro se
necesita mucha experiencia ya que la apreciacion de esta variable es subjetiva.

calificando la motilidad masal de acuerdo a la escala de (Ax et al., 2000).

Los resultados expuestos en la presente investigacion fueron guiados por un técnico

profesional y con los siguientes pasos:

Se utilizé un portaobjeto, pipetas Pasteur, y un microscopio, La evaluacion se realiz6

de la siguiente manera:

1. Se calent6 en una platina térmica a 37°C laminas de portaobjetos vy
cubreobjetos, para evitar un choque térmico.

2. Con una pipeta Pasteur estéril, se procedio a tomar una gota de semen puro
la que se coloco en el portaobjeto para su lectura

3. Finalmente, se observoé en el microscopio con el lente de 10x, apreciandose

movimientos en masa.

Tabla 4. Calificacién de movimiento en masa

Calificacién Valor Movimiento en Masa
5 Muy buena 75-100 Movimiento ondulatorio. Remolinos rapidos
4 Buena 50-75 Movimiento ondulado rapido, Remolinos lentos
3 Regular 25-50 Movimiento ondulado general. Oscilante
2 Mala 0-25 Movimiento muy lento
1 Muy mala 10 Movilidad individual
0 Muertos 0 Inmovilidad total

Fuente: (Aké et al.,2017) (Aisen, 2004).
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Motilidad individual

Para la determinacion de la motilidad individual se utilizé un portaobjetos, cubre objetos

y el microscopio del laboratorio, La evaluacion se realizé de la siguiente manera:

Se calento en la platina térmica a 37 °C los portaobjetos y cubreobjetos para
evitar un choque térmico al momento de colocar la gota de semen diluido la cual
también se encontraba a la misma temperatura

Con una pipeta Pasteur se coloc6 una gota de semen diluido con los dilutores
comerciales (Optixcell, Andromed, Steridyl) preparados previamente cada uno
a una dilucion de 1:4 antes de hacer la lectura en el portaobjeto y luego se cubrio
con una lamina cubreobjetos para la lectura.

La lamina preparada fue llevada al microscopio para su evaluacion en una lente
a 40x, luego se observé campos por muestra, buscando campos donde se
observardn a los espermatozoides separados y sin aglomeraciones para
proporcionar una estimacion del porcentaje de motilidad individual de

espermatozoides con movimiento lineal progresivo.

Tabla 5. Calificacion de Motilidad Individual

Valor Clase Descripcion
5 Muy buena El 90% o mas de los espermatozoides son activos (muy
rapido)
Buena Entre un 70-85 %de células activas (rapido)
Regular Entre un 45-65% de células activas (moderado)
2 Pobre Entre un 20-40% de movilidad espermaticas, aunque muy leve
(lento)
1 Muy pobre Alrededor de un 10% presenta movimientos, aunque muy débil
(muy lento)
0 Muertos No se observa ninglin movimiento en los espermatozoides

Fuente: (Evans,1990) (Aisen. 2004).
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5.2.6. Preparacién de los dilutores

Se contempld la preparacion del dilutor para el dia de su utilizacién o posterior a ella.
Los dilutores fueron preparados de acuerdo a las recomendaciones técnicas de cada

casa comercial como se describe a continuacion:
1. Optixcell

El dilutor Optixcell, se prepar6 en una relacién 1:2 con agua destilada estéril
previamente temperado a 37°C de acuerdo al volumen requerido, es posible preparar
Optixcell, siempre que se mantenga la proporcion de 2 partes de agua con 1 parte de
concentrado(dilutor), los componentes de la solucion deben estar a una temperatura
de 37°C formando una solucién homogénea en la bureta la que debe ser cubierta con

papel film para asegurarnos que esta no se derrame al momento de la mezcla.
2. Andromed®

El dilutor Andromed®, se preparé en una relacién 1:4 con agua destilada estéril
previamente temperado a 37°C, de acuerdo al volumen requerido es posible preparar
Andromed, siempre que se mantenga la proporcion de 4 partes de agua con 1 parte
de concentrado (dilutor). El dilutor preparado AndroMed® debe temperarse antes de

Su uso en un bafo-maria a 37°C.
3. Steridyl

El dilutor Steridyl, se prepar6 en una relacion 1:1.5 con agua destilada estéril
previamente temperado a 37°C, de acuerdo al volumen requerido es posible preparar
Steridyl, siempre que se mantenga la proporcién de 1.5 partes de agua con 1 parte de
concentrado (dilutor). El dilutor preparado Steridyl debe temperarse antes de su uso

en un bafio-maria a 37°C.

5.2.7. Dilucién del semen

e El tubo colector con la muestra de semen y las probetas etiquetadas con los
dilutores se colocaron en bafo de agua a 37 °C, cuidando que el agua supere

el nivel del material seminal, para asegurar la uniformidad térmica.
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e El semen fresco se diluyé a 37 °C, agregando suavemente el semen por las
paredes del recipiente que contiene cada dilutor a la mitad de la concentracion
deseada, Para la dilusion se la realizo en una relacion de una parte de dilutor
por cuatro partes de semen 1:4 (semen: dilutor, ml/ml),

e Se homogenizo suavemente el semen y el diluyente mediante una agitacion
manual.

e El semen parcialmente diluido se enfrié gradualmente hasta 5 °C en un periodo
de 45 a 50 minutos, para lograr una preservacion adecuada de los
espermatozoides evitando el shock térmico, se debe realizar este procedimiento
porque es necesario el descenso cuidadoso de la temperatura de 37°C hasta
5°C

e El semen enfriado se diluy6 lentamente, mediante la adicion de los dilutores
comerciales.

e Al finalizar la dilucién, el semen ampliado se analiz6 mediante el microscopio
para observar la motilidad individual. Por medio de este examen se determind

el porcentaje de espermatozoides motiles en las muestras.

5.2.7.1. Periodo de adaptacion y equilibramiento

Una vez mezclados el semen con el dilutor, se procedié con el periodo de adaptacion
al frio, alcanzando una temperatura de 5 °C, la siguiente etapa es el equilibramiento
gue consiste como el tiempo en el cual el glicerol del dilutor penetra dentro de los
espermatozoides y se establece un equilibramiento intra y extracelulares, asi como
otros componentes activos se equilibran durante este tiempo agua, fosfolipidos que se

reagrupan y desplazan a las proteinas durante tres a cuatro horas.

5.2.7.2. Rotulado de pajuelas

Las pajuelas se identificaron con un marcador indeleble con el siguiente detalle:

Numero de arete y nombre del carnero y fecha de procesamiento.
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5.2.7.3. Envasado del semen en pajuelas

Antes del envasado el semen diluido se introdujo a un camara de refrigeracion hasta
llegar 5°C durante 3 horas para equilibrar la temperatura de las muestras, transcurridas
las 3 horas cada una de las muestras diluidas fueron preparadas para el envasado. Se

homogenizo muy bien el semen diluido antes de proceder al llenado de las pajuelas.

Para proceder al llenado de las pajuelas se les toma del extremo con tapén (para no
transmitir el calor de la mano al semen). Las pajuelas se cargaron pipeteando las dosis

seminales a través del tapon sumergiendo el extremo sin tapon en el semen.

Una vez llenadas se secaron con papel absorbente, creando un vacio en el extremo
sin tapén y se sella dicho extremo con golpes suaves y perpendiculares sobre una
placa que contenga el polvo de alcohol polivinilico. Inmediatamente se sumergen en
un recipiente con agua para que gelifique y selle el tapon recientemente formado. Es

importante que esta operacion se lleve a cabo con rapidez y a baja temperatura.

Cuando se vayan a congelar pajuelas se debe dejar un pequefio espacio de aire en
ellas (en el extremo por donde se llena) para evitar que se rompan al congelarlas. Las
pajuelas que contenga el semen diluido, se enfrian en dos etapas, se coloca en
pajuelas premarcadas, después de enfriadas a 5°C, se mantiene a esa temperatura
durante 1,0-1,5 horas, para que exista equilibrio entre el semen y el glicerol, y luego

se congelan.

5.2.7.4. Congelado de pajuelas

Antes del congelamiento de las pajuelas se volvié a realizar dos pasos que ya se

hicieron anteriormente.

e Refrigeracion (Llevando las pajuelas a una temperatura de 5°C) estabilizacion

o equilibrio

El proceso de congelacion se realiz6 en relacion a los protocolos empleados en cada
uno de los dilutores, el semen de ovino una vez que fue diluido, envasado y secado

con papel absorbente fueron colocados en un marco de aluminio apoyando solo sus
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extremos y cuidando que no se toquen entre si. La congelacion se realizé colocando
las pajuelas en una canastilla y con la ayuda de una toalla se evito la salida del vapor
de nitrdgeno mientras las pajuelas se encontraban suspendidas a unos 6 centimetros

sobre la superficie de nitrdgeno procediéndose el congelamiento gradual.

El congelado se realizé sobre vapores de nitrégeno liquido, de 5 °C se descendi6 a -

120 y -130 °C manteniendo las pajuelas en forma vertical.

La duracion del congelado fue de 10 minutos. Una vez congelada las pajuelas se las
sumergié en nitrogeno liquido a — 196 °C en un termo, hasta el momento de la

descongelacién para su evaluacion.

5.2.7.5. Almacenamiento de pajuelas

Las pajuelas de semen congelado de carnero fueron almacenadas en tanques con

nitrégeno liquido a -196 °C.

I

Figura 13. Almacenamiento del semen congelado

Fuente: Elaboracién propia (2022)

5.2.7.6. Descongelaciéon de las pajuelas

Las temperaturas y velocidades de descongelamiento son criticas para la fertilidad del
semen, mencionandose como norma general que mientras mas rapido se congele y
descongele el semen se obtendrd una mayor recuperacion espermatica (Valencia et
al.,, 1994). A la hora de evaluar el semen descongelado, el factor mas importante a
tomar en cuenta es el estudio de la motilidad, seguido por el porcentaje de acrosomias,

la resistencia osmotica, el porcentaje de espermatozoides vivos, anormalidades
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espermaticas, actividad enzimatica intracelular o extracelular y finalmente otros

factores como la aglutinacion o penetracion de ovocitos (Vazquez et al.,1998).

Tomando en cuenta a varios autores, se procedié al descongelamiento de las pajuelas
después de mantenerlas almacenadas en nitrégeno liquido, se tomaron las pajuelas

del termo que se encontraban a una temperatura de -196°C, previamente identificadas.

e Las pajuelas se descongelaron a bafio maria, colocando especial
atencion a la temperatura y tiempo de permanencia durante el proceso.

e Se las sumergieron en agua a 37°C por 10 - 30 segundos, transcurrido el
tiempo fueron retiradas del agua y secadas con papel toalla.

e Se realizaron cortes en los extremos de la pajuela para luego observar la
muestra.

¢ Inmediatamente se evalué el porcentaje de espermatozoides vivos,
muertos y anormales mediante la tincidon de eosina-nigrosina, ademas el

movimiento progresivo.
5.2.8. Analisis del semen post descongelado

En la evaluacion post-descongelamiento se realizé la estimacion de la calidad del
semen al descongelamiento con el uso de dilutores comerciales para su

criopreservacion.
5.2.8.1. Motilidad individual post descongelado

Indicador importante de la viabilidad de los espermatozoides al descongelamiento. Se
coloco una gota de semen entre el porta y cubreobjetos que estaban atemperadas,
posteriormente se procedid a evaluar en el microscopio optico a 40X, se observaron

los campos para calcular el porcentaje de espermatozoides con movilidad.

e Tincion vital (eosina-nigrosina)
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Una vez realizada la evaluacion motilidad individual se procedi6 a realizar las tinciones
para el conteo de espermatozoides vivos y muertos como también con la tincion se
observa la presencia y ausencia de los acrosomas en las células espermaticas.

utilizando la técnica descrita por (Evans y Maxwell,1990).

En un portaobjetos se colocé una gota de eosina-nigrosina, luego una gota de semen
descongelado, inmediatamente se homogenizo la muestra para luego realizar un frotis,
se dej6 reposar por unos segundos para luego llevarlo a observacion donde se cont6
100 espermatozoides en campos diferentes con objetivo 100X del microscopio. (Torres
y Agraz, 1989).

5.2.8.2. Vitalidad espermaética

Se realiz6 la homogenizacion de una gota de semen con otra gota de eosina-nigrosina
en el portaobjetos, luego se realizé un frotis y se dejé reposar por unos segundos. Se
llevé a observacion con un objetivo de 100X con aceite de inmersién. Se examin6 10
campos diferentes. En la observacion y evaluacion, las células muertas aparecieron

tefiidas con un tono rosado y las células vivas aparecieron claras no tefiidas.

5.2.8.3. Morfologia espermatica

Se realiz6 la homogenizacion de una gota de semen con otra gota de eosina-nigrosina
en el portaobjetos, luego se realizd un frotis y se dejé reposar por unos segundos en
la platina térmica. Y se la llevd a observacion con un objetivo de 100X con aceite de
inmersién. Se examind 10 campos diferentes, diferenciando las células normales de
las anormales. El estado del acrosoma fue facilmente evaluado por la clara tincién
parpura que presentd el contenido acrosoma, asi como se mostraron las

anormalidades de estas.

5.2.8.3.1. Anormalidades de los espermatozoides

Las anormalidades se clasifican en primarias o secundarias segun el lugar donde se
localicen. Las anormalidades primarias representan alteraciones de la
espermiogénesis (es decir, dentro los testiculos), y pueden ser cabezas dobles,

macrocéfalo, microcéfalo, colas enrolladas, colas dobles, gota citoplasmatica proximal,
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etc. En tanto que las anomalias secundarias son inespecificas y ocurren durante el
transito por el epididimo (gota citoplasmatica mediales distales, colas rotas, etc.) estas

anormalidades pueden apreciarse en las siguientes imagenes.

Figura 14. Espermatozoides de carnero tefiidos con la coloracion negrosina-eocina

Fuente: Elaboracién propia (2022)
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5.3. Disefio experimental y analisis estadistico

Para el andlisis de los valores resultantes del estudio se los dividié en dos fases

Fase 1. Disefio experimental

Para esta fase se consideré un disefio completamente aleatorio (DCA) con el factor

“carnero” es decir dos tratamientos

5.3.1. Modelo estadistico

El modelo estadistico mas adecuado a la investigacion fue la prueba de t de Student
para medias independientes por que permite realizar comparaciones de medias en

muestras pequefias con nimeros de datos menor a 30 datos (Murray y Larry, 2001).

X1 — X2

Sc oS¢
n T n,

S = \/(nl—l) $1%+(np ~1S,”
¢ ny+n, —2
Donde:
t.=t calculado
X,= Promedio de datos carnero 1,5 afios
X,= Promedio de datos carnero 3,5 afios
S.= Desviacién estandar calculado
n,= NUmero de datos carnero 1,5 afios
n,= NUmero de datos carnero 3,5 afios
S,= Desviacion estandar de carnero 1,5 afios

S,= Desviacion estandar de carnero 3,5 afios

e Factor de estudio

El presente trabajo de investigacion se basa en el estudio de semen fresco de ovino

de dos carneros de diferentes edades
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5.3.2. Tratamientos
Edad de carnero 3,5 afios

Edad de carnero 1,5 afios

5.3.3. Variables de respuesta estudiadas
Volumen
pH
Motilidad masal (MM)

Fase 2. Disefio experimental

En la investigacion se estudi6 el efecto de dos factores de estudio; el factor A estuvo
constituido por tres tratamientos de criopreservacion considerando la utilizacién de tres
dilutores comerciales (Optixcell®, Steridyl y AndroMed®), mientras que en el factor B
se consideré la utilizacion de la edad de los carneros para la distribucion de

tratamientos y analisis de resultados al post descongelamiento (Ochoa, 2007).
5.3.4. Modelo estadistico

Las cuales se analizaron con un disefio completamente al azar (DCA) con arreglo bi

factorial cuyo modelo es:
Yijk = p +ai + Bj +(aB)ij+€jx
Doénde:
Yijk: Una observacién cualquiera
u : Media general
ai: Efecto i-esimo nivel del factor dilutor (A)

Bj: Efecto i-esimo nivel del factor carnero (B)

(ap)ij: Efecto de la interaccion dilutor y carnero (AxB)

€jjk- Error Experimental

En esta fase se considero6 2 factores los cuales fueron:
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e Factor A: Dilutores e Factor B: Carneros (edad)

al: Optixcell bl: 3,5 afios
a2: Steridyl b2:1,5 afios

a3: Andromed

5.3.5. Tratamientos

al: Optixcell
a2: Steridyl
a3: Andromed

e Combinaciones

Combinaciones dilutores
por carneros
FACTORA |FACTORB I ]
bl albl albl
al b2 alb2 alb2
bl a2bl az2bl
a2 b2 a2b2 az2b2
bl a3bl a3bl
a3 b2 a3b2 a3b2

5.3.6. Variables de respuesta estudiadas

Para cuantificar el comportamiento de los tratamientos descritos, se realizaron
evaluaciones a la dilusion y post descongelacion del semen ovino, midiendo las

siguientes variables.

Motilidad individual (MI): motilidad de los espermatozoides con movimiento
lineal progresivo a la dilusién.

Motilidad individual (MI): motilidad de espermatozoides con movimiento lineal
progresivo al descongelamiento, para determinar la habilidad de cada diluyente
como protector durante el congelamiento profundo (-196 °C).

Vitalidad porcentaje de vivos y muertos al descongelamiento

Morfologia porcentaje de normales y anormales al descongelamiento
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5.4. Analisis econ6mico
5.4.1. Determinacion de costos

Para el célculo de costos de produccion en la elaboracién de las pajuelas
crioconservadas con los diferentes dilutores, se realizd un estimado de los costos fijos
y costos variables en que se incurrid, para poder determinar el costo total de cada

dilutor por pajuela.

Depreciaciones

_CI—CF

Donde:
DP= Depreciacion
CI= Costo inicial
CF= Costo final
VU= Vida dtil

5.4.2. Determinaciéon del costo total

El costo total fue calculado mediante la suma de los costos fijos y los costos variables,

utilizando la siguiente formula:

CT=CVT + CFT

Donde:

CT = Costo total
CVT= Costo variable total
CFT= Costo fijo total

5.4.3. Determinacion de costos de produccion

Desembolso efectivo que se hace en la adquisicion de factores de produccién
empleados para producir bienes y servicios.
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5.4.4. Determinacion del ingreso o beneficio bruto

El valor monetario se obtiene de multiplicar el volumen o rendimiento de la produccion

por el precio de ese producto.
5.4.5. Determinacion del ingreso o beneficio neto

Compensacion a todos los recursos que se usan en la produccion, se obtiene restando

el total de los costos variables de los ingresos brutos (Herrera et al., 1994).
beneficio neto = total de beneficio bruto — total costos variables
5.4.6. Determinacion de beneficio / costo

Es el retorno en dinero obtenido por cada unidad monetaria invertida. Por definicién
resulta, de dividir en ingreso bruto (Herrera et al., 1994).

Para efectuar el calculo de beneficio / costo de produccion en la elaboracion de las
pajuelas crioconservadas con los diferentes dilutores, se realizé un estimado de los
beneficios brutos y neto en que se incurrié, para poder determinar el beneficio al

producir las pajuelas por cada dilutor.

Donde:

BC= Beneficio costo
BBT= Beneficio bruto total

CT=Costos totales
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Caracteristicas macroscépicas y microscépicas en semen fresco

6.1.1. Volumen de semen fresco

En la tabla 6 se observa la comparacion de los volumenes obtenidos de los carneros

en la variable volumen en semen fresco realizada para las edades de los carneros.

Tabla 6. Prueba de “t” Student para el volumen en semen fresco por edad de

carnero

Edades Media volumen t - Student
Edad 1,5 afios 1,76 A
Edad 3,5 afios 1,78 A

(**) = altamente significativa;( *) = Significativo; NS = no significativo

En la Tabla 6 nos indica que al realizar la comparacion de medias de la prueba de “t”
student a la probabilidad del (5%) nos muestra que no existen diferencias significativas
estadisticamente(p>0.05), para el volumen en semen fresco para cada carnero, las
edades no influyeron en la variable, ya que las muestras se evalian en semen fresco,
por lo tanto, cada carnero tubo un resultado sobre la variable volumen, indicando que

los datos son confiables ya que estan dentro del rango permitido.

1,785 1.78
. 1,78
E 1775
c 1,77
£

1,765
s 1,76
o 1,76
>

1,755

1,75

3,5 aflos 1,5 afos

Edades de los carneros

3,5 afos 1,5 afios

Figura 15. Comparacion de medias “t” student para volumen en semen fresco
En la figura 15 se puede observar las muestras obtenidas del carnero de 3.5 afios

presento un volumen de 1.78 mly el carnero de 1.5 afios presento un volumen de 1.76
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ml, segun Garner y Hafez (2000) los volimenes de semen estan dentro los rangos de

0.8 a 1.2 ml siendo los resultados obtenidos en la presente investigacion superiores.

Segun Ramos (2011), al evaluar el Efecto de dilutores y dos tiempos de equilibrio en
la criopreservacion de semen ovino, obtuvo en semen fresco un volumen de eyaculado
para carneros de tres edades (1.7, 2.7 y 4.5 afos), donde no reporté diferencia
significativa entre edades (P>0.05), posiblemente porque las edades evaluadas se
encontraban en una etapa de reproduccion activa, aunque los animales con mayor

edad, presentaron mayores volumenes de semen. Lo mismo que en esta investigacion.

Estos promedios de volumen de semen encontrados en el presente trabajo, estan
dentro los rangos obtenidos por Orellana (2009) Caracteristicas seminales e integridad
de la membrana espermética post refrigeracion en carneros Blackbelly y Assaf del
banco nacional de semen — La Molina, que reporta de 36 eyaculados para ambas
razas Assaf y Blackbelly, un volumen promedio de 1.94 + 0,69cc y 1,43 = 0,58cc
respectivamente encontrandose diferencias significativas (P<0,05) cuyas edades
oscilaban entre 3,5 afios, Palacios (2005) con 1.25 ml para la raza Blackbelly con
cuatro afos de edad y Chunata (2019), quien reporta volumenes entre 1.43 - 1.83 ml

para la raza Blackbelly y Pelibuey razas tropicales de 31 meses.

6.1.2. pH de semen fresco

En la tabla 7 se observa la comparacion de la variable pH en semen fresco realizada

para cada carnero.

Tabla 7. Prueba de “t” Student para el pH en semen fresco por edad de carnero

Edades Media pH t - Student
Edad 1,5 afios 6,86 A
Edad 3,5 afios 6,74 A

(**) = altamente significativa;( *) = Significativo; NS = no significativo

En la tabla 7 nos indica que al realizar la comparacién de medias de la prueba de “t”
student a la probabilidad del (5%) nos muestra que no existen diferencias significativas
estadisticamente(p>0.05), indicando que el efecto de edades no influyo sobre los
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resultados en semen fresco de carneros Corriedale, pero también muestra que si

existe diferencia numérica.

6,88 6,86
6,86

6,84
6,82

6,8
6,78
076 6,74
6,74
6,72

6,7
6,68

pH de semen fresco

1,5 afios 3,5 afos
Edades de los carneros

w 1,5 afios 13,5 afios

Figura 16. Comparacion de medias “t” student para pH en semen fresco de carneros

En la figura 16 se pueden observar los valores de pH obtenidos del semen de carneros
no presentaron diferencias significativas (P >0.05). se pueden interpretar que el efecto
de las edades no influyo en los resultados obtenidos, donde el semen de carneros con
mayor edad presentd una mayor concentracién espermatica, por tanto, una mayor
acidez, en tanto el carnero joven presento una alta concentracion espermatica con
tendencia a la alcalinidad en su pH arrojando resultados para el carnero de 1,5 afios
presentando un pH de 6.86, a diferencia del carnero de 3,5 afos que presento un pH
de 6.74. Estos promedios, estan dentro los rangos encontrados por varios autores,
como Garner y Hafez (2000), con 5.9 - 7.3.

Ramos (2011), reporto valores de 7,0 a 6.8 trabajando con carneros de la raza
Corridale; Orellana (2009), obtuvo un pH de 7,0 donde trabajo con las razas de Assaf
y Blackbelly. El cual indica que un semen de buena calidad, tiende a ser ligeramente
acido a neutro sin sobrepasar los valores llegando a alcalinidad ya que este valores
superiores a 7,6 estan asociados con alteraciones en las reacciones genitales, la
acidez depende del numero de células espermaticas por cuanto a mayor
concentracion de células mayor metabolismo en consecuencia mayor produccion de
acido lactico; en cambio la alcalinidad existe cuando se tiene menor concentracion de

espermatozoides en consecuencia poca actividad espermatica. Los valores promedio
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encontrados por Sanchez (2009), "Efecto de dos dilutores sobre la motilidad y el
porcentaje de espermatozoides vivos en el semen congelado de ovino (ovis aries)"
para el pH fueron de 6.57 + 0.02 para la raza Blackbelly y 6.57 + 0.01 para la raza
Assaf esta dentro de los rangos normales reportados por Hafez, (2000); sin embargo,
se muestran por debajo de los citados por Gibbons et al. (2004), Estas diferencias
pueden atribuirse a los factores raza, individuo, frecuencia de coleccion y destreza del

operador, tal como lo manifiestan Evans y Maxwell, (1990) y Gibbons et al. (2004).

6.1.3. Motilidad masal de semen fresco

En latabla 8 se observa la comparacion de la variable motilidad masal en semen fresco

realizada para cada carnero.

Tabla 8. Prueba de “t” Student para motilidad masal en semen fresco por edad

de carnero
Edades Media Motilidad Masal t - Student
Edad 1,5 afios 4.8 A
Edad 3,5 afos 5 A

(**) = altamente significativa;( *) = Significativo; NS = no significativo.

En la tabla 8 nos indica que al realizar la comparacién de medias de la prueba de “t”
student a la probabilidad del (5%), se observa los promedios de la variable motilidad
masal entre carneros de semen fresco, donde se puede evidenciar que no existe
diferencias significativas (P>0.05). Sin embargo, la valoracién de motilidad masal
obtenida varia de 4 a 5, considerando la escala de valoracion, donde el carnero con
3,5 afios de edad obtuvo la valoracién “5”, y para el carnero mas joven 1.5 afos se
obtuvo una valoracion “4” Finalmente, para la valoracién de “2, 1y 0” no se presentaron
casos ya que de ser asi estos serian descartados como buena muestra de semen
datos respaldados por (Cueto,2004; Gibbons, 2016) (Maxwell Evans, 1990).
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Figura17. Comparaciéon de medias “t” student para motilidad masal en semen

fresco

En la figura 17 se observan la calificacion de la variable de respuesta motilidad masal
en semen fresco, la valoracion de motilidad masal obtenida varia de 4 a 5,
considerando la escala de valoracién, donde el carnero con 3,5 afios de edad obtuvo
la valoracion “5”, y para el carnero mas joven 1.5 afios se obtuvo una valoracion “4,8”
Finalmente, para la valoracion de “2, 1 y 0” no se presentaron casos ya que de ser asi
estos serian descartados como buena muestra de semen datos respaldados por
(Cueto0,2004; Gibbons, 2016) (Maxwell Evans, 1990).

Palacios (2005), quien reporta motilidad masal de alto grado en la escala de Herman
Swanson, entre 4y 5, por la alta concentracion espermatica ovina; sin embargo, estos
resultados probablemente estan influenciados por la metodologia de coleccion, época
realizada, edad de los carneros, condiciones medio ambientales al momento de la

coleccion tal como indica (Cordova-lzquierdo et.al., 2006).

Por su parte Ramos (2011), realizo el andlisis en semen fresco de las razas Corridale
obteniendo un promedio de motilidad masal de 5 para el carnero de 2,7 afios, 4 para
el carnero de 4,5 afios y 3 para el carnero de 1,7 afos, por lo tanto, los resultados
indican que la valoracion de motilidad masal varia de 3 a 5, considerando la escala de

Herman Swanson.
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Orellana (2009), indica que los resultados de la motilidad masal de la raza Assaf y la
raza Blackbelly de 77 + 8.18% y 73 + 6 % respectivamente. No evidenciaron
diferencias significativas entre los promedios (P>0,05). Estos resultados son
indicativos de una alta motilidad, evaluada en una escala subjetiva entre 0 y 100 %,
valorandola con un “4” tal como lo recomienda (Gibbons et al 2004); de manera que el
semen utilizado en el presente trabajo tuvo una mayor motilidad masal luego de su

colecta.

Escudero (2015), reporta resultados de la motilidad masal observada
microscopicamente, en las diferentes recolecciones realizadas, presentando un
promedio de 99,00+1,04 %, lo cual esta dentro de los rangos normales, de un semen
de calidad, aunque para la evaluacibn de este parametro se necesita mucha

experiencia ya que la apreciacion de esta variable es subjetiva.

6.2. Caracteristicas microscopicas de semen de ovino sometido a dilusion y

post descongelacion.
6.2.1. Motilidad individual en semen diluido por dilutores

En la tabla 9 se observa el analisis de varianza de la motilidad individual de semen
diluido

Tabla 9. Andlisis de la motilidad individual en semen diluido antes del

congelamiento

FV SC GL CM F p-valor
Dilutores 368,6 2 184,3 7,85  0,0024**
Edades 100,83 1 100,83 4,3 0,0491*
Dilutores*Edades 164,87 2 82,43 3,51 0,0459*
Error 563,2 24 23,47
Total 1197,5 29

CV: Coeficiente de variacion 5,8% (**) = altamente significativa;(*) = Significativo; NS = no significativo.

La tabla 9 nos indica que en el andlisis estadistico si existe diferencias altamente
significativas entre los dilutores Factor A (P<0.01) con un coeficiente de variacion de

5,8%, indica que los datos son confiables. También nos muestra que existe una
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diferencia significativa en el Factor B (P<0.05) entre los promedios de motilidad
individual. Entre la edad de ambos carneros donde el carnero 1232 “Gordo” con una
edad de 3,5 afios , presento uno de los promedios mas elevados de motilidad individual
siendo superior estadisticamente al carnero 1330 “Rojo” mostrando que ambos
carneros presentaron promedio casi similares estadisticamente, significando que las
muestras colectadas son de buena calidad al apreciar el movimiento individual de las
células espermaticas de forma progresiva y rectilinea el cual es un indicador de la
viabilidad del semen ya que puede aplicarse en un programa de inseminacion. En la
interaccion de dilutores por edad se observa una diferencia estadisticamente

significativa (P<0.05).
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Figura 18. Motilidad individual espermética del semen de ovino antes del
congelamiento por dilutores.
En la figura 18 mediante las pruebas estadisticas de Tukey los tratamientos se
clasifican en dos grupos (A y B). En cuanto a las medias obtenidas Optixcell con 86,6
% de motilidad individual diluido representado por la letra B es mayor con respecto a
Steridyl con 85,3% que también se representa por la letra B indicando que el de menor

motilidad individual a la dilusién fue de Andromed con un 78,6%.
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Pillajo (2015), reporto resultados donde se observan valores de Motilidad Individual,
de los diferentes Diluyentes (Factor A) e interacciones frente a la edad. Presentan en

promedio general para: Andromed 58,5%, Triladyl 77,5% y Optixcell el 61,75%.

Los datos reportados por Escudero (2015) indican que la motilidad individual registrada
en el semen de carnero luego del periodo de estabilizacién pre criopreservacion
presento diferencias estadisticas (P<0,01), es asi que se identificé la mejor motilidad
individual en el semen, al emplear congelamiento lento y diluyente Triladyl alcanzando
una media de 90.1 % Andromed con 85,30 % y Ovixcell con 80% de motilidad,
posteriormente fue registrado el promedio alcanzado en el semen procesado al
emplear congelamiento lento. Mufios (2018), en un estudio comparativo de tres
diluyentes (Andromed. Triladyl y Citrato de sodio con yema de huevo) en la
preservacion de semen caprino, los resultados de las mediciones en la primera fase
muestran que el diluyente Andromed obtuvo una recuperacién espermatica del 75%

con Triladyl 64% y el citrato de sodio 60%.

6.2.2. Motilidad individual en semen diluido dilutor por edad

En la tabla 10 se observa el andlisis de varianza de la variable motilidad individual de

semen diluido

Tabla 10. Analisis de la motilidad individual en semen diluido antes del

congelamiento

FV SC GL CM F p-valor
Dilutores 368,6 2 184,3 7,85 0,0024**
Edades 100,83 1 100,83 4,3 0,0491*
Dilutores*Edades 164,87 2 82,43 3,51  0,0459*
Error 563,2 24 23,47
Total 1197,5 29

CV: Coeficiente de variacion 5,8% (**) = altamente significativa;(*) = Significativo; NS = no significativo.

En la tabla 10 se observa que en la interaccion de dilutores por edad si existe una

diferencia estadisticamente significativa de (P<0.05) en las pruebas de Tukey.
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Figura 19. Motilidad individual espermatica del semen antes del congelamiento

dilutor por carnero.
La figura 19 muestra que en la interaccion dilutores por edad se formaron dos grupos
(A'y B) donde el carnero 1232 “Gordo” con una edad de 3,5 afios, presentd uno de los
promedios mas elevados de motilidad individual con cada uno de los dilutores dando
un valor para Optixcell 87,2%; Steridyl 86%; y Andromed 83,6% siendo superior
estadisticamente al carnero 1330 “Rojo” con una edad de 1,5 afos que presentd un
promedio de motilidad individual antes del congelamiento con Optixcell 86,4%; Steridyl
84,2; y Andromed 76,6%.

Ramos (2011), no encontr0 resultados estadisticamente significativos para la

interaccién. con un coeficiente de variacion del experimento de 6,30%.

6.2.3. Motilidad individual en semen diluido por edad

En la tabla 11 se observa el analisis de varianza de la variable motilidad individual de

semen diluido.
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Tabla 11. Analisis de la motilidad individual en semen diluido antes del

congelamiento

FV SC GL CM F p-valor
Dilutores 368,6 2 184,3 7,85 0,0024**
Edades 100,83 1 100,83 4,3 0,0491*
Dilutores*Edades 164,87 2 82,43 3,51 0,0459*
Error 563,2 24 23,47
Total 1197,5 29

CV: Coeficiente de variacion 5,8% (**) = altamente significativa;(*) = Significativo; NS = no significativo.

Latabla 11 muestra que existe una diferencia significativa en el Factor B (P<0.05) entre
los promedios de motilidad individual dilutor por edad donde el carnero 1232 “Gordo”
con una edad de 3,5 afos, presentd uno de los promedios elevado de motilidad
individual siendo superior estadisticamente al carnero 1330 “Rojo” mostrando que los
carneros presentaron promedios casi similares estadisticamente. significando que las
muestras colectadas son de buena calidad por apreciar el movimiento individual de las
células espermaticas de forma progresiva y rectilinea el cual es un indicador de la

viabilidad del semen ya que puede aplicarse en un programa de inseminacion.
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Figura 20. Motilidad individual espermatica antes del congelamiento por edad
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La figura 20 nos muestra que la motilidad individual a la dilusion por edad de carnero
se obtuvo los resultados del carnero 1232 “Gordo” con una edad de 3,5 afos, presento
un promedio de 85.3% de motilidad individual, siendo superior estadisticamente al
carnero 1330 “Rojo” con una edad de 1,5 afos que presenté un promedio de motilidad

individual antes del congelamiento de 81,67%.

Por su parte Ramos (2011) en el analisis de varianza de la motilidad espermética en
el semen diluido no detecto diferencias significativas (P >0,05), entre edades de los

carneros factor A.

6.2.4. Motilidad individual en semen post descongelado por dilutores

En latabla 12 se observa los resultados del analisis de varianza de la variable motilidad

individual post descongelamiento.

Tabla 12. Analisis de la motilidad individual en semen post descongelado.

FV SC GL CM F p-valor
Dilutores 909,07 2 454,53 23,69 <0,0001**
Edades 50,7 1 50,7 2,64 0,1171NS
Dilutores*Edades 15,2 2 7,6 0,4 0,6772NS
Error 460,4 24 19,18
Total 1435,37 29

CV: Coeficiente de variacion 7,15 % (**) = altamente significativa;(*) = Significativo; NS = no significativo.

En la tabla 12 el analisis de varianza determind, que los efectos debido a los dilutores
(Tratamientos) presentaron diferencias altamente significativas (P<0,01). muestra que
en el analisis de varianza se considero el efecto de Factor B (edades) como también
en la interaccién entre Factor A 'y Factor B dilutores por edad de carnero (P>0,05), que

son estadisticamente no significativos.
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Figura 21. Motilidad individual del semen post descongelado por dilutores.

En la figura 21 las pruebas estadisticas muestran diferencias altamente significativas
entre el factor A clasificados en tres grupos, presentando un promedio general en el
efecto de los dilutores sobre la variable motilidad Individual de los espermatozoides
post descongelado, donde el dilutor Optixcell es mayor con el 66.8%; en comparacion
al Steridyl con 60,7%; mostrando una disminucién en la motilidad espermatica para
Andromed con un 53,1%, conforme el progreso del congelamiento, esto podria ser
debido a los cambios que ocurrieron en las células espermaticas por diferentes

factores, como la disminucion o aumento de temperatura durante el procesamiento.

Por otro lado, Escudero (2015), en su investigacion sobre. Preservacion de semen
ovino mediante vitrificacion y congelamiento lento, utilizando diferentes diluyentes
comerciales, en ovinos Corriedale registra una motilidad individual determinada en el
semen de carnero luego del periodo de estabilizacion pre criopreservacion presenté
diferencias estadisticas (P<0,01) es asi que se identificd la mejor motilidad Individual
en el semen, al emplear el sistema de congelamiento lento de 45 y 90 dias con los
diluyentes Triladyl alcanzando una media de 4,80 correspondiendo esta calificacion a
74 %, Andromed 4.10 equivalente a 65 % y Ovixcell con una calificacion de 4
equivalente a 60 % de motilidad resultando levemente superior al valor de motilidad

determinado al emplear Triladyl en la presente investigacion, lo que se encontraria

73



relacionado con la constitucién quimica del diluyente. siendo estos valores superiores

a los reportados en la presente investigacion.

Por su parte Pillajo (2015), reporté un andlisis de varianza con diferencias
significativas. En lo referente a la variable motilidad Individual (%), tipos de diluyentes
(Factor B), el empleo de Triladyl consiguio el mayor porcentaje de motilidad con 73,3
%, estadisticamente superior a los demas tratamientos, siguiéndole por detrds esta
Optixcell con 56% de motilidad, siendo el de menor motilidad para el Andromed con
46,3 %.

En un estudio comparativo de tres diluyentes (Andromed. Triladyl y Citrato de sodio
con yema de huevo) en la preservacion de semen caprino Mufios (2018), reporto
resultados de las mediciones en la fase de post-descongelacion la tendencia que se
observé fue que el diluyente Andromed obtuvo una recuperacion espermatica mayor
del 40%, Triladyl 29% vy el citrato de sodio 22%, si bien en esta investigacion el
diluyente Andromed mostro ser sobresaliente en el porcentaje de recuperacion de
motilidad espermatica respecto a los otros diluyentes en otras pruebas como el del
presente trabajo demuestran diferentes o similares resultados haciendo hincapié en la

especie animal en este caso el ovino.

6.2.5. Motilidad individual de semen post descongelado por edad

Tabla 13. Analisis de la motilidad individual en semen post descongelado
dilutor por edad.

F.V. SC GL CM F p-valor
Dilutores 909,07 2 454,53 23,69 <0,0001**
Edades 50,7 1 50,7 2,64 0,1171INS
Dilutores*Edades 15,2 2 7,6 0,4 0,6772NS
Error 460,4 24 19,18
Total 1435,37 29

CV: Coeficiente de variacion 7,15 % (**) = altamente significativa;(*) = Significativo; NS = no significativo.

La tabla 13 muestra que no existe diferencias estadisticamente significativas (P>0,05),

entre los dilutores por la edad de los carneros.
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Figura 22. Motilidad individual espermética del semen después del congelamiento
dilutor por carnero.

En la figura 22 no obstante se puede observar que existe diferencia numérica
precentando un promedio general en el efecto de los tratamientos sobre la variable
motilidad Individual de los espermatozoides post descongelado, obteniendo los
siguientes promedios para el carnero Gordo (1232) con el dilutor Optixcell 65,6%;
Steridyl 58% y para Andromed 52,4%, Para el carnero Rojo (1330) se obtuvo un
promedio para Optixcell 68%; Steridyl 63,4% y para Andromed 53,8%.

6.3. Vitalidad espermatica
6.3.1. Vitalidad espermatica en semen post descongelado por dilutores

En la tabla 14 se muestran los valores obtenidos en la evaluacion de espermatozoides

vivos después de la congelacion
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Tabla 14. Anadlisis de vitalidad espermatica en semen post descongelado

FV SC GL CM F p-valor
Dilutores 357,07 2 178,53 9,99 0,0007 **
Edades 8,53 1 8,53 0,48 0,4961NS
Dilutores*Edades 187,47 2 93,73 5,25 0,0129 *
Error 428,8 24 17,87
Total 981,87 29

CV: Coeficiente de variacion 5,21% (**) = altamente significativa;(*) = Significativo; NS = no significativo.

En la tabla 14 el analisis de varianza y comparacion de medias Tukey muestran
diferencias estadisticas altamente significativas (P<0,01), entre los dilutores Factor A,
no existe diferencias significativas (P>0,05), entre las edades de los carneros Factor
B. sin embargo, entre la interaccion de Factor A por Factor B se mostrd diferencias

significativas (P<0,05).
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Figura 23. Porcentaje de espermatozoides vivos en semen después del
congelamiento por dilutor.
La figura 23 acorde a la prueba estadistica los dilutores se clasificaron en dos grupos
respecto a las medias mostrando que existe diferencias altamente significativas
(P<0,01), entre los dilutores presentando un efecto de los dilutores sobre la variable
espermatozoides vivos (vitalidad) post descongelado, logrando una sobrevivencia
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espermatica para el dilutor Steridyl de 83,8 %; respecto a los otros dilutores con una
sobrevivencia de 83,2% para Optixcell y con una sobrevivencia menor de 76,2%, para

Andromed considerando para esta especie un valor que permite trabajar en IA.

Escudero (2015), quien en su estudio sobre preservacion de semen ovino mediante
vitrificacion y congelamiento lento, utilizando diferentes diluyentes comerciales de
semen ovino empleando tres dilutores, la vitalidad espermatica establecida en el
semen de carnero luego del periodo de estabilizacion pre criopreservacion presento
diferencias estadisticas (P<0,01), identificando la mejor vitalidad espermaética en el
semen, al emplear congelamiento lento y diluyente Triladyl alcanzando una media de
97,60 %, seguido por el valor reportado en el mismo sistema de congelacion y diluyente
Andromed con 84,30 % de vitalidad, posteriormente fue registrado el promedio
determinado en el semen procesado al emplear congelamiento lento y Ovixcell con
una media de 74,60 %.

Pillajo (2015), al trabajar con 6 carneros de las razas Corriedale y Poll Dorset, en la
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Agraria del Ecuador,
obtuvo un promedio de motilidad individual post descongelacion, En los tipos de
diluyentes (Factor B), la aplicacion de Triladyl alcanz6 el mayor porcentaje de
supervivencia del 74,5 %, estadisticamente superior a los demas tratamientos,
Optixcell 52,3 % demostrandose el menor valor para el empleo de Andromed con 42,3
%. En las interacciones se reflejé que la raza Corriedale, aplicando el diluyente Trilady!l
registr0 el mayor valor con 75,5 %, estadisticamente superior a los demas
tratamientos, Optixcell 51 % siendo el menor valor para la raza Corriedale, empleando
el diluyente Andromed con 40,5%. siendo estos datos inferiores a los que se encontrd

en el presente trabajo de investigacion.
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6.3.2. Vitalidad espermatica en semen post descongelado dilutor por edad

Tabla 15. Analisis de vitalidad espermatica en semen post descongelado

F.V. SC GL CM F p-valor
Dilutores 357,07 2 178,53 9,99 0,0007 **
Edades 8,53 1 8,53 0,48 0,4961NS
Dilutores*Edades 187,47 2 93,73 5,25 0,0129 *
Error 428,8 24 17,87
Total 981,87 29

CV: Coeficiente de variacion 5,21% (**) = altamente significativa;(*) = Significativo; NS = no significativo.

La tabla 15 muestra que existe diferencias estadisticamente significativas (P<0,05),
entre los dilutores por la edad de carneros.
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Figura 24.Porcentaje de espermatozoides vivos del semen después del
congelamiento dilutor por carnero.
La figura 24 presenta un promedio de la variable espermatozoides vivos (vitalidad) al
descongelamiento, obteniendo los siguientes promedios para el carnero Gordo (1232)
con el dilutor Optixcell 79,2 %; Steridyl 84,4 % y para Andromed 78 %; y para el carnero
Rojo (1330) se obtuvo un promedio para Optixcell 87,2 %,; Steridyl 83,2 % y para
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Andromed 74,4 %. Mostrando que existe mayor eficiencia con los dilutores Optixcell y

Steridyl para ambos carneros.

Ramos (2011), indica que el porcentaje de espermatozoides vivos, obtenidos mostro
que el carnero de mas joven de 1,7 afios presento menor porcentaje de
espermatozoides vivos con 87,3% frente al carnero de mediana edad de 2,7 afios con
92,5%.estos resultados fueron asociados al eyaculado de espermatozoides maduros,
los cuales estarian evitando un dafio a las moléculas y a las membranas celulares, por
lo que como resultado final se obtendria mayor cantidad de espermatozoides viables
en los carneros.

6.3.3. Mortalidad espermatica en semen post descongelado por dilutores

En latabla 16 se muestran los valores obtenidos en la evaluacion de espermatozoides

muertos después de la descongelacion valores por dilutor.

Tabla 16. Analisis de mortalidad espermatica en semen post descongelado

FV SC GL CM F p-valor
Dilutores 357,07 2 178,53 9,99 0,0007 **
Edades 8,53 1 8,53 0,48 0,4961NS
Dilutores*Edades 187,47 2 93,73 5,25 0,0129 *
Error 428,8 24 17,87
Total 981,87 29

CV: Coeficiente de variacion 22,33 % (**) = altamente significativa;(*) = Significativo; NS = no
significativo.

La tabla 16 indica que en el andlisis de varianza y comparacion de medias Tukey se
muestran diferencias estadisticas altamente significativas (P<0,01), entre dilutores
Factor A, no existe diferencias significativas (P<0,05), entre la edad de los carneros
Factor B, sin embargo, entre la interaccion de Factor A por Factor B se mostro
diferencias significativas (P<0,05).
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Figura 25. Porcentaje de espermatozoides muertos del semen después del
congelamiento por dilutor.

Los resultados que se presentan en la figura 25 muestra que mediante la prueba de
Tukey se formaron dos grupos que demuestran que existe diferencias altamente
significativas (P<0,01), entre los dilutores, donde el primer grupo representando por
la letra A del dilutor Andromed vy la letra B representando a los dilutores Optixcell y
Steridyl con un promedio general en el efecto de los tratamientos sobre la variable
porcentaje de espermatozoides muertos post descongelado de acuerdo al analisis de
varianza, se obtuvo un porcentaje menor de espermatozoides muertos para el dilutor
Steridyl con un 16,2 % seguido de Optixcell con 16,8% y Andromed con un resultado
de 23,8 % obteniendo una mayor cantidad de espermatozoides muertos por dilutor
evaluado.

Por su parte Pillajo (2015), reporto en la variable (%) mortalidad, En tipos de diluyentes
(Factor B), el empleo de Andromed obtuvo el mayor porcentaje de mortalidad con 58,3
%, estadisticamente superior a Optixcell con 47,8 %, siendo el de menor valor para el
uso de Triladyl con 25,5 %. En las interacciones, la raza Corriedale, aplicando como
diluyente Andromed report6é el mayor valor con 60,5 %, estadisticamente superior al
resto de tratamientos, siendo el menor valor para la raza Corriedale utilizando Triladyl
con 24,5 % de mortalidad siendo estos datos superiores a los que se encontré en el

presente trabajo de investigacion.
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6.3.4. Mortalidad espermatica en semen post descongelado dilutor por edad

En latabla 17 se muestran los valores obtenidos en la evaluacion de espermatozoides

muertos después de la descongelacion valores por dilutor.

Tabla 17. Analisis de mortalidad espermatica en semen post descongelado.

FV SC GL CM F p-valor
Dilutores 357,07 2 178,53 9,99 0,0007 **
Edades 8,53 1 8,53 0,48 0,4961NS
Dilutores*Edades 187,47 2 93,73 5,25 0,0129 *
Error 428,8 24 17,87
Total 981,87 29

CV: Coeficiente de variacién 22,33 % (**) = altamente significativa;(*) = Significativo; NS = no

significativo.

La tabla 17 muestra que existe diferencias estadisticamente significativas (P<0,05),

entre los dilutores y edad de carneros.
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Figura 26. Porcentaje de espermatozoides muertos del semen después del

congelamiento dilutor por carnero.
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La figura 26 se presenta un promedio general de la variable espermatozoides muertos
al descongelamiento, obteniendo los siguientes promedios para el carnero Gordo
(1232) de 3,5 afios siendo el de menor valor para el dilutor Steridyl 15,6 %; Optixcell
20,8 % y Andromed 25,6 %; y para el carnero Rojo (1330) de 1,5 afios se obtuvo un
promedio para Optixcell 11,4 %; Steridyl 17,2 % y para Andromed 29,2 %.

Ramos (2011) indica el porcentaje de muertos, obtenidos muestra que el carnero de
1,7 afios presento mayor porcentaje de espermatozoides muertos con 13 % frente a

los carneros de 2,7 y 4,5 afios con 8,0%y 10,0 % respectivamente.
6.4. Morfologia espermética
6.4.1. Morfologia espermatica normal en semen post descongelado

En la tabla 18 se muestran los valores obtenidos en la evaluacién de espermatozoides

vivos después de la congelacion por dilutor y edad.

Tabla 18. Analisis de espermatozoides normales en semen post descongelado.

FV SC GL CM F p-valor
Dilutores 129,27 2 64,63 2,32 0,12 NS
Edades 0,53 1 0,53 0,02 0,8911NS
Dilutores*Edades 80,87 2 40,43 1,45 0,2542NS
Error 668,8 24 27,87
Total 879,47 29

CV: Coeficiente de variacién 23,67 % (**) = altamente significativa;(*) = Significativo; NS = no
significativo.

El analisis de varianza y comparacion de medias Tukey mostraron que no existe
diferencias estadisticamente significativas (P>0,05), entre dilutores Factor A, como
tampoco existe diferencias significativas (P>0,05), entre la edad de los carneros Factor
B, tampoco existe diferencia estadistica entre la interaccién de Factor A por Factor B

(P>0,05), no obstante, presentan diferencias numéricas.
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Tabla 19. Porcentaje de espermatozoides normales en semen post

descongelado por dilutor.

Tratamientos (%)
Steridyl 93.9
Optixcell 90.6
Andromed 88.9

En la Tabla 19 se observa los promedios de la variable de respuesta espermatozoides
normales a la que se le aplico los dilutores, obteniendo un promedio de células
espermaticas normales post descongelacion para Steridyl 93,9 %, Optixcell 90,6 % y
Andromed con 88,9 % siendo el dilutor con menor nimero de células espermaticas

normales de los tres dilutores.

Tabla 20. Porcentaje de espermatozoides normales en semen post
descongelado dilutor por edad.

Tratamiento Edad (afios) (%) Dilutor por edad
Steridyl 3.5 93.2
Steridyl 1.5 94.6
Optixcell 3.5 88.8
Optixcell 1.5 92.4
Andromed 3.5 91
Andromed 15 86.6

La tabla 20 detalla la influencia inexistente de los dilutores sobre la edad sin existir
diferencias estadisticamente significativas (P<0,05), entre los dilutores y edad de
carneros, presentando un promedio general de la variable espermatozoides normales
al descongelamiento por edad, para el carnero de 3,5 afios siendo el de mejor
resultados para el dilutor Steridyl 93.2%; Optixcell 88.8 % y Andromed con un 91% de
células espermaticas normales los resultados para el carnero Rojo (1330) se obtuvo
un mejor promedio para Steridyl 94.6 %; Optixcell 92,4 y para Andromed 86,6%.

En las especies rumiantes el minimo porcentaje aceptado de espermatozoides

normales es 70% (Saacke et al., 1994), o lo que es igual, no mayor de 30% de atipias
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totales en semen que debe ser sometido a criopreservacion, debido a que gran nimero
de espermatozoides, luego del proceso de congelacion presentan dafo celular.
Cuando los espermatozoides son congelados y descongelados se ven sometidos a
varios ciclos de deshidratacion e hidratacion lo que resulta en cambios significativos

en la morfologia (Stornelli y de la Sota, 2005).

6.4.2. Morfologia espermatica anormal en semen post descongelado

En la tabla 21 se muestran los valores obtenidos en la evaluacion de espermatozoides

con anormalidades espermaticas después de la congelacion por dilutor y edad.

Tabla 21. Analisis de espermatozoides anormales en semen post

descongelado.

FV SC GL CM F p-valor
Dilutores 66,6 2 33,3 1,61 0,221 NS
Edades 19,2 1 19,2 0,93 0,3451 NS
Dilutores*Edades 18,2 2 9,1 0,44 0,6494 NS
Error 496,8 24 20,7
Total 600,8 29

CV: Coeficiente de variacion 23,67 % (**) = altamente significativa;(*) = Significativo; NS = no
significativo.

El andlisis de varianza y comparacion de medias Tukey mostraron que no existe
diferencias estadisticamente significativas (P>0,05), entre dilutores Factor A, como
tampoco existe diferencias significativas (P>0,05), entre la edad de los carneros Factor
B, tampoco existe diferencia estadistica entre la interaccién de Factor A por Factor B
(P>0,05), no obstante, cabe mencionar que estos factores si presentan diferencias

numeéricas.

Tabla 22. Porcentaje de espermatozoides anormales en semen post

descongelado por dilutores.

Tratamientos (%)

Steridyl 7.8

Andromed 8.7
Optixcell 9
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La Tabla 22 indica el efecto de la descongelacion por tratamiento mediante la prueba
de Tukey con un nivel estadistico no significativo (P<0.05) mostrando un promedio
general con un porcentaje de anormalidades es menor para el dilutor Steridyl 7,8%;
con respecto a Andromed con 8,7 % y Optixcell 9 % seguido del carnero de 1,5 afios
que obtuvo promedios con Steridyl 8%; Andromed 8.6% y Optixcell con 8,8 %
mostrando que las muestras evaluadas resultaron positivas por el bajo promedio de

anormalidades.

Tabla 23. Porcentaje de espermatozoides anormales en semen post

descongelado dilutor por edad.

Tratamiento Edad (afios) (%) Dilutor por edad
Steridyl 3.5 7.6
Steridyl 15 8
Optixcell 3.5 8.8
Optixcell 15 8.6
Andromed 3.5 9.2
Andromed 15 8.8

Por otro lado la tabla 23 indica el porcentaje de espermatozoides anormales por dilutor
y edad mediante la prueba de Tukey con un nivel estadistico no significativo (P< 0.05)
mostrando que los carneros de 3,5 afios presento un porcentaje de anormalidades con
Steridyl 7,6%; Andromed con 8,8% y Optixcell 9,2% seguido del carnero de 1,5 afios
gue obtuvo promedios con Steridyl 8%; Andromed 8.6% y Optixcell con 8,8 %
mostrando que las muestras evaluadas resultaron positivos por el bajo promedio de
anormalidades. aclara que en el presente trabajo no se evaluaron en forma especifica

las anormalidades.

Las anormalidades reportadas por Ramos (2011) detalla el porcentaje de
espermatozoides anormales por edades mediante la prueba de Duncan a un nivel de
significancia de a = 0.05, mostrando que los carneros de 1.7 afios presentaron el mayor
porcentaje de anormalidades con 15.8%, seguido del carnero de 4.5 afios con 13.0%,

finalmente el carnero de 2.7 afios con 9.7%.
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Por su parte Pillajo (2015), indico diferencias en el analisis de varianza realizado a la
variable anormalidades, dando como resultado el promedio general de anormalidades
para la raza Corriedale de 3,7% mas no se hicieron reportes de resultados de semen

de carnero tratado con dilutores comerciales.

Castillo, et.al. (2019), en el efecto de Adicion de metil-B-ciclodextrina cargada de
colesterol en la criopreservacion de semen de carnero sobre las caracteristicas
microscopicas pos-descongelacion de semen de carnero (CLC/120 x 106
espermatozoides) reporto resultados de Anormalidades espermaticas (%) con adiciéon
de 0 mg, 9.60 = 1.99 con 1mg. fue de 10.13 £ 1.94 y con 2mg de 11.23 + 1.96 sin

mostrar diferencias significativas entre las medias (p<0.05)

Hafez (2000); afirma que, este examen es una prueba de control de calidad, cada
eyaculado contiene una serie de espermatozoides anormales, pero si la proporcion de
estos es muy alta mayores del 15%, entonces nos encontramos ante un semen de
baja fertilidad, se considera normal los eyaculados con porcentajes de 5-9 % de
anormales, entre las anormalidades mas frecuentes que se encuentran en un
eyaculado tenemos; espermatozoides sin cola, cabeza grande, cabeza pequefia, cola
reducida, cabeza adelgazada, rotura de cuello y acrosoma anormal. (Evans y Maxwell,
1990), refieren que el examen morfologico del semen es una prueba de control de
calidad, cada eyaculado con tiene una serie de espermatozoides anormales de 5-10
%, pero si la proporcidén de estos es muy alta nos encontramos ante un semen de baja
fertilidad. Los espermatozoides anormales se pueden detectan mediante el frotis de

semen tefiido, preparado sobre un porta objetos (tincion de eosina-nigrosina).

Por su parte Buitrago y Pérez (2008), con el diluyente de Colas con yema de huevo
liquida los carneros presentaron un promedio de anormalidades primarias de 10,6 con
y con el diluyente de Colas con yema de huevo en polvo presentaron un promedio de
18,7 anormalidades primarias. Esto para un total de anormalidades primarias de 6%
para el diluyente de Salamon con yema de huevo liquida, 6% para el diluyente de
Salamon con yema de huevo en polvo, 5% para el diluyente de colas con yema de

huevo liquida y 10% para el diluyente de colas con yema de huevo en polvo.
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6.5. Analisis econdmico de costos estimados en la produccion de pajuelas de
semen de ovino criopreservado con el uso de diferentes dilutores

comerciales

Se estimo los costos parciales, sobre la produccion de pajuelas en la obtencién de la
motilidad progresiva del semen en carneros, después de la congelacion en base al tipo
de dilutor comercial utilizado (Optixcell, Steridyl y Andromed), que se incluye como
costos variables y el uso de diferentes reactivos al igual que los costos fijos, que

llegarian a ser los equipos de laboratorio, materiales y los carneros.

Tabla 24. Costos de produccion estimados de pajuelas de semen de ovino

criopreservadas

Costos Totales T1 Optixcell T2 Steridyl T3 Andromed
Costos fijos 8275.06 8275,06 8275,06
Costos variables 7181 6981 6861
Costos Totales (cr+cv) 15456,06 15256,06 15136,06
N° / pajuelas 1080 1080 1080

Bs / Pajuela 14.31 14.12 14.01

En la tabla 24, se observan los costos de produccion para la obtencion de 1200
pajuelas en un mes, trabajando con dos carneros. Al total del nUmero de pajuelas, se
realizé un ajuste del 10% de decremento al rendimiento, con el fin de eliminar la
sobreestimacion del producto, de acuerdo a las recomendaciones del CIMMYT (1988).
En el mismo cuadro, se observan los diferentes dilutores utilizados en el experimento,
donde expresa el costo de produccion por pajuela y tipo de dilutor. Para producir una
pajuela con el dilutor comercia Optixcell se debe invertir Bs 14.31, seguido de Steridyl
con Bs 14.12 y por ultimo el dilutor Andromed que resulté ser el mas econémico con
Bs 14.01.

6.5.1. Beneficio bruto

Resultados de la estimacién de ingresos Brutos
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Tabla 25. Estimacion de ingresos por el procesamiento de semen de carnero

Costo unitario  Costo

Tratamientos mes Cantidad Unidad (Bs) total
T1 mes 1200 dosis 14.31 17172
T2 mes 1200 dosis 14.12 16944
T3 mes 1200 dosis 14.01 16812
IBT 50928

El ingreso de produccion resulta de la multiplicacion de la cantidad de dosis (pajuelas)
de semen de ovino por el precio de produccion (14.31 bs/ dosis.) estimado por dilutor

empleado obteniendo el resultado de (BB)

6.5.2. Beneficio neto

En la tabla 26 se muestra la utilidad neta para los tratamientos empleados en la
investigacion.

Tabla 26. Analisis del beneficio neto

Tratamientos Ingreso Bruto Costos de Produccién Beneficio neto
T1 17172 15456,06 1715.94
T2 16944 15256.06 1687,94
T3 16812 15136,06 1675,94

6.5.3. Beneficio / costo

En la tabla 27 se muestra los resultados de beneficio/costos obtenidos de cada
tratamiento en (Bs).

Tabla 27. Analisis parcial de beneficio /costo

Tratamiento Ingreso bruto Costo de produccion Beneficio costo
T1 17172 15456,06 1.11
T2 16944 15256,06 1.10
T3 16812 15136,06 1.10
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De acuerdo a la tabla 27 el beneficio costo para los tres tratamientos mostro un
resultado mayor a 1, lo cual demuestra que estos tratamientos son rentables, tres
tratamientos demostraron que son rentables. El T1 ha sido el mas rentable con 1.11
de beneficio costoy el T2 y T3 con 1.10 con una diferencia de 0.01 entre tratamientos
Estos resultados nos permiten exponer con seguridad que la utilizacion de un sistema
de criopreservacion y dilutores adecuado para el semen de ovino es un recurso
rentable.
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7. CONCLUSIONES

Al comparar las medias el efecto de la edad en carneros no influyo significativamente
en las variables volumen y pH del semen fresco de ovino, presentando diferencia
numérica mas no estadistica con una probabilidad del 0,05% sin embargo ambos
carneros presentaron motilidad masal positiva calificando al de mejor motilidad masal
al carnero de 3.5 afios con (MM) de 5 que corresponde a un 90% seguido del carnero

de 1.5 con una (MM) de 4,8 que corresponde a un 85%.

Al realizar la evaluacion microscopica de semen a la dilusion los tratamientos tuvieron
una respuesta positiva con diferencias altamente significativas, se concluye que el
dilutor comercial con mejor respuesta a la dilusion fue Optixcell con 88,6%, seguido
del dilutor Steridyl con 85.3%, quedando con un 78,6% el dilutor Andromed y

mostrando también una influencia significativa en las edades de los carneros.

En la evaluacion de la motilidad individual espermatica del semen post descongelado,
los dilutores presentaron diferencias significativas mostrando resultados positivos en
la motilidad Individual post descongelado de los tratamientos con resultados de 67.5%

para Optixcell, 62.1% para Steridyl y 54.1% para Andromed.

En la evaluacion de vitalidad se obtuvo diferencias significativas para espermatozoides
Vivos sobre los tratamientos con resultados 6ptimos de 83.8% Steridyl, 83.2% Optixcell
y un 76.2% Andromed. En la mortalidad esperméatica sobre los tratamientos los
resultados para los tratamientos fueron positivos de 16.2% Steridyl, 23,8% Optixcell
un 23.8% Andromed, en ambos las edades de los carneros no influyeron

significativamente.

Los tratamientos no influyeron significativamente en la morfologia espermatica para
espermatozoides normales con resultados de 93.9% Steridyl, 90.6% Optixcell y 88.9%
Andromed. Las anormalidades espermaticas para semen post descongelado,
presentando resultados de 7.8% Steridyl, 8.7% Andromed y 9% Optixcell
respectivamente sin tener una influencia sobre las edades. La estimacion de costos de
produccion por dosis seminal determindé que entre los dilutores usados como

tratamientos el mas rentables con un beneficio/costo de 1.11 Bs es Optixcell.
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8. RECOMENDACIONES

Se recomienda el uso de los dilutores comerciales Optixcell y Steridyl para la crio-
conservacion de semen ovino, ya que demostraron un desempefio satisfactorio tanto
en el semen fresco diluido como en el semen después del proceso de descongelacion.
Si bien Andromed también presentd resultados aceptables, los otros dos dilutores

mostraron ser superiores en términos de calidad espermatica.

Se sugiere incluir estos dilutores en programas de inseminacion artificial para evaluar

su eficacia en la fertilizacion de las hembras y determinar su tasa de prefiez.

Es importante realizar mas investigaciones que involucren a otras razas de ovinos y
dilutores para poder comparar los resultados obtenidos en el presente estudio y
desarrollar recomendaciones especificas para la eleccion del diluyente adecuado en

funcion de la raza de ovinos en cuestion y otros factores relevantes.

Se recomienda difundir los resultados de la presente investigacion en centros de
procesamiento seminal, entidades educativas y entre los productores de ovinos para
fomentar el uso de dosis seminales y el mejoramiento genético en los hatos de
produccion y llevar a cabo actividades de capacitacion y transferencia de tecnologia
para ensefiar a los productores como utilizar la técnica de inseminacion artificial y

cdmo preparar las dosis seminales utilizando los diluyentes recomendados.
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ANEXOS



Anexo 1. Equipos de laboratorio

[ Horno Pasteur ] [ Bafio maria ]

Destiladora ] [ Platina térmica ]

[ Refrigerador ]

[ Estufa ]

[ Termometro digital ]
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Anexo 2. Materiales de laboratorio y reactivos

[ pH-chimetro ]

[ Micropipeta ]

Vagina artificial para
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ovino armada

[ dilutores J [ Pajuelas de 0,25 ml ]
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Anexo 3. Ficha de evaluacién de genitales externos

UNIVERSIDAD MAYOR DE SAN ANDRES
FACULTAD DE AGRONOMIA
CARRERA DE INGENIERIA AGRONOMICA
PROGRAMA MEDICINA VETERINARIA Y ZOOTECNIA
EVALUACION ANDROLOGICA
LABORATORIO DE BIOTECNOLOGIA ANIMAL CHOQUENAIRA
Fecha: Estacién: Encargado:
ID. Peso: Fecha de ncto: Raza:
EXAMEN FISICO EVALUACION SEMINAL
Condicién corporal Parametros Fresco | Post-descongelado
Patas y pezuias Volumen
Testiculos Color
Pene pH
Prepucio Motilidad masal (1-5)
Motilidad Individual
Circunferencia escrotal diluido %
encm. Motilidad Individual %
Vitalidad % (Eosina-
COMPORTAMIENTO SEXUAL nigrosina)
Libido Vivos
Capacidad de montar Muertos
Morfologia % (Eosina-
METODO DE RECOLECCION nigrosina)
Electroeyaculador Normales
Vagina artificial Anormalidades
RESPUESTA AL METODO
Protusion
Eyaculado Observaciones generales

Recomendaciones:
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Limpieza y evaluacion de

los genitales del carnero

105



Anexo 6. Colectay Evaluacion del semen fresco de carnero (ovino)

[ Olor y Color ]
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Anexo 7. Evaluacién Microscopica del semen carnero

[ Motilidad masal ]

[ Motilidad Individual ]
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Anexo 8. Preparacion de los dilutores y evaluacion post-descongelamiento

l

Mezcla mediante

agitacion del dilutor

con agua bi destilada

Mezcla de dilutores

con muestra de semen

Llenado de pajuelasy

congelamiento
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Evaluacion post descongelamiento de [ Motilidad Progresiva ]

las pajuelas

Anexo 9. Tincion de eosina - nigrosina % de Morfologia y Vitalidad

-
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Anexo 10. Anormalidades espermaticas (primarias y secundarias) encontradas en el

semen de carnero

Y=o

(a); espermatozoide muerto con microcefalia. (a); espermatozoide vivo con defecto de pieza(b);

espermatozoide vivo con acrosoma intacto. Media (cola doblada simple).

(a); espermatozoide muerto cola en mufién (a);espermatozoide muerto cabeza
(b); cabeza decapitada pequefia anormal piriforme
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(a); Esp. muerto cola en latigo con gota (a); Espermatozoide muerto con defecto de
citoplasmatica distal retenida (D.p.m.d. shock hipoténico) = Pieza media, vacuola nuclear
(b); Esp. vivo con defecto de pieza media.

(a); Espermatozoide vivo con vacuola nuclear (a); Espermatozoide vivo muerto con gota

Citoplasmatica proximal
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(a); Esp. con cola enrollada debajo de la cabeza (a); Esp. muerto con cabeza piriforme (b);

(Defecto de pieza media). Esp. muerto sin acrosoma

(a); Esp. muerto cola en mufién con gota citoplasmatica (a); Esp. vivo con gota citoplasmatica distal

(cola enrollada debajo de la cabeza)
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(a) Espermatozoide muerto. con cola doble (b); Espermatozoide con vacuola nuclear

-1

(a); Esp. vivo defecto de pieza intermedia (a); Esp. muerto con defecto de pieza

Intermedia con cabeza periforme

113



el
-
2.
(a); Espermatozoide muerto cabeza decapitada (a); Esp. muerto cola doblada simple
o arrollada (en latigo) Defecto de pieza
media
(a); Espermatozoide muerto con cola en mufién (a); Esp. muerto con desprendimiento de
(Cola enrrollada) acrosoma (b); Esp, cola doblemente

Enrrollada defecto (DAG)
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(a); Esp. muerto acrosoma suelto (a); Esp. muerto defecto con pieza intermedia

(nuca rota)

(a) Espermatozoide cola suelta (a); Espermatozoide cabeza suelta con

Macrocefalia
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(a); Espermatozoide muerto con cola

(a); Espermatozoides muerto con
enrrollada

Defecto de pieza distal, Defecto de pieza

Intermedia, cabeza decapitada y cola suelta

SnapEditt

(a); Espermatozoide muerto con cola doble

(a); Espermatozoide vivo con implantacién
abaxial
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(a); Espermatozoide vivo con cola doblada (a); Espermatozoide con defecto de pieza
(Defecto de pieza distal) intermedia

(a); Espermatozoide vivo con cola enrrollada (a); Espermatozoide con defecto de pieza

(Defecto de pieza distal) intermedia
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Anexo 11. Datos obtenidos en laboratorio de las caracteristicas macroscopicas y microscépicas

PARAMETROS DE SEMEN

Carnero 1232

FRESCO R1 R2 R3 R4 R5
Volumen (ml) 1,5ml 1ml 2ml 2,2 ml 2,2 ml
Color Blanco cremoso | Blanco cremoso | Blanco cremoso | Blanco cremoso Blanco cremoso
pH 6,8 6,5 6,8 6,8 6,8
Olor Sui géneris. Sui géneris. Sui géneris. Sui géneris. Sui géneris.
Motilidad Masal (%) 5 5 5 5 5
Motilidad Individual (%) 0 0 0 0 0

PARAMETROS DE SEMEN CElEe doeh

FRESCO R1 R2 R3 R4 R5
Volumen (ml) 0,8 ml 1,5ml 2 ml 2,3 ml 2,2 ml
Color Blanco cremoso | Blanco cremoso | Blanco cremoso | Blanco cremoso Blanco cremoso
pH 6,8 6,8 6,9 6,9 6,9
Olor Sui géneris. Sui géneris. Sui géneris. Sui géneris. Sui géneris.
Motilidad Masal (%) 4 5 5 5 5
Motilidad Individual (%) 0 0 0 0 0
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Anexo 12. Datos obtenidos en laboratorio de las caracteristicas macro y microscépicas

PARAMETROS DE

CARNERO 1232

SEMEN DILUIDO TRATAMIENTOS R1 R2 R3 R4 R5
T1 Optixcell 85 83 86 86 90
Motilidad Individual (%) diluido T2 Steridyl 89 87 88 88 80
T3 Andromed 82 85 81 81 89
PARAMETROS DE SEMEN POST-DESCONGELADO
TRATAMIENTOS R1 R2 R3 R4 R5
T1 Optixcell 68 62 68 68 62
Motilidad Individual (%) Post-descongelado T2 Steridyl 55 52 57 64 62
T3 Andromed 47 47 59 57 52
MORFOLOGIA
TRATAMIENTOS R1 R2 R3 R4 R5
T1 Optixcell 82 80 77 77 80
Vivos % T2 Steridyl 88 83 87 88 76
T3 Andromed 75 76 74 88 77
T1 Optixcell 18 20 23 23 20
Muertos % T2 Steridyl 12 17 13 12 24
T3 Andromed 25 24 26 12 23
VITALIDAD
TRATAMIENTOS R1 R2 R3 R4 R5
T1 Optixcell 90 88 88 94 94
Normales % T2 Steridyl 93 89 94 94 92
T3 Andromed 88 94 92 91 91
T1 Optixcell 10 12 12 6 6
Anormales % T2 Steridyl 7 11 6 6 8
T3 Andromed 12 6 8 9 9
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PARAMETROS DE

CARNERO 1330

SEMEN DILUIDO TRATAMIENTOS R1 R2 R3 R4 R5
T1 Optixcell 90 85 84 87 90
Motilidad Individual (%) diluido T2 Steridyl 85 80 87 86 83
T3 Andromed 75 67 80 85 61
PARAMETROS DE SEMEN POST-DESCONGELADO
TRATAMIENTOS R1 R2 R3 R4 R5
T1 Optixcell 72 70 62 71 65
Motilidad Individual (%) Post-descongelado T2 Steridyl 70 61 57 67 62
T3 Andromed 52 52 52 57 56
MORFOLOGIA
TRATAMIENTOS R1 R2 R3 R4 R5
T1 Optixcell 88 90 85 86 87
Vivos % T2 Steridyl 84 73 85 90 84
T3 Andromed 74 75 76 74 73
T1 Optixcell 12 10 15 14 13
Muertos % T2 Steridyl 16 27 15 10 16
T3 Andromed 26 25 24 26 27
VITALIDAD
TRATAMIENTOS R1 R2 R3 R4 R5
T1 Optixcell 91 92 89 92 92
Normales % T2 Steridyl 90 93 89 94 94
T3 Andromed 90 90 92 91 94
T1 Optixcell 9 8 11 8 8
Anormales % T2 Steridyl 10 7 11 6 6
T3 Andromed 10 10 8 9 6
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Anexo 13. Insumos y reactivos
Tabla 28. Estimacion de costos variables para la produccion de pajuelas

criopreservadas de semen de ovino en Bs.

Concepto Total. Bs
DILUTORES Optixcell Steridyl Andromed
950 750 630 2330
250 ml 500 ml 200 ml
Concepto Unidad Cantidad Precio Total. Bs
Reactivos 705
Polvo sellador g 400 20 40
Alcohol Lt. 5.00 15 75
Nigrosina mi 50 250 250
Eosina ml 50 250 250
Agua destilada Lt 90 90
Materiales de laboratorio
5526
Papel toalla Pza. 4.00 12.00 48
Papel aluminio Pza. 1.00 20.00 20
Papel film Pza. 1.00 25.00 25
Jeringas 60 ml 4.00 16 64
Jeringas 10 ml 3.00 3.00 9.00
Pajuelas de 0.25 ml Bolsa 2000 1.42 1400
Porta objetos Caja 4.00 25 100
Cubre objetos Caja 5.00 25-45 145
Nitrogeno liquido Kg 10 40 400
Lavandina Lt. 1.00 15 15
Alimentacién del carnero mes 1.00 100 100
Costo mano de obra pajuela 1200 2.50 3000
Varios 200
Costos fijos 8275.06
Equipo de laboratorio 4405.06
Infraestructura 750
Carneros 1600
Material de vidrio 1500
Funda 20
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Anexo 14. Depreciacion de equipos de laboratorio

Activos Fijos Costo Total Vida Util Depreciacién Mensual
Microscopio Compuesto 17500 10 1750 145,83
Termometro digital (Criogénico) 3500 3 1166,67 97,22
Bafo maria 20000 12 1666.67  138.89
Llenador de pajuelas 98560 15 6570.67  547.56
Refrigerador 3000 8 375 31,25
Destiladora 24534 10 2453,4 204,45
Vagina artificial KIT ovinos 2660 3 886,67 73,89
Termo criogénico 13000 15 866,67 72,22
TOTAL 182754 15735,75 4405.06
Anexo 15. Costo de material semoviente
Valor de
Rescate
Material semoviente Costo Total Vida atil (carne) Mensual
Carneros (1232) 800 3 100 24
Carneros (1330) 800 3 100 24
Total 1600 200 48
Anexo 16. Célculo de ingresos obtenidos por pajuela
Ingresos Optixcell Steridyl Andromed
Produccién 1200 1200 1200
Pérdida del 10% 120 120 120
Precio 13,65 13,4 13,3
Ingreso Bruto 16380 16080 15960
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