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RESUMEN

Con el objetivo de etermirar las caracteristicas de la motilidad espermética en ovinos,

segln razas y métodos dmnservacion se condujo una investigaciéon del tipo
Observacional, prospectivo y descriptivo en el Centro Experimental Casaracra UNDAC
PascoEntre las coordenadas®27"47°96"" latitud sur y 75°57°30°22" longitud oeste del
meridiano de Greenwich, a una altitud de 3,812 m.s.8autiliz6 12 Carneros, (02 de

cada razp East Friesian, Dohne merino, Texel, Poll Dorset, Finish landrace y Corriedale

El equipo utilizadoen las evaluaciones de la motilidad fue el equipo analizador de
esperma autom8tico fAsistema CASAO. Ldos r e:
mejor motilidad obtenida fue por ovinos de la raza Poll Dgr&éish Landrac€79.49

+ 222y 76.74 + 9% de motilidad progresiva, respectivamenteg mejor tasa de

motilidad observada en semen diluifize por laraza Dohne Mering75.2 £ 17.1) Poll

Dorset (73.5 + 13.6) asi como la raza Corriedaleas razas que muestran mejor

motilidad bajo el métododeonser vaci -n Arefrigeradoo, fu
Finish Landrace, siendo la media entre 63.8 a 75.8E%0 los resultados de las
caracter2sticas esperm8ticas del m®t odo d
la razaFinish landrace y Texel pencima de 68 % de motilidad global. Se concluye que

el genotipo influye sobre la calidad seminal y que existe diferencias entre métodos de

conservacion.

Palabras clavesOvinos y razas, semen y conservacion, semen y motilidad.



ABSTRACT

In order to deermine the characteristics of sperm motility in sheep, according to races

and conservation methods, an observational, prospective and descriptive investigation
was conducted at the Casaracra Experimental Center UNEESCo. Between the
coordinates 11o 24796 south latitude and 75°57°3022" west longitude of the
Greenwich meridian, at an altitude of 3,812 m.a.s.l. 12 Rams were used, (02 of each
race): East Friesian, Dohne merino, Texel, Poll Dorset, Finish landrace and Corriedale.
The equipment used ithe motility assessments was the automatic sperm analyzer
equi pment ACASA systemo. The results were
obtained was by sheep of the Poll Dorset and Finish Landrace (79.49 + 2.22 and 76.74 +
9.59 progressive motilityespectively). The best motility rate observed in diluted semen

was by the Dohne Merino (75.2 + 17.1), Poll Dorset (73.5 + 13.6), as well as the
Corriedale race. The races that show bette
method were Dohne mao, Texel and Finish Landrace, the average being between 63.8

to 75. 8 %. I n the results of the sperm cha
method, the Finish landrace and Texel race stands out above 68% of global motility. It is
concluded thia genotype influences seminal quality and that there are differences

between conservation methods.

Keywords: Sheep and breeds, semen and conservation, semen and motility.



INTRODUCCI ON

Desde la primera importacion de nuevas razas especializadas de ovinos (a través de
embriones), realizada por la UNDAC, se han venido realizando estudios de mucha

importancia para la ganaderia de la region Pasco.

Uno de los aspectos muy importantes fue lograr crias nacidas a partir de embriones en
los vientres pertenecientes a la UNDAQ partir de ella lograr su completa adaptacion

al Centro Experimental Casaracra.

Motivado por dichos logros, nos hemos propuesto continuar resolviendo las interrogantes
gue han venido surgiendo en cuanto a los parametros reproductivos de los ovinos. Era
importante conocer si existen diferencias sustanciales en cuanto a la calidad del semen y

su viabilidad durante el proceso de dilucién y conservacion.

Después de un arduo trabajo de evaluaciones en campo y muchas sesiones de laboratorio
estamoseguros que el presente trabajo de investigacion contribuira sin duda a dar mayor
valor a cada raza y ayudara mucho en las estrategias de dilucion y utilizacién del semen

mediante la técnica de inseminacion artificial.
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1.1.

CAPITULO |
PROBLEMA DE INVESTIGACI ON
Identificacion y determinacion delproblema

El problema surge a partir de la necesidad de contar con informacién actualizada
sobre el estado situacional de la motilidad de los espermatozoides segun el
método de conservacion: En puro, fresdliido, refrigerado y posterior al
proceso de congelamientodescongelamiento, es decir momentos previos a la

inseminacion artificial en ovinos.

Por cuanto la motilidad es una variable determinante en la tasa de prefiez de

muchas especies de importanciargmmica.

Mas auln la problematica se agudiza cuando la poblacion de ovinos ha disminuido
segun el dltimo CENAGRO 2012, poniendo en grave riesgo el desarrollo

econdmico de las familias campesinas que solo se dedican a la crianza de ovinos.



1.2.

1.3.

Delimitacion de lainvestigacion

Ambito geografico. Centro Experimental Casaracra, carretera central km 173.
Distrito Pacchai Oroya Junin. altitud 3724 m.s.n.m. localizado en las

coordenadas SE 11A 270634.40 NE O075A57E:
Temporal: 5 Meses Junioi octubre 2019
Formulacién del problema

1.3.1. Problema principal.
¢,Cudles son las caracteristicas de la motilidad espermética en ovinos,
segun razas y meétodos de conservaeivnvinos de razas especializadas

del Centro Experimental Casaracra UNDAC, 2019

1.3.2. Problemas especificos.
¢Cuales son las caracteristicaslalenotilidadglobal, progresiva, rapida
lenta,local e inmovilesen semen purde ovinos de razas especializadas

T CE Casaracra UNDAC?.

¢Cuales son las caracteristicaslalenotilidadglobal, progresiva, rapida
lenta,local e inmovileen semenliluido de ovinos de razas especializadas

T CE Casaracra UNDAC?.

¢Cuales son las caracisticas déa motilidadglobal, progresiva, rapida
lenta, local e inmovilesen semenrefrigerado de ovinos de razas

especializadas CE Casaracra UNDAC?.

¢Cuales son las caracteristicaslalenotilidadglobal, progresiva, rapida
lenta, local e inmévies en semencongelado de ovinos de razas

especializadas CE Casaracra UNDAC?.



1.4.

1.5

Formulacion de objetivos

1.4.1. Objetivo general
Determirar las caracteristicas de la motilidad espermatica en ovinos,

segun razas y métodos de conservacion.

1.4.2. Objetivos especificos.
Determirarla motilidadglobal,progresiva, rapiddenta,local einméviles

en semen puro

Determinar la motilidadlobal,progresiva, rapiddenta,local einméviles

en semeifresco diluido

Determinar la motilidadlobal,progresiva, rapid lenta,local einmoviles

en sememefrigerado

Determinar la motilidadlobal,progresiva, rapiddenta,local einmoviles

en semerongelado.
Justificacion de la investigacion

En lo Econdémica

Una baja motilidad espermatica, podria afedteectamente la economia de los
criadores, por cuanto influye al parecer en las tasas de prefiez del rebafio. Ademas,
en los ultimos 18 afios la poblacién ovina ha disminuido en un (21.2%) esto en
parte se debe a que no se considera los parametros tecrotigieomuestra de

semen en los programas de apareamientos.

En lo Social



1.6.

Representa un problema que afecta directamente en la vida del criador, ya que
optimizando los rendimientos del semen congelado se obtendria mejores ingresos

gue se veria reflejadordctamente en una mejora de su calidad de vida.
En lo Técnica

Al obtener los resultados de la presente investigacion podemos saber con certeza
la calidad de semen post descongelamiento y con ella optimizar la eficacia de los
programas de mejora genétiga @inos basados en la técnica de inseminacién

artificial usando semen congelado.
En lo Cientifico:

En el presente trabajo comparativo que se realizara nos permitira generar nuevos
conocimientos sobre las caracteristicas seminales segun razas y estaa éord
exigencias tecnologicas actuales ya que estos datos son muy importantes para
poder mejorar la gestion administrativa y sobre todo para poder realizar un buen

plan de mejora genética en los ovinos via inseminacion artificial laparoscopica.
Limitaciones de la investigacion

La presente investigacion no presdirhitacion alguna, por cuanto gdéespuso de

animales, equipos, personal, instalaciones, e insumos.



2.1.

CAPITULO I
MARCO TEORICO
Antecedentes de estudio

Carhuachin(2018). Con el objetivo de evaluar caracteristicas espermaticas del
semen congelado/descongelado de ovinos puros de pedigree, obtenidos mediante
2 protocolos de congelamiento, haciendo uso de un equipo Computarizado de
analisis de semen (CASA ®) se commupa investigacioen el C. E. Casaracra

- UNDAC, ubicada a 3890 m.s.n.m., Region Junin. En la parte experimental, se
utilizé 04 Carneros de raza Corriedale. Se tomaron 10 muestras seminales de cada
carnero por tratamiento, haciendo un sub total de 40stnagse por cada
tratamiento y un total de 80 muestras de semen procesados durante el
experimento. Se compaid.: Congelacion del material seminal en tiempo de 20
minutos y descongelacion a 38 °C /20 segundos (congelacion lefita) y
Congelacion del matetiseminal en tiempo de 2 minutos y descongelacion a
40°C/10 segundos (congelacion rapid@s®.utilizé un arreglo factorial 2x2 en un

disefio blogue completo randomizado, siendo los factores: A carneros y el factor

5



B: protocolos de congelacion. En el anélisistadistico, utiliz6 el Programa
Estadistico SAS (Statistical Analysis System). Se logré una media de 80.97 % de
motilidad para T1 y 78.07 % para T2, al analisis estadistico no se obtuvo
diferencias estadisticas significativas entre los factores. Arngpa@cion de
medias de bloques (efecto carneros) por Duncan y Tukey (p<0.05), no encuentra
diferencias estadisticas significativas e igualmente entre tratamientos. De los
resultados de proporcién de vivos y muertos, se tiene una media de 78.15 % para
congdamiento lento (T1) y una media de 78.54 % para congelamiento rapido
(T2). Al andlisis estadistico, no se encontraron diferencias estadisticas
significativas entre carneros ni entre protocolos de congelamiento. Se concluye
gue al no existir diferenciasgsiificativas entre tratamientos, se optaria por el
tratamiento 2, congelamiento rapido ya que dicha técnica permite ahorro de
tiempo y de nitrogeno liquido durante el congelamiento. Para dicha técnica, se
logro porcentajes de motilidad interesante e imckisperiores a los esperados
lograndose buena calidad seminal post descongelamiento. Se recomienda
continuar investigando sobre otros protocolos de congelamiento rapido que

mejoren la fertilidad en campo.

MOTILIDAD Y FERTILIDAD DEL SEMEN DE CARNERO
DESCONGELADO A DOS DIFERENTES RITMOS DE

TEMPERATURA .

Angulo MRB, Ortiz HA, Berruecos VJIM, Feldman SD, Valencia Mdt Mex

1999: 30 (3)

El objetivo del presente trabajo fue comparar el efecto de dos temperaturas y

tiempos de descongelacion sobre la motilidéetlidad del semen del ovino. Se



utilizé un total de 208 ovejas y 13 carneros de r&aféolk, Polled Dorset,
Tabasco, Finnish Landrace y HampshiEesemen se obtuvo por medio de una
vagina artificial. Se evaluo, se diluydé con Téisdo citricefructosaglicerok

yema de huevo y se centrifugd a 200 g/15 min; el paquete celular se resuspendié
con el mismo diluyente. El semen diluido se congel6 en pajillas francesas de 0.25
ml con 300 millones de espermatozoides matiles. Se determiné la motilidad al
desongelamiento en 212 pajillas descongeladas en bafio Maria a 36°C/8 seg
(grupo 1) o a 70°C/4 seg (grupo 2) y otras 208 dosis se utilizaron en la
inseminacion artificial de las ovejas por via intracervical. Se determiné el
porcentaje de ovejas paridas/ovejaseminadas con semen descongelado a
diferentes ritmos. La motilidad al descongelar fue de 51.28% y 47.98% en el
semen descongelado de los grupos 1y 2, respectivamente, y la fertilidad de 30.7%
y 29.2%, para los mismos grupos, respectivamente, sin gsteeexidiferencia
significativa entre grupos@< PuU0. 05) . Se concluye que

pajillas a 36°C durante 8 segundos es un método mas practico e inocuo

EFECTO DE DILUTORES Y TIEMPOS DE EQUILIBRIO EN LA
CRIOPRESERVACION DE SEMEN OVINO (Ovis aries) Lourdes Ramos

Zarate!; Abel Rojas Pardd; Zenén Martinez Flores. 2017.

La crianza y produccion de ovinos en Bolivia es de importancia social y
econdmica, la criopreservacion y la inseminacién artificial son técnicas
reproductivas parel progreso genético. Sin embargo, la inseminacion con semen
congelado no es satisfactorio por la baja tasa de fertilidad, que puede ser
prevenido con el uso de un dilutor adecuado. El objetivo de la investigacion es

evaluar y comparar el efecto de tretutdires seminales en dos tiempos de



equilibrio sobre la motilidad de espermatozoides ovinos para la criopreservacion.
El trabajo se desarrollé en el laboratorio de crioconservacién de la Estaciéon
Experimental de Choquenaira, Universidad Mayor de San Anefrénaterial
biolégico fue tres ovinos machos en edades reproductivas de 1.7, 2.7 y 4.5 afios
de la raza Corriedale, los dilutores utilizados fuere@-Y, TRILADYL y C-Y

en los tiempos de equilibrio de cuatro y ocho horas. Se evalu6 el efecto de la edad
sobre las caracteristicas macroscopicas, motilidad masal y espermética en el
semen diluido y congelado, motilidad espermatica alge@stongelamiento para
dilutores y para tiempos de equilibrio. La motilidad masal fue de 55.55%, 38.89%
y 5.55% para las ealas 5, 4 y 3 de Herman Swanson. Las edades no
influenciaron en la motilidad individual, pero influyeron en el porcentaje de
espermatozoides muertos con el 12.67%, 10.00% y 7.50% y porcentaje de
espermatozoides anormales con 15.80%, 13.00% y 9.70% peadatkes de 1.7,

4.5 y 2.7 afos. La concentracion de espermatozoides fue de 3.x10
3.12x10 ml-'y 2.86x10 ml-ty la motilidad espermaética fue de 66.50, 66.33 y
64.50% para 2.7, 4.5y 1.7 aios, los dilutores mostraron una motilidad del 67.67%
T-G-Y, 65.17% CY y 64.50% TRILADYL con influencia del 68.22% en cuatro
horas y 63.33% en ocho horas de tiempos de equilibrio. La edad del ovino para
obtener mejor calidad del semen es de 4.5 afios y el diluBl Tes la mejor
opcion para obtener mayor motdid espermatica y prevenir dafios en los
espermatozoides durante su proceso de criopreservacion, lograndose mayores

tasas de fertilidad al momento de la inseminacion artificial.

EFECTO DE LA CONSERVACION SOBRE LA FISIOLOGIA
ESPERMATICA DE SEMEN CAPRINO  Dra. Isabel Vazquez Gonzélez

Dra. Rocio Nufiez Calong2005



Las implicaciones econémicas derivadas de la produccidén de ciertas especies
ganaderas han hecho que aquellas de mayor rendimiento, sobre todo la bovina y
la porcina, sean las mas estudiadas enrrelnie de la fisiologia reproductiva y
biologia del espermatozoide, estimulando su seleccion y desarrollo. Por contra,
especies como la caprina, han sido relegadas hasta los afios 80 debido a su caracter
marginal, no existiendo demasiados estudios sobre oehpartamiento
espermatico en esta especie. No obstante, los excedentes generados de carne y
leche, no s6lo en Espafia sino también en la Union Europea en los 90, han
obligado a los ganaderos a un cambio de mentalidad, incorporando nuevas
tecnologias para @aentar las productividades individuales. Esta nueva
adaptacion del sector implica la utilizacion de programas de seleccion genética e
incorporacion de técnicas de Reproduccion Asistida, principalmente de la
Inseminacion Artificial (IA) debido a su bajo ¢esy buenos resultados. La
inseminacion se realizara con células espermaticas conservadas durante unas
cuantas horas (semen refrigerado) o durante tiempos mas prolongados que
implican la utilizacion de sustancias criogénicas con el fin de mantener la
viabilidad celular durante largos periodos de tiempo (semen congelado). Sin
embargo, uno de los problemas esenciales que se nos plantean a la hora de
planificar un programa de JA es la eleccion de los animales reproductores, los
cuales no sélo han de presentar buen estado fisiolégico y morfolégico de
acuerdo con la raza, sino que nos es preciso conocer e identificar todos los
procesos simplificado en el sistema reproductor con el fin de eliminar los
animales infértiles o subfértiles. Los espermatozoides ioloten sin
mediatamente tras la eyaculacion no poseen las condiciones necesarias para poder

penetrar las cubiertas del ovocito e iniciar los procesos de fisibn gamética. El

Y



proceso que lo habilita para la fertilizacion del gameto 2 Introduccién femenino,
yqgue se conoce bajo el t ® mino de fAcapa
de la hembra durante el tiempo que los espermatozoides atraviesan la vagina,
cérvix, cuernos uterinos y oviductos. Este proceso aun no esté bien definido ni
estudiado, sobre ¢im en el caso del ganado caprino, siendo su conocimiento
determinante para conseguir unos buenos resultados de fertilidad desde el punto
de vista de produccién animal. El proceso de elaboracion de las dosis seminales
es de vital importancia para que, cuaseé realice la inseminacion de las mismas

en el tracto de la hembra, se logren unas tasas altas de fecundacién. Hasta ahora,
parametros espermaticos tales como la concentracion, movilidad y morfologia
eran los unicos que se tenian en cuenta a la horeatleaeun eyaculado. No
obstante, la capacidad fertilizadora conlleva otra serie de caracteristicas, como es
el estado de capacitacion (lo cual implica, a su vez, la capacidad del
espermatozoide para sufrir la reaccion acrosdmica), y todo ello con &irfin G

de conseguir unos oOptimos resultados de fertilizacion. Sin embargo, el
conocimiento sobre el macho cabrio se ha limitado casi exclusivamente al estudio
de diluyentes de refrigeracion y congelacion para su aplicacion en programas de
inseminacion arti€ial, no encontrando apenas bibliografia del efecto que ejercen
dichos medios sobre la fisiologia espermatica. Debido al papel decisivo que juega

| a capacitaci-n esperm8tica en | os pr o
conocimiento que sobre diak procesos fisiologicos que se tiene en el ganado
caprino, se planteo el estudio del efecto ejercido por los diluyentes utilizados en
la refrigeracion y congelacién de semen caprino de manera rutinaria, asi como la
metodologia empleada para dicho fin solar viabilidad y capacidad fecundante

del esperma de macho cabrio.



RECOGIDA DE SEMEN La recogida del semen se puede realizar empleando
diversas metodologias, siendo las mas empleadas en pequefios rumiantes:
postcoital, electro eyaculacion y vagina artificial (Graham et al., 1978 a; Pérez y
Pérez, 1986; Maxwell y Evans, 1990). La utilizactinuno u otro método esta

en funcién de las caracteristicas del macho reproductor, utilizando-ebjtosg

la electroeyaculacion en individuos con problerfisisos que imposibilitan la
monta, asi como en animajésenes y en machos 6 Revision Bibliafica mal
entrenados que se niegan a saltar en presencia del personal técnico. La obtencion
de semen poshortem es un meétodo utilizado en animales que mueren en pleno
rendimiento fUncional y en especies salvajes o asilvestradas abatidas en cacerias
(ciervo, gamo, muflon, ...), obteniendo un nimero limitado de dosis (Garde et al.,
1996; Vinader et al., 1996 b). La existencia de animales salvajes en cautiverio
permite obtener dosis seminales mediahtetro eyaculacion vagina artificial,

si bien, debidal riesgo de aplicacion de @ectro eyaculacignse tiende a la
utilizacion de la vagina artificial en especies cinegéticas, siendo un requisito
imprescindible la domesticacion de los sementales (Krzywinski y .Jaczewski,

1978; Cortés et al., 1996).

Criopreservacion de Semen de carnero La finalidad del serneepreservades
alcanzar porcentajes de gestacion similares al logrado con el fresco, usando dosis
bajas y técnicas tradicionales de inseminacion, si se 12 cumple esto, el semen
criopreservado seratractivo tanto para los ganaderos y como para centros de
inseminacion artificial (Mocé et al., 2010). Con el uso de semen congelado se
incrementa notablemente el aprovechamiento de un reproductor, al permitir
obtener un gran namero de crias del mismogdesto es posible debido a que

mediante un adecuado fraccionamiento del semen, se obtiene un numero



importante de dosis por eyaculado. Las técnicas de congelamiento del semen
posibilitan atin mas la multiplicacion y difusion de genes, al tiempo que permite

su conservacion en nitroégeno liquido (a 196°C bajo cero) por un periodo ilimitado
de tiempo. El empleo del semen congelado ovino puede producir un gran impacto
en el mejoramiento genético a nivel mundial, al aumentar considerablemente el
flujo de materiagenético de las cabafias hacia majadas, asi como al facilitar el
transporte de semen a nivel internacional. De esta manera, se evita el costoso
traslado de los reproductores y se disminuye el riesgo sanitario (Gibbons y Cueto,

1995).

Dafos que sufren losspermatozoides durante el proceso de congelacién La
calidad del semen congelado disminuye con respecto a la del semen fresco o
refrigerado, por una parte porque aproximadamente un 50 por ciento de los
espermatozoides no sobreviven al proceso de crioa@tsén (Curry, 2000) y
porque durante este proceso los espermatozoides van a sufrir alteraciones
ultraestructurales (cambios en la estructura de las bicapas lipidicas de las
membranas tanto plasmaticas como de los organulos), bioquimicos (ralentizacion
metbdlica) y funcionales. Estos dafios se acompafian de transporte deteriorado,
reduccion de la supervivencia de los espermatozoides en el tracto reproductivo
femenino y disminucion de la fertilidad (Salamon y Maxwell, 2000). Estos dafios
se deben basicamenteambios osmaéticos y a la formacion de cristales de hielo
intracelular (Holt, 2000). Los lipidos de las membranas celulares, pasan de un
estado de liquido a gel, siendo la temperatura de cambio de fase especifica para
cada una de las familias de lipido® &sta manera, conforme se va produciendo

el descenso de temperatura se van a ir formando agregados lipidicos de la misma

familia, que van a alterar la asociacién de los lipidos con 13 las proteinas de la



membrana. Ademas, se forman orificios (Amann, 198@)do lugar a un
desequilibrio idnico. Todo esto se traduce en una acumulacion de dafios celulares
durante todo el proceso de crioconservacién que conlleva a una disminucién de
la fertilidad del semen congelado (Medeiros et al., 2002). De esta manera, la
Criopreservaciomlel semen es la causante de la pérdida de motilidad espermatica,
viabilidad, integridad acrosomal y por supuesto de la capacidad fecundante (Holt,
2000). Algunas de las estrategias utilizadas para optimizar los protocolos de
congelacion inlkelyen cambiar los criodiluyentes, los crioprotectores y sus
concentraciones, asi como también alterar las tasas de enfriamiento y / o
calentamiento del protocolo. Otras estrategias se han centrado en comprender
cuales son las diferencias existentes ewngesbpermatozoides que sobreviven a

la congelacion y los que no, incluidas aquellas diferencias existentes en la
composicion del plasma seminal, o tratando de determinar cuando y donde ocurre
el dafo del esperma y modificando o eludiendo ese punto @itiebprotocolo.

(Moce et al., 2010a).

EVALUACION DE LA VIABILIDAD ESPERMATICA DEL SEMEN
REFRIGERADO Y TASA DE PRENEZ EN OVEJAS CRIOLLAS Choque

Limachi, Felipe 201712-18.

El estudio fue disefiado para evaluar la viabilidad espermética (motilidad,
vitalidad y acrosoma) delos espermatozoides de semen refrigerado a las 0, 6, 12,
24 horas, para ello se utilizé 02 reproductores machos PDP de la raza Corriedale
con fertilidad commbada, de 04 dientes, sanos y entrenados para la coleccion de
semen.Y la tasa de prefiez a través de la inseminacion artificial a tiempo fijo con

semen fresco. Se evalio a 100 ovejas criollas adultas distribuidas al azar en 2
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2.2.

tratamientos de 50 ovejas cadao. Fueron sincronizadas con esponjas de
poliuretano impregnadas con acetato de Medroxiprogesterona 60 mg aplicado en

el canal vaginal durante 14 dias. Al momento de retirar se aplicé eCG, (300 Ul),

la inseminacién artificial se realizé a los 2 dias petto de las esponjas por via

cervical con semen fresco diluido en una proporcion de 1: 2 con el dilutor
comercial AndroMet ® a > 6 horas de refrigeracién del semen de carnero. La
evaluacion fue: Motilidad individual 74.06 %. (0 h), 64.25 %(6h), 53.8209(1

y 46. 43%(24h) no existiendo diferenci a
0.05). Vitalidad 69.21% (Oh), 65.09 % (6h), 54.255%(12h) y 56.42% (24h)
encontrando diferencia altamente signi
(Oh), 64.74% (6h), 54.97%1.2h), 47.42% (24h) para Acrosoma no existiendo

di ferencia estad?stica al an8lisis de
semen fresco 76.6% y refrigerado 59.55 existiendo diferencia estadistica
altamente significati v alicgadradoLa @TF)en ut i | i :
ovinos se puede realizar con semen diluido o refrigerado por presentar 60% en

promedio la tasa de prefiez.
Bases teodricag cientificas

2.2.1. Valoracion seminal: sistema CASA (Computerized Assisted Sperm

Analysis) ®

Actualmente, el andlis seminal clasico ha mejorado mediante la
introduccidn de nuevas técnicas analiticas procedentes de otros campos de
la investigacion cientifica. Asi, cada vez mas autores estan utilizando el
sistemaCASA (Computerized Assisted Sperm Analygigya obteneun

valor preciso y objetivo de la motilidad espermatica y de la calidad del
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2.2.2.

movimiento de los espermatozoides presentes en la mudstria Mird

Arias 2015).

La incorporacion de estos métodos informaticos atentia en gran parte el
factor subjetivo del analisis seminal, y garantiza una mejor correlacion

con la capacidad fecundante del espermatozoide.

Este sistema ha provisto de interesantes resultados sobre los porcentajes
medios de motilidad y las diferentes subpoblaciones de espermatzoid
gue coexisten en una misma muestra (Mousa, y col, 2002). Esta técnica es
posible utilizarla tanto en semen fresco como en el congelado o

refrigerado.

Valoracion De La Motilidad Espermatica Mediante El Sistema

Informatizado CASA.

El analisis computarizadde la motilidad fue propuesto por primera vez
por Dott y Foster (1979). Desde que se introdujo en el mercado al
principio de los afios 80, originalmente para la evaluacion del semen
humano, este tipo de andlisis se ha ido perfeccionando y modernizando, a
la vez que fue haciéndose mas accesible y; por consiguiente, comenzo a
utilizarse en el campo de la ciencia animal, especialmente en centros de

inseminacion e investigacion.

El andlisis se hace al capturar las imagenes de espermatozoides en
movimiento, preiamente diluidos en un medio adecuado y en el
microscopio a 10@00 aumentos. Tras la captura, la informacién es
guardada hasta su andlisis. Una vez realizado el andlisis, la informacién

obtenida es transferida a un procesador matematico que fragmenta la
15



motilidad espermética en diversos descriptores de la motilidad individual
que caracterizan la linealidad, la angularidad del movimiento espermatico

y el desplazamiento de la cabeza del espermatozoide.

De manera general, estos sistemas constan de tres reamg®
principales: un microscopio con contraste de fase conectado a una pletina
atemperada que permite mantener las muestras a 37°C, una camara de
video de alta resolucién conectada a una pantalla de television y un

software de analisis de imagenes paleoadorMaria Miré Arias 2015

Los valores cinematicos determinados para cada espermatozoide cubren
la velocidad de circulacion, la anchura de la trayectoria de la cabeza del
espermatozoide, y la frecuencia del cambio de direccion de la cabeza del
espermtzoide (Mortimer, 2000). Algunos de los parametros mas
utilizados por diversos autores son los porcentajes de motilidad total o

motilidad progresiva.

1 En funcion de su progresividad, los espermatozoides son clasificados
en: estaticos, méviles progresivomgviles no progresivos.

1 En funcién de su velocidad, llamese curvilinea (VCL), velocidad
lineal (VSL), velocidad media (VAP), se clasifican en: rapidos,
medios y lentos.

1 Velocidad Curvilinea (VCL): Distancia total recorrida por la cabeza
del espermatozoida lo largo de su trayectoria real por unidad de
tiempo (em/s).

1 Velocidad Rectilinea (VSL): Se determina a partir de la distancia en
linea recta entre el primer y ultimo punto de su trayectoria, y da la

16



ganancia de espacio neto en el periodo de obseryanggstida en
(em/ s).

uni dad de tiempo
1 Velocidad Media (VAP): Distancia recorrida por el espermatozoide a
lo largo de la trayectoria media de circulacion en el periodo de
observacion. Esto es, conceptualmente, el valor de la velocidad mas

dificil de entendeporque podria parecer que deberia ser similar a la

VSL.

7/
VSL

Debido a la forma en que la trayectoria influye en los valores de velocidad,

éstos son también comparables. De acuerdo a Miro Arias (2015) los

indices de estas tres velocidades son:

17



(] Indice de linealidad (LIN): Es la relacién porcentual entre la velocidad

rectilinea y la velocidad curvilinea.

LIN = (VSL/VCL) X 100.

[J indice de rectitud (STR): Es la relacion porcentual entre la velocidad
rectilinea y & velocidad media.

STR = (VSL/VAP) X 100.
[ Indice de oscilacion (WOB): Es la relacion porcentual entre la
velocidad media y la velocidad rectilinea.

WOB = (VAP/VCL) X 100.
Imagen obtenid del analisis de la motilidad. Segun su velocidad, los
espermatozoides marcados en rojo son los rapidos, los marcados en
amarillo son los estéticos, los marcados en verde son los medios y los

marcados en azul son los lentos.

18



2.3.

-
N | e
Definicién de términos bastos

U Motilidad . Capacidad para realizar movimientos complejos y coordinados.

U Conservacion Accion y efecto de conservar.

U Linealidad. - La linealidad es la diferencia de sesgo a travésadgo de
operaciénde un sistema de medicion. La linealigadde tomarse como un cambio de
sesgo con respecto al tamafio y es un componente de error sistematico del sistema de
medicion.

U Aleatorizacion.- La aleatorizacioro randomizaciof es un procedimiento
para la asignacion, en lessayos clinicqs depacientegunidades de
tratamiento) aratamiento®3 Consiste en asignar aleatoriamenteagal) a
los participantes en un ensayo a dos 0 mas grupos de tratamiento o de control.
La aleatorizacion es una de lasnm@as de evitar losesgos de seleccidsu
propdsito es posibilitar las comparaciones en los grupos de asignacion de los
tratamientos. Su principal ventaja esta que permite enmascarar a los
pacientes en la asignacion de tratamiento antes del inicems@yo clinicp
de manera que no se sepa ni quiénes son los pacientesgné emden

aparecen, ni qué tratamiento se les asigna. La asignacion aleatoria simple no
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siempre produce los efectos deseados, particularmente cuando los tamarios
de muestra son pequefios; por tanto, a veces es necesario modificar tales
asignaciones. La mimizacion es un procedimiento de asignacion
cuasialeatorio que garantiza la similar distribucion de factores prondsticos
importantes entre los grupos de asignacién de los tratamientos.

U Motilidad masd. - La evaluacion de lmotilidadse realiza con semenngu
(motilidad masal), o por el contrario, tras ser diluido o congelado
descongelado se analiza la proporciébn de espermatozoides progresivos,
conocida comanotilidadprogresiva (Evans y Maxwell, 1990; Hafez y
Hafez, 2000).

U Motilidad progresiva. - Espermatozoides inmoviles.La OMS considera que
una muestra de semen tiene omavilidad normal cuando hay un 32% o mas
de espermatozoides d®vilidad progresiva. Cuando no se cumplan este
parametro se considera que existe astenozoospermia, que esdaidait
seminal mas frecuente.

2.4. Formulacion de hipotesis

2.4.1. Hipotesisgeneral
Hi: Existen diferencias significativas entre la motilidad espermatica en

ovinos, segun razas y métodos de conservacion.

Ho: No, existen diferencias significativas entre la motiidesspermatica

en ovinos, segun razas y métodos de conservacion.

2.4.2. Hipotesisespecifias
He:1: Existen diferencias significativas en la motilidad espermética de

semen puro, fresco diluido, refrigerado y congelado.
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HeOu:: NO, existen diferencias significativas la motilidad espermatica

de semen puro, fresco diluido, refrigerado y congelado.

He,: Existen diferencias significativas entre el rango de variacion de la

motilidad espermatica en ovinos, segun métodos de conservacion.

He®: No, existen diferencias sigficativas entre el rango de variacion de

la motilidad espermética en ovinos, segiin métodos de conservacion.
2.5. Identificacién de variables

Independientes

- Método de conservacion
- Razadel carnero
Dependientes

- NuUmeros de espermios
- Motilidad

- Motilidad progresiva

- Motilidad rapida

- Motilidad lenta

- Motilidad local

- Sin motilidad

2.6. Definicion operacional de variables e indicadores

TIPO VARIABLE DEFINICION DEFINICION INDICADORES INSTRUMENTO
CONCEPTUAL OPERACIONAL DE MEDICION
INDEPENDIENTE | Método de | Técnica que | En puro (tal | Porcentaje de | Microscopia
conservacion | Permite mantener | como lo | espermatozoides | optica
espermatozoides | obtenido) en movimiento
viables por | Fresco diluido
mucho tiempo. Refrigerado
Congelado-
descongelado
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Raza del | Genotipo del | East Friesian Fenotipo Ficha de
carnero individuo Dohne merino observacion
ficar ner oo| Poll Dorset
Texel
Finish landrace
Corriedale
DEPENDIENTES | Motilidad Capacidad de | Movimiento Grado 1,2,3,46 | Microscopia
masal movimiento 5 Optica
espermatico en compuitarizada.
masa
Motilidad Movimiento Movimiento Porcentaje Microscopia
progresiva rectilineo de Optica
espermatozoides. compuitarizada.
Motilidad Tipo de | Movimiento Porcentaje Microscopia
Réapida movimiento Optica
espermatico compuitarizada.
Motilidad Tipo de | Movimiento Porcentaje Microscopia
lenta movimiento Optica
espermatico compuitarizada.
Motilidad Tipo de | Movimiento Porcentaje Microscopia
local movimiento Optica
espermatico compuitarizada.
Sin motilidad | Tipo de | Movimiento Porcentaje Microscopia
movimiento Optica

espermatico

compuitarizada.
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3.1.

3.2.

CAPITULO 1l

METODOLOGIA Y TECNICAS DE INVESTIGACION

Tipo de investigacion
Observacional, prospectivo y descriptivo.

M étodos de investigacion

3.2.1. Animales o carneros
En la parte experimental de la presente investigacionjtised 12
Carneros, (02 de cada raza: East Friesian, Dohne merino, Texel, Poll
Dorset, Finish landrace y Coedale), los mismos que ya cuentan con

experiencia como donadores de semen.
3.2.2. De los tratamientos

T1: Semen puro, tal como lo obtenido en el quesdw la motilidad

masal.

T2: Semen fresco diluido, en el que smplé un Dilutor comercial
Asemdiutoed | a temper at uede3dd°€ conser ve
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3.3.

3.4.

3.5.

T3: Semen refrigerado, conservado A 5°C.

T4: Semen congeladdescongelado, conservadel®6 °C y descongel

a 39 °C por 30 segundos.

Disefio de la investigacion

N° Carnero T1 T2 T3 T4

1 n =4 Campos | n=4 Campos | n=4 Campos | n=4 Campos
2 n =4 Campos | n =4 Campos | n=4 Campos | n=4 Campos
3 n =4 Campos | n =4 Campos | n=4 Campos | n=4 Campos
4 n =4 Campos | n =4 Campos | n=4 Campos | n=4 Campos
5 n =4 Campos | n=4Campos | n=4 Campos | n=4 Campos
6 n =4 Campos | n=4Campos | n=4 Campos | n=4 Campos
7 n =4 Campos | n=4Campos | n=4 Campos | n=4 Campos
8 n =4 Campos | n=4Campos | n=4 Campos | n=4 Campos
9 n =4 Campos | n=4Campos | n=4 Campos | n=4Campos
10 n =4 Campos | n=4Campos | n=4 Campos | n=4 Campos
11 n =4 Campos | n=4Campos | n=4 Campos | n=4 Campos
12 n =4 Campos | n=4Campos | n=4 Campos | n=4 Campos
TOTAL 48 campos 48 campos 48 campos 48 campos evaluado

evaluados evaluados evaluados

Haciendo un total de 192 campos leidos

Poblacion y muestra

La poblacion del presente estudioe la totalidad de machos disponibles en el

nacleo genético del proyecto ovinos UNDAC, que son 60.

La muestrafue tomada mediante la técai no probabilistica, por el cual se

considera 12 machos en total, es decir dos carneros de cada raza.

Para designar los carneros que ingresaran al experimento, sé kplic

aleatorizacion.

Técnicas e instrumentos de recoleccidon de datos

- Cuaderno de campo
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3.6.

- Ficha de observacion

- Hoja de resultados de equipomputarizado del semen (CASA.®)

- Vagina artificial para Ovinos, debidamente equipado con fundas y tubo
colector se semen.

- Bafio maria.

- Cajas de Tecnopor

- Dilutor Tris

- TermoOmetro digital.

- Nitrégeno liquido.

- Pajillas (envase)

- Alcohol polivinilico (sellador)

- Tanque criogénico.

- Microscopio compuesto binocular con luz incorporada.

- Equipo computarizado de analisis de semen (CASA)

- Laminas porta objetos.

- Laminillas cubre objetos.

- Tincion eosinanigrosina.

- Materiales de vidrio usados en laboratorio (matraz, bicker, baguetas, pipetas
Pasteur, entre otros.)

- Libretas

- Lapiceros

- Cémara fotogréfica.

Técnicas de procesamiento y analisis de datos

El disefio estadisticee utilizéen el presente estudioe el disefio factoriabx4,
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3.7.

3.8.

3.9.

En el andlisis estadistico, s#ilizd6 el Programa Estadistico SAS (Statistical

Analysis System), descrito por Pérez (2001).
Tratamiento estadistico

El modeloestadistico utilizado fueomo sigue:

Yik= 1 + Ai + Bj + (AxB)j + Eix

Donde:

Yik = Eslavariable respuesta.

M = Es la media general.

Ai = Es el efecto del factor A;é@simo carner@6 razas)

B; = Es el efecto factor B del§simométodo de conservaciqd métodos

de conservacion)
(BxT)ij = Es el efecto de la interaccion de los factores A x B.

Eik = Es el error experimental.
Seleccion, validacion y confiabilidad de los instrumentos de investigacion

El equipo CASA(Computerized Assisted Sperm Analyss un equipo de alta

precision en evaluaciones computarizadas de semen.

Los procedimientos de coleccion y procesamiento de las muestras fueron
similares en todos y cada una de las muestras.

Orientacién y ética

El presente trabajo de investigacion se desarpaljb las consideraciones de ética

en investigacion con animales.
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4.1.

4.2.

CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION
Descripcion del trabajo de campo
Los datos fueron obtenidos a partir de evaluacion de muestras de semen en
Para la obtencion del semen, se utilizo la técnica de vagina artificial.
Presentacion, analisis e interpretacion de resultados
4.2.1. D€l estudio de la motilidad ensemen puro.

En el cuadp 1, se presentan los resultados de la motilidad obtenida en
semen puro. La mejor motilidad obtenida fue por ovinos de la raza Poll
Dorsety Finish Landracg79.49 = 2.22 y 76.74 + 9.59 de motilidad

progresiva, respectivamente)
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Cuadro 1. Rsultados deal motilidad obtenida en semen pusegun razas.

vor  mor FAST | slow .
GLOBAL PROG MOT — MOT = ocaL INMOVILES
RAPIDO LENTO 0% )

18.09

(%) (%) (%)

Cabe resaltar que la raza Poll Dorset, mostré la menor cantidad de espermatozoides

inmoviles(18.09 + 7.59)
Al anélisis estadistico, existen diferencias estadisticas significativas entre raza9.. 0 5)

A continuacion, se muestran las graficas comparatwire razas para las caracteristicas

evaluadas en el presente estudio.
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Gréfica 1. Motilidad global (%) en semen puro de ovinos, segun razas.
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Gréfica 2. Motilidadprogresiva%) en semen puro de ovinos, segun razas.
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Gréfica 3. Motilidad rapida (%) en semen puro de ovinos, segun razas.
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Gréfica 4. Motilidad lenta (%) en semen puro de ovinos, segun razas.
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Gréfica 5. Motilidad local @ircular (%) en semen puro de ovinos, segln razas.
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4.2.2. Del estudio de la motilidaden semen fresco diluido.

La tasa de motilidad observada en semen diluido, se muestran en el cuadro
2. Donde la raza Dohne Merirf@5.2 £ 17.1) Poll Dorset(73.5 + 13.6)

resaltan su motilidad, asi como la raza Corriedale

Cuadro 2. Resultados de motilidad obtenidos en semen dii® de ovinos, segun

razas.

SEMEN DILUIDO

FAST SLOW

oLoBAL proc MOT  mot V2L o
(%) (%) RAPIDO LENTO %) LES (%)
i i (%) (%) °
1 | POLL DORS|DS 13.6 13.6 16.0 4.1 0.0 13.6
CV 18.5 18.5 24.8 45.7 282.8 51.3
MEDIA 58.7 57.9 38.2 19.6 0.8 41.3
2 FINISH DS 19.6 20.1 22.7 6.7 1.2 19.6
LANDRACE - - - - - -
CV 33.3 34.8 59.5 34.4 151.8 47.4
MEDIA 69.5 68.8 48.8 35.8 0.0 28.5
3 TEXEL DS 7.0 7.7 19.0 25.8 0.0 7.2
CV 10.1 11.1 39.0 72.1 0.0 25.4
MEDIA 75.2 75.2 56.7 11.1 0.0 32.3
DOHNE
4 MERINO DS 17.1 17.1 26.7 4.1 0.0 23.0
CV 22.7 22.7 47.1 37.0 0.0 71.3
MEDIA 74.5 554 47.8 8.0 3.8 -
5 | EAST FRIES| DS 3.1 19.7 13.0 8.9 4.0 4.1
CV 4 36 27 111 104 17
MEDIA 78 78 50 28 0 19
6 CORRIEDAI DS 5 4 15 11 0
CV 6 6 29 40 84
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Al andlisis estadistico, existen diferencias estadisticas significativas entre razas

(PO0O. 05)

Comparativamente, con lo obtenido en semen puro, las tasas de motilidad de
algunas razas, mejoran tal como sucedié con el Dohne Merino, post dilucion. Al
parecer el efecto del dilutor podria estar influenciando en la mejora de la

expresion de estas caracistica

Gréfica7. Motilidad Global evaluados en semen diluido de ovinos, segun razas.

MOTILIDAD GLOBAL O MASAL (%)

80,0 735 . 75,2 74,5 77,6
70,0 '
60,0
50,0
40,0
30,0
20,0
10,0
0,0

58,7
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Gréfica 08. Motilidad progresiva (%) en semen diluido de ovinos, segun razas.

MOTILIDAD PROGRESIVA (%)

80,0 735 752 78,0
70,0 68,8
60,0
50,0
40,0
30,0
20,0
10,0
0,0

57.9 554

Gréfica 9 Motilidad rapida (%) en semen diluido denos, segun razas.

MOTILIDAD RAPIDO (%)

64,4
60,0 56,7
48,8 47,8 49,6

70,0

50,0

40,0 38.2

30,0
20,0

10,0

0,0
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Gréfica D. Motilidad lenta (%) en semen diluido de ovinos, segln razas.

40,0
35,0
30,0
25,0
20,0
15,0
10,0

5,0

0,0

MOTILIDAD LENTO (%)

35,8

19,6

9.1 11,1

28,4

Gréfica 1. Motilidad locatcircular (%) en semen diluido de ovinos, segun razas.

4,0
35
3,0
249
2,0
15
1,0
0,5
0,0

MOTILIDAD LOCAL (%)

0,0 i 0,0 0,0

3,8
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Gréfica 2. Tasa deespermatozoides inmdviles (%) en semen diluido de ovinos, segun

razas.

INMOVILES (%)

45,0 41,3

40,0

35,0 32,3

30,0 o> 265 235

E o =

15,0

10,0
5,0
0,0

4.2.3. Del estudio dela motilidad en semen refrigerado.

Luego de culminado el proceso de refrigeracion, es decir cuando la
muestra de semen alcanzaba 4 °C, se procedi@eafitacion, mediante
el equipo CASA habiéndose obtenido los resultados que se muestran en

cuadro 3.
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Cuadro3. Caracteristicas seminales en semen refrigerado de ovinos, segun raza

MOTPROG  FASTMOT  SLOWMOT MOTLOCAL INMOVILES
(%)  RAPIDO(%) LENTO(%) (%) (%)

MOT (%)

POLL DORSET

FINISH LANDRACE

TEXEL

DOHNE MERINO

EAST FRIESIAN

CORRIEDALE

Las razas que muestran mejor motilidad bajo el método de conserfiaci@f r i ger ado

fueron Dohne merino, Texel y Finish Landrace, siendo la media entre 3.8 %

Al andlisis estadistico, existen diferencias estadisticas significativas entre aza® . 0 5) .
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