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RESUMEN

El estudio fue disefiado para evaluar la integridad de la membrana espermaética y
acrosoma en semen de carneros de tres razas (Criollo, Corriedale y Texel) expuestos a
tres dilutores (Tris, agua de coco y leche UHT), al momento de la refrigeracion (5°C) y
descongelacion; la prueba de endosmosis fue utilizada para evaluar la integridad de la
membrana espermatica y la tincion triple para evaluar la integridad de acrosoma. Los
resultados obtenidos a la refrigeracion y descongelacion para integridad de membrana
para el efecto dilutor fueron 67.33%, 49.93%, 46.93% Yy 34.47%, 24.73%, 20.93% para
el dilutor tris, agua de coco y leche UHT respectivamente y para el efecto raza se
obtuvo 59.33%, 56.87%, 48.00% y 29.13%, 21.73%, 29.27% en semen de carneros
Criollo Corriedale y Texel respectivamente. En el acrosoma en semen refrigerado y
descongelado para el efecto del dilutor se obtuvo 50.60%, 44.27%, 48.93% y 24.33%,
24.00%, 28.20% para el dilutor tris, agua de coco y leche UHT respectivamente y para
el efecto raza se obtuvo 39.73%, 55.47%, 48.60% y 20.93%, 29.53%, 26.07% en semen
de carneros criollo Corriedale y Texel respectivamente. Para las interacciones solo se
observd diferencia significativa (P<0.05) para la interaccion agua de coco-corriedale
con un 56.80% en acrosoma en semen refrigerado y para la interaccion tris-Texel con
un 45.00% de espermatozoides con membrana espermatica intacta en semen
descongelado. Concluyendo asi que el tris brinda la mejor proteccion sobre la
membrana espermatica y el acrosoma a la refrigeracion que persiste hasta la
descongelacion, respecto a la raza se podria decir que los espermatozoides del
Corriedale se comportarian mejor si serian mas tolerantes al proceso de refrigeracion y

congelacién que de los del criollo y Texel.

Palabras clave: carnero, espermatozoides, integridad de membrana espermatica,

integridad de acrosoma
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l. INTRODUCCION

Las barreras geograficas para el apareamiento de los animales durante mucho tiempo
redujeron las posibilidades del transporte de semen, sin embargo, en la actualidad la
inseminacién artificial ha logrado resolver este problema y es la herramienta mas
ampliamente aplicada para utilizar extensivamente el semen congelado de reproductores
genéticamente superiores, €s asi que la congelacion o criopreservacion de semen ha
sido la mas invaluable técnica de preservacion de semen ovino, en el manejo
reproductivo. Esta técnica permite incrementar el nimero de hembras que pueden ser
fertilizadas con un solo eyaculado. No obstante, sus resultados hasta ahora tienden a ser
insatisfactorios en ovinos, debido a la baja tasa de fertilidad, este hecho podria deberse a
los dafios ocasionados en los espermatozoides durante el proceso de criopreservacion,
principalmente en la membrana espermatica y acrosomal del espermatozoide,
reduciendo asi el niamero de células viables acortando su tiempo de vida en el tracto
reproductivo de la hembra; por lo tanto tendrian una menor oportunidad de poder
fecundar el ovocito (Sandoval, 2005)

Estos dafios producidos en los espermatozoides durante el proceso de criopreservacion
podrian ser prevenidos parcialmente, usando dilutores adecuados con agentes
crioprotectores apropiados, que puedan mejorar la capacidad de preservacion y
fecundacién del semen congelado de carnero, que es uno de los principales temas de
investigacion, mas aun en nuestra zona, en la que, no esta bien definido en la especie
ovina, por lo cual se vienen desarrollando ensayos con diferentes dilutores, asi existen
algunos trabajos con agua de coco Y leche en sus diferentes presentaciones; que buscan
entender el efecto protector que estos puedan tener sobre la célula espermatica del
ovino. Asi mismo, existen publicaciones que establecen el efecto de la raza de la

hembra, sobre la tasa de fertilidad después de la inseminacion artificial, observandose
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mejores tasas de concepcidn en algunas razas laneras o aquellas productos de cruza y las
menores en las razas carniceras; la raza del carnero también podrian tener un efecto
sobre ello, no obstante, la mayoria de los estudios sobre congelacion de semen ovino, se
han realizado sin observar este efecto sobre las caracteristicas del semen (Boiso, 2001).
Se conoce ademés que para determinar la calidad seminal se aplican frecuentemente
pruebas in vitro (volumen, concentracion, vitalidad, morfologia, motilidad) en su
mayoria de valoracion subjetiva que no estan bien relacionadas con la fertilidad del
animal, y muchas veces sobre estiman el potencial fecundante del macho. Ante esto la
evaluacion de integridad de la membrana espermatica y acrosomal son valoraciones
objetivas que reflejan la viabilidad espermatica, ya que nos dan la real capacidad
fertilizante del espermatozoide (Januskauskas et al., 2000).

Con los antecedentes descritos anteriormente, se propusieron los siguientes objetivos,
en el presente trabajo de investigacion.

Es evaluar el efecto del dilutor y la raza sobre la integridad de la membrana espermatica
y acrosomal en semen refrigerado a 5°C.

Evaluar el efecto del dilutor y la raza sobre la integridad de la membrana espermatica y
acrosomal en semen descongelado.

Evaluar el efecto de la interaccion del dilutor y la raza sobre la integridad de la

membrana espermatica y acrosomal en semen refrigerado a 5°C y descongelado.
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1. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. COLECCION DE SEMEN
De los métodos disponibles para la recoleccion del semen del carnero. EI méas usado
universalmente es la vagina artificial, con el cual se pretende simular la temperatura y
presion a su vez se recomienda lubricar la vagina artificial para obtener los mejores
resultados en cuanto a volumen y concentracion de espermatozoides. EI procedimiento
ideal debe ser inocuo, sin contaminacion, estar protegido contra el shock térmico y de la
luz solar (Curry, 2000).
2.1.1. Estimulacién previa del carnero
A efectos de lograr un buen eyaculado es altamente recomendable la excitacion
previa del carnero. Las montas falsas realizadas aumentan la cantidad del semen en
cuanto a volumen, concentracién espermatica y motilidad, siendo de esta manera la
segunda eyaculacion la que da la mejor respuesta (Galina et al., 1988).
2.1.2. Coleccion de semen propiamente dicha
Se realiza haciendo uso de la vagina artificial, este método es el método mas usado
por que se asemeja al tracto genital de la oveja, que proporciona el estimulo térmico
(temperatura) y mecéanico (presion) para la reaccion del pene del macho y que son
igualmente necesarios para producir la eyaculacion, con este método se colecta en
forma rapida y con limpieza el semen de carnero y se puede colectar varias veces al
dia (Pérez, 2008).
La temperatura de la vagina artificial antes de la coleccion de semen en ovinos sera
de 42-45° C y puede ser chequeado por insercion de un termometro limpio. La
extraccion del semen de carnero debera hacerse haciendo saltar el carnero sobre una

oveja en celo, el operador se situara a un lado del cuerpo del animal de esta manera
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podra desviar oportuna y suavemente el pene del carnero hacia el interior de la
vagina artificial, para lograr la recoleccion del material seminal (Colas et al., 1980).
2.1.3. Intervalos de coleccion de semen

En carneros adultos es recomendable colectar 1 a 2 eyaculados diariamente, en los
cuales deberia obtenerse un volumen de semen minimo de 0.8 ml y un maximo de
2.0 ml que deberia ser de consistencia cremosa, en animales jovenes la frecuencia
de coleccion sera menor respecto de los carneros mayores (Quispe, 2011). Los
ritmos de recogida méas frecuentemente empleado en la especie ovina, para la
realizacion de experiencias de larga duracién, son de un eyaculado en una semana o

bien de dos eyaculado en una semana (Colas et al., 1980).

2.2. CARACTERISTICAS DEL SEMEN DE CARNERO

El semen esta conformado por una fraccion liquida o plasma seminal y una fraccion
celular que la conforman los espermatozoides (Garner y Héafez, 2000). A partir de
diversos reportes (Cuadro 1), se tiene que en promedio el carnero tiende a eyacular una
cantidad de semen que oscila entre 0.75 a 2 mL., conteniendo una alta concentracién de

espermatozoides, los cuales son altamente viables.

Cuadro 1: caracteristicas del semen ovino

Autor y ano Volumen Concentracion Motiles Z(I:‘:‘g::;z Inr:]eegélgfadn:e
(mL) (millones/mL) (%) (%) (%)

Garnery Hafez,  gg-12  2000-3000 60-80

2000

Paulenz y col., 0,75-2,0 > 3500 >70

2002

Gily col., 20032 0,75-2,0 > 2500 >70

Santiani y col., 80-95 83-95 70-90
2004

FUENTE: (Ruiz, 2005)
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2.2.1. Plasma Seminal

El plasma seminal ovino estd compuesto por las secreciones provenientes de la
prostata y de las glandulas vesiculares y bulbouretrales. Durante la eyaculacion,
dichas secreciones son vertidas hacia la uretra generandose asi una mezcla con la
suspension de espermatozoides y las secreciones ampulares del conducto deferente
(Garner and Hafez, 2000).

La importancia funcional del plasma seminal es cuestionable, dado que es posible
inducir la prefiez por inseminacion empleando espermatozoides colectados del
epididimo. Sin embargo, el plasma seminal si muestra ser un componente esencial
en el apareamiento natural porque actia como portador y protector de los
espermatozoides (Garner and Hafez, 2000), situacion que es mas importante en el
apareamiento de la oveja, en la cual el eyaculado es depositado en la vagina.

El mayor constituyente del plasma seminal es el agua (cerca del 75%) y usualmente
es un fluido neutral e isotonico, con un pH cercano a 7.0 y rico en moléculas tanto
organicas como inorganicas encargadas de nutrir y proteger a los espermatozoides
(Evans and Maxwell, 1990). Dentro de todos los componentes del plasma seminal
ovino la fructosa y el acido citrico vienen a ser los componentes considerados de
mayor importancia en los rumiantes.

2.2.2. Influencia de la época reproductiva

El plasma seminal posee una gran variedad de proteinas, algunas de las cuales se
adosan a la superficie de los espermatozoides eyaculados contribuyendo a su
capacitacion, mejorando la viabilidad y motilidad, ademas de aumentar su
resistencia al golpe de frio, estabilizando la membrana espermatica de los
espermatozoides congelados. La concentracion de estas proteinas varia mucho entre

un macho y otro, pudiendo también variar entre razas aumentando o disminuyendo

Repositorio institucional UNA - PUNO




TESIS UNA-PUNO Hi"-": Nocionai s

Nacional del
Altiplano

dependiendo de los factores ambientales tales como la temporada de coleccion,
temperatura, nutricion, el estrés, etc. Uno de los factores que mayormente influye
en la produccion de semen de carnero es el fotoperiodo; durante la estacion
reproductiva hay una mejor calidad espermatica; asi como en las hembras que
aseguran que la actividad folicular es mejor en los machos la espermatogéenesis
alcanza su méaximo en otofio (Ferndndez et al., 2009) también la cantidad de
espermatozoides producidos por el testiculo, testosterona plasmatica por tanto la
calidad seminal; el parénquima testicular esta constituido en su mayor parte por
tejido espermatogenico y las variaciones estacionales sobre la espermatogenesis se
ven reflejadas en un aumento tanto en el tamafio del testiculo.es por ello que hay
varios autores que recomiendan hacer la recogida de semen en esta época del afio,
sobre todo si el mismo se va a usar almacenaje criopreservado. (Dominguez et al.,
2008), (Marti et al., 2007), también aconseja que la recoleccién de semen para
congelar debe hacerse en otofio, ya que la motilidad espermética es mejor

(Melendez, 2014).

2.3.  DILUCION

La dilucién permite aumentar el volumen total de un eyaculado, asegurar un medio
favorable para la supervivencia de los espermatozoides in Vitro, conservando su
capacidad fertilizante y realizar a partir de un solo eyaculado la inseminacion de un
numero elevado de hembras (Salisbury y Van dermark, 1978).

La dilucion otorga la posibilidad de crear condiciones de equilibrio osmotico y
fisioldgico adecuados, lograr la optima supervivencia de los espermatozoides in vitro,
asegurar una prolongada capacidad de fecundacion, mantener integras las estructuras
morfologicas y en particular las protoplasmaticas de superficie que envuelven al

espermatozoide sobre todo su porcion apical, limitar al minimo posible las actividades
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metabolicas supuestamente reducidas a su fase catabdlica (Sorensen, 1981). Los
diluyentes apropiados proporcionan a los espermatozoides nutrientes, medio buffer o
amortiguador para evitar los cambios de pH y un ambiente isotonico, ademas protegen
a los espermatozoides del shock del frié y favorecen su conservacion asi como también
protegen de las injurias en la congelacion cuando se congela el semen (Evans and
Maxwell, 1990).
Los dilutores de semen contienen Tris (Hidroximetilaminometano) o citrato como
buffers, glucosa o fructosa como fuente de energia, y penicilina o estreptomicina como
agentes antimicrobianos (Gibbons et al., 2004). Ademas, deben contener agentes
protectores para las membranas celulares durante el enfriamiento a 5° C usandose
generalmente la yema de huevo, y para el congelamiento es generalmente utilizado el
glicerol, todo ello con el objetivo de evitar lesiones de la membrana celular durante la
congelacién (Hafez, 2000). Existen otros dilutores comerciales, como el Laiciphos
(IMV, Francia) para diluir semen fresco, Ovine Fresh para semen refrigerado y Ovine
Freezing para la congelacion de semen (Santiani, 2003).

2.3.1. Dilutores usados en la congelacién de semen

Los dilutores o diluyentes tienen como objeto aumentar el volumen y mantener una

concentracion espermatica adecuada para dar servicio al mayor numero posible de

hembras. El titulo de dilucion depende tanto del volumen de inseminacion (varia en

funcion del tipo de inseminacion: vaginal, cervical, intrauterina) como de la

concentracion de espermatozoides moviles con la que queremos inseminar, ya que

independientemente del lugar de la inseminacion, el numero de espermatozoides

moviles esta correlacionado con la fertilidad (Evans and Maxwell, 1990).

Los espermatozoides viven fuera del organismo solamente durante un tiempo

limitado. Precisamente por esto, el semen colectado que se va a utilizar para
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inseminar debera proceder a su dilucion lo mas pronto posible. Las soluciones
buffer que conforman la mayor parte del diluyente seminal poseen un doble rol:
uno es neutralizando el &cido lactico producido por la actividad metabolica de los
espermatozoides (evitando los cambios de pH). El otro es proveyendo una correcta
concentracion del buffer conformando un medio isoténico para el semen. Las sales
utilizadas deben ser no toxicas. Las siguientes son cuatro soluciones que cumplen
con estos requerimientos: solucion buffer fosfatado, buffer citrato, buffer tris y la
leche entera o descremada (Tribulo, 2009).

2.3.1.1. Solucion tris-yema

El hidroximetilaminometano (Tris) es muy conocido por su accién buffer y la de
proteger al acrosoma de los espermatozoides. Este buffer organico tiene mayor
capacidad amortiguadora que el citrato o fosfato, es menos toxico para los
espermatozoides y penetra la membrana plasmatica de las células espermaticas para
actuar como buffer intracelular por su accion osmotica, tiene también poder
neutralizante de los productos de desecho metalico, en particular del acido lactico,
siendo entonces un dilutor recomendado para su uso en la dilucién del semen de

ovinos (Evans y Maxwell, 1990).
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Cuadro 2: Composicion del dilutor Tris para la congelacion de semen

Ingrediente Cantidad
Tris 3.634(0)
Glucosa 0.500(g)
Acido Citrico 1.990(9)
Penicilina 100 000(UI)
Estreptomicina 100(mgQ)
Yema de huevo 15(mL)
Glicerol 5(mL)
Agua bidestilada 100(mL)

FUENTE: (Evans y Maxwell, 1990).

La solucion Tris — yema de huevo se prepara afiadiendo 20% de yema de huevo
fresca a la solucion amortiguadora Tris, se afladen antibioticos a las
concentraciones recomendadas. Se ha visto que el glicerol a 6% es de beneficio,
aun cuando el semen se almacene a 5° C. ElI amortiguador Tris también tiene una
ventaja adicional, pues permite afadir el glicerol en el diluyente inicial evitando asi
la demora en afiadir el glicerol a 5°C después que se han enfriado los
espermatozoides. La mayor parte de los otros diluyentes requiere de este Ultimo
procedimiento. El tiempo de equilibrio no parece ser tan critico con el diluyente
Tris-yema como lo es con otros diluyentes (Bearden y Fuquay, 1997).

2.3.1.2.  Agua de coco

El coco (Cocus nucifera), perteneciente a la familia Cocosidea, madura a los 6
meses de edad y a partir de este momento presenta en su contenido agua liquido
endospermico solucion natural y esteril ligeramente acida, compuesta de soluciones
acidas y estériles, como aminoacidos, azlcares, sales, proteinas, vitaminas,

minerales grasas neutras, factores de crecimiento y muy pocos fosfolipidos segun lo
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mencionan Nunes et al. (1994). En la fase de maduracion inicial, el agua de coco
presenta una osmolaridad entorno de 500 miliosmoles y un pH de 4.5 (Nunes y
Fernandez, 2001).

El punto de partida inici6 cuando fue aislada del agua de coco una molécula
perteneciente al grupo de las auxinas esto es el acido 3-indol-acético (11P), la cual
le confiere a los espermatozoides de diferentes especies un incremento en la
motilidad y porcentaje de espermatozoides vivos, aumentando también la tasa de
fertilidad, ademas de permitir su conservacion durante periodos mas largos
(FUNCAP, 1999).

Los diluyentes con base en agua de coco han sido ampliamente estudiados y
utilizados en el noroeste brasilefio, debido a su excelente eficacia y bajo costo
(Nunes, 1998). Se realiz6 una evaluacion in vitro de semen de ovinos, después de
realizada la recoleccion, cada eyaculacion fue dividida en dos porcentajes iguales,
siendo una diluida en agua de coco con osmolaridad y pH corregidos y la otra fue
diluida en leche en polvo glucosado, concluyendo que los diluyentes utilizados
demostraron eficiencia como medio de dilucion para semen de ovinos (Silva,
1990).

La habilidad de agua de coco en la sobrevivencia espermatica, es atribuida en gran
parte a una inhibicién reversible del cido lactico del esperma, manifestado por una
disminucion en el metabolismo celular, en términos de respiracion, glucolisis
anaerobia y motilidad (Norman et al., 1958). Por otra parte, el uso de este diluyente
incrementa la fertilidad en comparacion con otros convencionales, ademas de que
aumenta el numero de nacimientos de crias del sexo femenino, lo cual indica un
favorecimiento a los cromosomas X y un detrimento a los cromosomas Y de los

espermatozoides (Nunes, 1986).
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2.3.1.3. Laleche

La leche especificamente de vaca, es utilizada para diluir semen de diferentes
especies (Foote, 2002; Salamon y Maxwell, 2000). La leche de vaca es un diluyente
ampliamente utilizado, puede emplearse tanto entera, descremada, UHT o en polvo
para reconstituir, siendo esta Ultima la mas universal (Watson, 2000). Existen
diluyentes a base leche descremada en polvo como Kenney (Hamilton Research
Inc, USA) o E-Z-Mixin (ARS, USA) los que son usados comunmente para la
dilucion del eyaculado para la inseminacién artificial, tanto con semen fresco y
refrigerado, para mantener bien la motilidad espermatica y la fertilidad. Ademas de
esto, son de preparacion simple y de bajo costo (Dinatolo, 2011).

Las proteinas de la leche actian como amortiguadores contra cambios de pH y
como agentes quelantes contra cualquier metal pesado presente (Salamon y
Maxwell, 2000). La caseina, la principal proteina de la leche, también tiene un
efecto antioxidante (Foote, 2002), y por tanto confiere proteccion a los
espermatozoides durante la reduccion de temperatura. Sin embargo, otra proteina
presente en la leche, la lactenina, es toxica para los espermatozoides (Salamon y
Maxwell, 2000), es por lo que se recomienda calentar la leche previamente a
temperaturas superiores a los 90°C, lo cual inactiva a esa proteina (Salamon vy
Maxwell, 2000). La leche puede ser usada en forma entera, reconstituida o
descremada (Gil et al., 2003).

El uso de leche tratada con altas temperaturas (UHT) es muy recomendado por su
condicion de esterilidad y por no requerir calentamiento previo (Salamon y
Maxwell, 2000). Algunos estudios indican que no existen diferencias entre utilizar

leche entera pasteurizada y leche descremada (Gil et al., 2003).

11
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2.3.2. Importancia y propiedades de los aditivos para la congelacion de semen
a) Yema de huevo
La yema de huevo es un componente basico que esta en casi todo los diluyentes por
su papel protector y conservador de los espermatozoides estd ligado a los
compuestos lipido-proteicos y lipidicos de la yema de huevo, igualmente contiene
glucosa que puede ser metabolizada por los espermatozoides, ciertas proteinas,
vitaminas hidrosolubles y liposolubles las cuales poseen un cierto grado de
viscosidad que pueden beneficiar a las células espermaticas (De Alba, 1985)
La fraccion proteica responsable de la conservacion intervendria inhibiendo los la
formacion de peroxido de hidrogeno (H202) como consecuencia de la oxidacion
desaminativa de una molécula de triptéfano, de fenilalanina o de tirosina. La yema
de huevo contiene igualmente toda una serie de diastasas, especialmente de
deshidrogenasa, que intervendrian como substrato de oxidacion y como elementos
protectores de enzimas con grupos sulfidrilos y del factor anticoagulante que
normalmente esta presente en el plasma seminal (Derivaux, 1982).
Los efectos beneficiosos de la yema de huevo para impedir el choque por el frio se
debe a los componentes de la yema de huevo (lipoproteinas, fosfolipidos y lecitina),
en los diluyentes sus concentraciones oscilan entre 1 a 5% de lipoproteinas, 0.5 a
1% de fosfolipidos y 0.25 a 2.0% de lecitina (Salisbury y Van Dermark, 1978).
b) Glicerol:
El glicerol es el agente crioprotector permeante mas usado en los protocolos de
criopreservacion de semen en las diferentes especies (Bittencourt et al., 2004).
Su bajo peso molecular le permite ingresar a la célula y reemplazar osmoticamente
el agua intracelular durante el proceso de congelamiento. Esto combinado con una

velocidad de congelamiento lenta disminuye la formacion de cristales de hielo
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intracelulares (Salamon y Maxwell, 2000). EI ingreso del glicerol al
espermatozoide se realiza mediante los canales aquaporin 7 (Ishibashi et a.,| 1997).
La mayoria de trabajos utilizan el glicerol en concentraciones entre 6 a 8% (EI-
Alamy y Foote, 2001). En un diluyente en base a Tris, la mejor motilidad post
descongelamiento se obtiene con 6% de glicerol (Molinia et al 1994). Se ha
sugerido que la concentracion éptima de glicerol en el diluyente esta relacionada a
su concentracion final en el espermatozoide (Salamon y Maxwell, 2000).

La mayoria de protocolos de congelamiento de semen ovino prefiere la adicion del
glicerol a los 5°C para evitar sus efectos tdxicos (Salamon y Maxwell, 2000). La
sensibilidad de espermatozoides a los efectos toxicos varia en cada especie
(Bittencourt et al., 2004). Algunos efectos atribuidos al glicerol son cambios en la
estructura bioguimica de la membrana plasmatica del espermatozoide relacionados
a la capacitacién y reaccion del acrosoma (Salamon y Maxwell, 2000). Se presenta
mayor reaccion del acrosoma y mayor cantidad de espermatozoides capacitados
cuando el glicerol se adiciona a los 15°C en comparacion con la adicion a los 5°C
(Gil et al., 2003). Por esta razén, el diluyente es dividido en dos fracciones, en
donde la segunda fraccién contiene el doble de la concentracion deseada de
glicerol, para que al ser mezclado con igual volumen del semen diluido en la
primera fraccion, se obtenga la concentracion deseada de dicho agente crio

protector.

2.4. REFRIGERACION

La reduccién gradual de la temperatura disminuye el nivel de metabolismos celular
prolongando asi, la vida atil de los gametos masculinos. Los espermatozoides de
mamiferos, especialmente los pertenecientes a los ungulados, son extremadamente

sensibles al enfriamiento rapido. Este fendmeno conocido como choque frio depende de
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la velocidad de enfriamiento, del rango absoluto de temperatura que se descienda y de la
temperatura final que se alcance. Para evitar los efectos adversos del choque frio
emplean velocidades de refrigeracion moderadas y homogéneas (-0.1°C/min. a -
0.5°C/min), las cuales descienden la temperatura del semen de 30°C a °C en periodos de

tiempo de una o dos horas (Watson, 1995).

2.5. CRIOPRESERVACION DE SEMEN

A fin de realizar muchas de las ventajas potenciales de la inseminacion artificial (1A), el
almacenamiento a largo plazo de semen es necesario. Esto slo es posible mediante la
congelacion de un sistema que detiene los procesos metabélicos de los espermatozoides,
lo que permite el almacenamiento indefinido sin una pérdida significativa de la
fertilidad. El descubrimiento de las propiedades crioprotectoras de glicerol ha hecho
posible la criopreservacion. Entre los muchos beneficios que resultan del proceso de
criopreservacion son la mejora genética de las especies agricolas importantes y control
de las enfermedades que afectan a los dos de los cuales tienen un impacto muy
significativo sobre la sostenibilidad de la industria agroalimentaria (Bailey et al., 2000).
El éxito de la crioconservacion depende de muchos otros factores, como las
interacciones entre crioprotector, tipo de diluyente, velocidad de enfriamiento,
velocidad de descongelacion y embalajes, asi como la variacion individual del animal
(Andrabi, 2007) una cierta pérdida de la viabilidad espermatozoide es inevitable debido
a los procedimientos de procesamiento antes de congelacion, asi como durante el
proceso de congelacion real. Los informes de investigacion del éxito de semen
criopreservado varian significativamente a menudo afectadas por el método de la
experimentacion, que no es estandarizada en muchas investigaciones reproductivas.
Informacion sobre la tasa de prefiez a una sola inseminacion, el momento de la

inseminacion, el numero de espermatozoides inseminados, volumen de la inseminacion,
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el momento de la inseminacion, el nimero de espermatozoides inseminados, volumen
de inseminar utilizado o el tipo de diluyente utilizado todavia estan incompletos. Por
otra parte, la motilidad de los espermatozoides ha demostrado ser unos indicadores adn
mas pobres de la fertilidad en las muestras de congelado-descongelado (Samper et al,
1991). Independientemente de todas estas consideraciones, la criopreservacion para ser
considerado un éxito debe permitir al espermatozoide conservar su capacidad de
fertilizacion después de descongelacion. Para lograr esto deberia retener su capacidad
para producir energia a traveés de metabolismo; para mantener la configuracion de la
membrana plasmatica normal y la integridad, conservar su motilidad y enzimas, tales
como acrosina, dentro del acrosoma para permitir la penetracién de los ovulos. La
alteracion de cualquiera de estas funciones o habilidades afectara significativamente la
capacidad de los espermatozoides para lograr la fertilizacion. EI mayor riesgo para el
mantenimiento de estos atributos se presenta por la formacién de cristales de hielo y el
movimiento resultante de agua de hasta gradientes osmaticos durante el proceso de
criopreservacion (Andrabi, 2007).

Durante el proceso de congelacion, varios cambios biofisicos son evidentes dentro de la
muestra de semen. A medida que la temperatura cae por debajo de la congelacion; la
muestra sufre un sobre enfriamiento, como la temperatura desciende mas alla de sobre
enfriamiento, cristales de hielo extracelular se empiezan a formar desde el agua dentro
del medio circundante. Esta formacion de hielo aumenta la concentracion de solutos,
tales como azucares, sales y proteinas. En respuesta a este gradiente de presion osmotica
de nuevo desarrollo y el hecho de que el agua dentro del espermatozoide es mas lento
para formar cristales de hielo que el agua en el medio que se encuentra, el agua pasa
hacia fuera de los espermatozoides, en particular del espermatozoide se vuelve cada vez

deshidratado (Watson, 2000). La tasa de agua de los espermatozoides también depende
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de la velocidad de descenso de la temperatura, , tanto mayor sera el tiempo necesario
para el flujo de salida de agua, y por lo tanto una mayor deshidratacion. Esto reduce la
probabilidad de la formacion de cristales de hielo dentro de la espermatozoide que
podria causar considerable dafio fisico (Woeldres, 1997), pero un dafio aln mayor se
produce debido al aumento de la deshidratacion intracelular y salir del espermatozoide y
por lo tanto gran forma cristales de hielo intracelular, causando dafio fisico a las
membranas celulares y otros componentes intracelulares. Sin embargo, la crio
preservacion, tienen como objetivo lograr una velocidad de enfriamiento dptimo que
proporcionara un compromiso entre todos estos factores.
Hay dos rangos de temperatura principales motivos de preocupacion respecto, el dafio a
los espermatozoides durante la congelacion; el periodo de sobre-enfriamiento (0 ° C a-5
° C) y la formacion de cristales de hielo (6 ° C a -15 ° C) () resultados de sobre-
enfriamiento excesivos en una rapida formacion de hielo con la posibilidad de dafio
fisico. En otras muestras de semen, este problema se puede superar mediante la técnica
denominada de la siembra, el cual esta disefiado para inducir la formacién de hielo mas
gradualmente durante un mayor intervalo de temperatura. Sin embargo, hay poca o
ninguna evidencia de que la siembra de una muestra de semen durante el proceso de
congelacién tiene efectos ventajosos. La segunda area de preocupacion es conocida por
tener un efecto significativo sobre espermatozoide funcional a la descongelacion. En un
intento de superar algunos de estos problemas (Medeiros et al., 2002; Watson y
Duncan, 1988).

2.5.1. Efecto de la criopreservacion en los espermatozoides

Los espermatozoides cambian continuamente y desarrollar desde sus origenes como

células somaticas hasta su destino como celulas altamente especializadas capaces

de fertilizacion. Ellos tienen basicamente tres regiones funcionales
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comprometedoras una cabeza que contiene el material nuclear condensado, la zona
mitocondrial que sirve como una potencia y una cola que es la region de
propulsién. La maduracién subsiguiente se produce dentro del epididimo, seguido
por un mayor desarrollo inducido primero por contacto con plasma seminal y luego
por las secreciones del tracto femenino (Curry, 2000) las etapas finales de
desarrollo espermatozoides son inducidas por el entorno inmediato del ovocito y su
zona. En el proceso, la mayoria de los organulos se pierden junto con el citoplasma,
y la cromatina espermatozoides se remodela, esta especializacion, sin embargo, se
consigue a un costo, reduciendo la capacidad de repararse a si mismo al
espermatozoide que conduce a una mayor susceptibilidad a los cambios
ambientales. Por lo tanto, incluso bajo condiciones ideales, es inevitable que algo
de dafio se producird a los espermatozoides durante el proceso de congelacion
(Andrabi, 2007).

2.5.1.1. Efecto sobre el metabolismo espermatico

Dado que durante el proceso de crio preservacion el metabolismo de los
espermatozoides es reducido y por ende presentan poca actividad bioldgica
antioxidante, es de esperar que se den condiciones para un incremento de especies
reactivas de oxigeno. Tal como ha sido evidenciado en la crio preservacion de
semen de ovinos (Santiani, 2003), y bovinos (Morani et al., 2004). En dichos casos,
una fuente probable de para que esto se presente seria a partir de los dilutores
empleados y los cuales normalmente son expuestos a al aire durante su preparacion
y almacenamiento y también porque presentan sustancias pro-oxidantes (Foote,
2002),

Por lo tanto, es de esperar un aumento de las especies reactivas de oxigeno

principalmente durante la fase de enfriamiento, llegando a niveles maximos cuando
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el semen es mantenido a temperaturas cercanas a los 5°C por periodos prolongados
(Santiani, 2003). Esto puede deberse a la disminucion de la actividad enzimatica
antioxidante por el descenso de la temperatura (Lasso et al., 1994). El incremento
en la produccién de especies reactivas de oxigeno durante la fase de enfriamiento
podria ser el resultado de cambios en la integridad estructural y funcional de la
membrana espermatica (Wang et al., 1997). El descenso de la temperatura produce
cambios en el patron de distribucion de los grupos sulfhidrilos de la superficie que
podrian activar algunos de los mecanismos propuestos para la produccion de
especies reactivas de oxigeno (Chatterjee et al., 2001).

Elevados niveles de peroxidacion lipidica han sido observados luego del proceso de
criopreservacion en espermatozoides ovinos (Santiani, 2003).

Es probable que la peroxidacion lipidica observada luego del descongelamiento
haya sido causada durante el proceso de enfriamiento, particularmente en
temperaturas cercanas a los 4°C, en donde se producen las mayores cantidades de
especies reactivas de oxigeno (Saleh y Agarwal, 2002).

El estrés oxidativo durante el proceso de criopreservacion esta relacionado con la
pérdida de la funcion espermatica. Los espermatozoides criopreservados presentan
disminucion de la motilidad progresiva (Wang et al., 1997), viabilidad, alteracion
en la integridad de sus membranas (Wang et al., 1997; Tselkas et al., 2000) y dafio
en la estructura del ADN espermatico (Baumber et al., 2003). Es por ello, que la
prevencion de la produccion de especies reactivas de oxigeno durante el proceso de
criopreservacion es importante para mantener una buena calidad espermatica,

(Santiani, 2003).
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2.5.1.2. Efecto sobre la ultra estructura espermética

Durante el proceso de criopreservacion se produce diversos dafios en el
espermatozoide, un dafio letal y un dafio sub-letal. El dafio letal, disminuye la
proporcion de células viables. Este dafio es producido principalmente por las
siguientes causas: el cambio de temperatura, el estrés toxico y osmotico, y la
formacion de hielo extracelular. El dafio sub-letal produce una disfuncion en la
poblacion de células sobrevivientes. Este es principalmente producido por: la
desestabilizacion de las membranas, y el estrés oxidativo (Watson, 2000).

En condiciones normales, entre un 40 a 50% de espermatozoides sometidos al
proceso de criopreservacion no sobreviven. De la proporcion sobreviviente solo una
minoria de espermatozoides muestra una motilidad progresiva vigorosa,
presentandose en la mayoria diferentes grados de dafio en la motilidad (Watson,
2000). Después del proceso de criopreservacion puede conseguirse un aceptable
porcentaje de espermatozoides motiles, sélo una pequefia proporcion de estos
permanece sin cambios funcionales (Salamon y Maxwell, 2000). Durante el
proceso de criopreservacion se incrementa la capacitacion espermatica en
comparacion con espermatozoides de semen fresco (Watson, 2000). En ovinos, el
porcentaje de espermatozoides capacitados en el semen fresco varia entre 5 a 20%,
mientras que en espermatozoides descongelados el porcentaje de capacitacion
puede llegar hasta 90%, aunque varia entre 40 a 60% (Gil et al., 2003).

La baja viabilidad se debe a factores como: cambio de temperatura, estrés osmatico,
la formacion de hielo intracelular y la toxicidad. El cambio de temperatura produce
un estrés en la membrana, posiblemente relacionado con un cambio de fase en los
lipidos (Watson, 2000). Las lesiones producidas por el congelamiento de las

membranas antes y durante el congelamiento solo se invierten parcialmente después
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del descongelamiento. Las proteinas integrales de la membrana son agrupadas por
la separacion de la fase lipidica, y esto puede alterar su funcién, especialmente la
funcidn de las proteinas de canales idnicos.

Es por eso que la permeabilidad de la membrana aumenta después del
congelamiento (Watson, 2000). La regulacién de calcio es claramente afectada y
altera la funcion celular. En casos severos, es incompatible con la viabilidad celular
(Bailey y Buhr, 1994). Como ya se mencionado anteriormente el estrés osmético y
la formacion de hielo intracelular producen una disminucién de la viabilidad
espermatica. Finalmente la toxicidad de algunas sustancias como el glicerol
también producen la muerte de los espermatozoides (Watson, 2000).

Un porcentaje de los espermatozoides sobrevivientes presenta un dafio funcional
que esta relacionado con la calidad de la membrana, dafios oxidativos, integridad de
los receptores de membrana e integridad de la estructura nuclear, (Watson, 2000).
Esto se ve reflejado en la motilidad, capacitacion espermatica e integridad

acrosomal.

2.6. EVALUACION DE LA CALIDAD SEMINAL POST-
DESCONGELAMIENTO
La evaluacion de la calidad seminal es con el objetivo de predecir la fertilidad, la
respuesta de los espermatozoides a los procesos de congelacion descongelacion varia
entre especies e incluso entre individuos (Evans y Maxwell, 1990).
2.6.1. Caracteristicas de la membrana espermatica
Se considera que el principal sitio de dafio asociado a los cambios de temperatura
son las membranas espermaticas (Watson, 2000). Cuando la membrana plasmatica
es afectada por el frio puede sufrir modificaciones en su permeabilidad, que

resultan en alteraciones de las funciones metabolicas, perjudicando la motilidad y
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capacidad fecundante de los espermatozoides (Amann et al., 1993). Para poder
interactuar con el ovocito, los espermatozoides deben estar vivos, motiles y poseer
las membranas plasmaticas y acrosomal intactas y funcionales.

Las membranas de los espermatozoides estan compuestas principalmente por una
cadena doble de fosfolipidos en la cual se localizan complejos proteicos
distribuidos aleatoriamente. Cuando estan inalterados, se encuentran en estado
fluido, esencial para su funcion. Con el enfriamiento los lipidos sufren una
transicion a la fase liquida cristalina y posteriormente a una de gel. Una vez que se
encuentran en estado de gel, los lipidos tienden a agregarse, formando
microdominios en éareas aun fluidas. Estos lipidos agregados no se integran
comunmente con las proteinas asociadas con otros lipidos. Los bordes de estos
microdominios se convierten en areas mas fragiles sujetas a la fusion o ruptura
ademas de volverse mas permeables a los iones (Hammersted et al., 1990; Amman
et al., 1993; Morel, 1999). Cuando los espermatozoides estan alterados los iones
Na y Ca que entran a las células espermaticas son retirados por medio de transporte
activo. A 5°c la permeabilidad al Ca crece significativamente superando la
capacidad de eliminacion de los iones por medio de las bombas de Ca. Asi el Ca se
acumula en el espermatozoide alcanzando niveles téxicos. Es posible que el
Acrosoma sufra mas, con estas alteraciones, una perdida mayor de capacidad
fecundante de la que seria esperado de la reduccion de la motilidad (Amman et al.,
1993).

El hecho de que el shock de frio es causado por un cambio de fase de los lipidos de
la membrana fue propuesto por Dobrins (1993). El estrés de la membrana puede
continuar por debajo del 0 ° sin que el cambio de fase sea completo, sin embargo,

es bien conocido que los cambios de fase ocurran en su mayoria entre los 5°C y
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15°C (Dobrins 1993). Las proteinas intracelulares también se ven afectadas por la
crio preservacion. Es decir que tanto las proteinas involucradas en el transporte de
sustancias a través de la membrana; como las funciones enzimaticas, reducen su
actividad a bajas temperaturas (Amman et al. 1993).

La susceptibilidad al shock térmico es en parte determinada por el contenido de
membranas en colesterol y por la proporcion de acidos grasos poli insaturados que
estan presente en los fosfolipidos, ya que ambos fendmenos influyen en la fluidez
de las membranas celulares (Watson, 2000). La relacién colesterol/fosfolipidos es
un hecho determinante de la fluidez de las membranas.

El colesterol modula la fluidez de membranas por interaccion con los acidos grasos
de los fosfolipidos. Las especies que tienen elevadas relaciones
colesterol/fosfolipidos son las que mejor resisten los cambios de temperatura. Asi
Darin-Bennet and White (1997) observaron que en las especies resistentes al shock
térmico (conejo y hombre), la relacion es inferior a 0,46 (ejem. el toro 0.45 y
carnero 0.3). Con concentraciones similares de ambos grupos de lipidos se
mantiene la fluidez de la membrana y no se produce la separacion lateral de las
cadenas lipidicas, por lo que las proteinas intrinsecas no son desplazadas
conservandose asi la integridad del plasmolema.

2.6.1.1. Test de endosmosis celular (jeyendran et al., 1992).

La membrana celular de los espermatozoides de carnero tiene una particular
composicion que hace dificultosa la criopreservacion (Aisen et al., 2002). Los
espermatozoides de mamiferos bajo condiciones hipo-osmoéticas se “hinchan”
debido al flujo de agua extracelular que origina la expansion de las membranas, por
lo tanto, sometiendo a los espermatozoides a estos medios se puede evaluar la

integridad funcional de la membrana plasmatica, ya que aquellos espermatozoides
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que aparecen con el flagelo hinchado y plegado helicoidalmente sobre la porcion
intermedia son los que mantienen su membrana plasmatica funcional y permite el
paso de agua al interior, para establecer el equilibrio osmotico entre los espacios
intra y extracelular (Jeyendran et al., 1992; Randall et al., 1997). El hinchamiento
se evidencia mas facilmente en el flagelo espermatico por ser en esta porcion la
membrana plasmatica mas flexible y estar mas separada de las estructuras inferiores
que en la cabeza (Jeyendran et al., 1992). El test de enddsmosis se ha aplicado para
el control de la calidad seminal en varias especies animales, entre ellas la ovina,
porcina y bovina (Vazquez, 1980; Watson y Duncan, 1988; Anel, 1990). Las
presiones osmaticas de los medios empleados para realizar esta prueba en la especie
ovina oscilan entre 75mOsmKg. (Vazquez, 1980) y 150 mOsmKg. (Watson y
Duncan, 1988), habiéndose observado que por debajo de dichas presiones los
“lazos” formados en los flagelos se pierden al reventar las membranas plasmaticas
(Jeyendran et al., 1992). La identificacién se puede hacer por microscopia de
contraste de fases (Jeyendran et al., 1992) o con contadores electronicos que
clasifican los espermatozoides de una muestras espermatica en distintas sub-
poblaciones en funcion del tamafio (Vazquez, 1980).

Cuadro 3: Composicion de Medio hipo-osmotico

Citrato de sodio (di hidratado) 0.735g.
Fructuosa 1.351g.
Agua bidestilada 100 mL.

FUENTE: Santiani, (2003)

El efecto de la temperatura de empajillado (20°C y 5°C) vy raza en la motilidad
individual e integridad de membrana utilizando dilutor Tris, obtuvo como promedio

general 37.6%, ademas que evalud la integridad de membrana por razas Criollo,
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Corriedale y Merino y obteniendo 40.84%, 38.40% y 36.79% de espermatozoide
con la membrana intacta a la descongelacion, respectivamente Huamani (2010).

El efecto del uso de dos crioprotectores (etilenglicol y glicerol) y el envasado en
pajillas de 0.25ml, 0.50ml y pellet, sobre las caracteristicas de motilidad e
integridad de membrana del espermatozoide en época de invierno; reportando
39.91% de espermatozoides con la membrana celular intacta, ademas que evalud
también por razas obteniendo 39.69%, 39.66% Yy 46.84% para las razas razas
Corriedale, Merino y Criollo respectivamente Mamani (2011).

Se evaluo el efecto de tres temperaturas de congelacion en semen de carnero las
muestras fueron colectadas de 5 carneros adultos de las razas Merino y Criollo por
vagina artificial diluidas con el dilutor tris-yema-glicerol, cargadas en pajillas de
0.25 mL; en el cual los resultados para el test hiposmotico en semen refrigerado fue
60.28% de espermatozoides con membrana celular intacta y para semen
descongelado fue de 35.86 en -80°C, 36.97 en -100°C, 41.14 en -120°C y 37.88 en
grupo control, Perez (2010).

Con la finalidad de determinar el incremento de la tasa de no retorno de celo en
ovejas utilizando un antioxidante (Tempo) durante la criopreservacién, descrito
anteriormente, encontrandose resultados de 33.65% Yy 40.53% a la prueba de
integridad de membrana para el semen congelado sin el antioxidante y con el
antioxidante respectivamente, Santiani et al., (2007).

Se evalu6 el comportamiento de los dilutores Tris-yema y Citrato-yema utilizando
yema de huevo de codorniz, en el congelamiento de semen de ovino y la integridad
de la membrana espermatica del semen congelado en pajillas de 0.5 ml, En semen
refrigerado los valores de la integridad de membrana (HOST) fueron de 78.0% con

Tris y 73.2% con Citrato para semen descongelado (descongelamiento se realiz6 a
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38 °C por 15 segundos) fue de 49.8 % y 41.3 % para los dilutores Tris y Citrato,
respectivamente, Cabrera et al., (2011).

Evaluo el efecto de dos dilutores, Tris- Fructosa-Yema de huevo (Tris) y Citrato-
Glucosa-Yema de huevo (citrato), (yema de huevo de codorni) sobre la motilidad
espermatica e integridad de la membrana espermatica (HOST) en semen congelado
de ovinos bajo la forma de pellets. En ovinos Assaf, los valores de HOST del
semen descongelado fueron de 43.56 y 40.38% con Tris y citrato respectivamente,
Cabrera et al. (2010).

2.6.2. Caracteristicas del acrosoma del espermatozoide

El acrosoma es una estructura membranosa que ocupa la region anterior de la
cabeza del espermatozoide, englobando al nicleo y que se origina a partir del
complejo de Golgi durante la fase de espermatide. Este organulo contiene los
enzimas que permiten al espermatozoide atravesar las envolturas que recubren al
ovocito. Dichos enzimas se liberan al exterior mediante un proceso de exocitosis
denominado Reaccion Acrosémica. Un nuevo parametro, introducido en 1968 por
Saacke y Marshall, empleado para la evaluacion morfoldgica del eyaculado
consiste en la descripcion de la secuencia de alteraciones que presenta el acrosoma
del espermatozoide del toro con el transcurso del tiempo. A partir de aqui, la
integridad del acrosoma se ha utilizado como prueba de evaluacion de la calidad
seminal en la mayoria de las especies de animales mamiferos. El acrosoma juega un
papel fundamental en la fecundacién. En el acrosoma se puede distinguir tres
regiones claramente diferenciadas: la zona acrosomal con su borde apical, la zona
post acrosomal y el segmento ecuatorial entre ambas, los mismos que tienden a
romperse en el proceso de refrigeracion, congelacion y descongelamiento. Muestras

seminales con alta proporcion de alteraciones acrosomales suelen tener una
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fertilidad baja (Pefia y Linde-Forsberg, 2000). La reactividad de la membrana
acrosomal representa un requisito absoluto para la fertilizacion y sélo los
espermatozoides que pueden realizar la reaccion acrosomal (RA) de manera
sincronizada con la fase de penetracion del oocito, tienen la habilidad de pasar a
través de la zona pellcida y, como consecuencia, fusionarse con este para formar
un embrion (Januskauskas et al., 2000).

La normalidad acrosémica se valora de diversas formas segun los distintos autores.
Asi algunos de ellos emplean la microscopia de campo claro para el examen de las
muestras previamente tefiidas con una solucién de Giemsa al 6%. Otros, como
Carbonero y Vazquez, utilizan una solucion de glutaraldehido para fijar las
muestras y evaltan, por medio de la microscopia de contraste de fases, el estado del
borde apical del acrosoma. También se ha empleado la microscopia electrénica de
transmision para tal fin.

2.6.2.1. Tincion triple (eosina—nigrosina-giemsa) (Tamuli y Watson, 1994).

El contenido en espermatozoides vivos de una muestra de semen puede
determinarse facilmente mediante el empleo de técnicas de tincidn en las cuales los
espermatozoides muertos aparecen tefiidos al presentar sus membranas mayor
permeabilidad al paso de colorantes (Fiser y Marcus, 1989). El porcentaje de
células espermaticas muertas, en el semen de morueco, se ha estimado por diversas
tinciones: Eosina-Nigrosina (Colas et al., 1980), Tripan azul, Amaranto (Fiser y
Marcus, 1989) y una de estas ultimas es la triple tincion NEG, ésta tincion
desarrollada mediante la combinacion de dos técnicas de tincion tradicional
(eosina-nigrosina y Giemsa), ha demostrado ser confiable en la determinacion del
porcentaje de espermatozoides vivos y muertos ademas de su estado acrosomal

(Tamuli y Watson 1994).
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Para la tincion triple, se realizara el siguiente procedimiento:

e Se tomoO una gota de semen (5ul) que serd mezclada con una gota de eosina
(5uL) y dos gotas de nigrosina (10uL) sobre un portaobjetos en una platina
temperada a 37°C, se realizaréa la mezcla de todos ellos y el frotis que sera secado al
aire.

e El frotis sera fijado en una solucion al 4% de formaldehido en PBS por diez
minutos.

e Posteriormente se lavara durante 7 a 10 minutos en agua corriente y luego una
vez con agua destilada, a continuacion se secara al aire.

e Una vez seco se sumergira en una solucion al 20% de Giemsa en agua destilada
por un tiempo de 60 minutos.

e Finalmente el frotis se lavara con agua destilada y se secara al aire para ser
observado con un microscopio éptico a 800 aumentos usando aceite de inmersion.
Las células vivas seran tefiidas de un color rosado y las células muertas se tefiiran
de color parpura todo ello en la regién post acrosdmica, el estado del acrosoma sera
claramente observado por la tincion pdrpura del mismo.

Evalu6é el efecto de cuatro combinaciones de dos agentes crioprotectores
permeantes mas dos no permeantes 1)Glicerol - Trehalosa, 2)Glicerol - Sacarosa,
3)Etilenglicol - Trehalosa y 4)Etilenglicol - Sacarosa usando dilutor tris sobre la
calidad del semen ovino post-descongelamiento. Los resultados fueron para
glicerol-trehalosa 62.7%; para el dilutor leche descremada trehalosa efecto sobre el
Acrosoma obtuvo 23.22%, Sandoval (2005).

Se evaluaron el efecto de la dilucion, refrigeracion y criopreservacion del semen
ovino sobre cambios celulares relacionados con la capacitacion espermatica, cada

eyaculado se diluyd con citrato de sodio, fructosa, yema de huevo y penicilina-
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estreptomicina, para semen diluido y refrigerado por mas de tres horas, sobre el
acrosoma se obtuvo un 32.8% de espermatozoides con el acrosoma intacto, Avila
(2008).

Compararon dos diluyentes leche descremada y Tris para la criopreservacion de
semen ovino utilizando yema de huevo fresca y yema de huevo pasteurizada en
polvo, para ser empacados en pajillas de 0.25 ml para evaluar el acrosoma
utilizaron la coloracion de la triple tincion de Tripan; observando al mismo tiempo
integridad acrosémica, morfologia y diferenciacion de espermatozoides vivos y
muertos dilutores obteniendo como resultados como promedio general para ambos
dilutores 34.27% a 5°C y 28.28% de espermatozoides con acrosoma intacto en
semen descongelado, Buitrago y Perez (2008).

El uso de diferentes dilutores comerciales a los que ademaés adiciono dodecil sulfato
ionico DSI, una sustancia surfactante; para evaluar el acrosoma atravez HORT (test
de resistencia osmotica) obtuvo los siguientes resultados para semen descongelado
44.97%, 39.72%, 46.00% y 50.60% de espermatozoides con acrosoma intacto, para
dilutores Andromed, Andromed+DSI, Triladyl, y Triladyl+DSI respectivamente,
Valdez (2013).

En un trabajo de investigacién, adicionando dos antioxidantes: Tempo (2, 2, 6, 6
tetrametil-1-  piperidiniloxil) 'y Tempol (4-hidroxi 2,2,6,6 tetrametil-1-
piperidiniloxil) a los dilutores, cada uno en concentracion de 0.5, 1.0 y 2.5 mM con
la finalidad de evaluar el efecto post-descongelamiento que pudiera tener sobre la
motilidad progresiva, la viabilidad e integridad acrosomal, los resultados fueron los
siguientes: 22.69%, de espermatozoides con acrosoma intacto con antioxidante

Tempol en una concentracion de 2.5mM. Asi mismo, obtuvo un 68.86% de
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espermatozoides con el acrosoma intacto utilizando el antioxidante Tempo en una

menor concentracion (0.5mM) Ruiz (2005).
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I1l.  MATERIAL Y METODOS

3.1. AMBITO DE ESTUDIO

El trabajo de investigacion se realizd en el Banco de Semen y en la Sala de
Inseminacion de ovinos de la Cabafia Buenavista, del C.I.P Chuquibambilla, de la
Universidad Nacional del Altiplano, conducido por la Facultad de Medicina Veterinaria
y Zootecnia, ubicado en el distrito de Umachiri, provincia de Melgar y region de Puno a
3974 m.s.n.m. en las coordenadas geogréficas 14°47°37”, latitud Sur y 70°47°50”,
longitud Oeste. A 17 km de la ciudad de Ayaviri, a la altura del km 1200 de la carretera
(Puno - Cusco). En el 2013 se tuvo una precipitacion pluvial promedio 700 mm en la
temperatura maxima fue de 22° C en los meses de Agosto, Octubre y Noviembre, y una

minima de -6° C, (SENAMHI, 2013).

3.2. MATERIAL DE ESTUDIO

3.2.1. Animales

Para el presente trabajo se utilizar6n 3 carneros: 1 de la raza Criollo, 1 de la raza
Corriedale, y 1 hibrido Texel (cruce Criollo con Texel) de 3 afios de edad en
promedio.

3.2.2. Manejo de los carneros

Los carneros utilizados se mantuvieron cerca de la sala de inseminacién de ovinos y
junto a los demas reproductores del CIP Chuquibambilla, donde fueron alimentados
al pastoreo en praderas naturales compuesta por las siguientes especies: Festuca
dolichophilla, Trifolium amabili, Calamagrostis spp., Mullenbergia fastigiata,
Medicago sativa entre las mas importantes, Ademas de la suplementacion con

ensilado de avena (Avena sativa), heno de alfalfa y agua ad libitum.
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3.3. METODOLOGIA DE TRABAJO

Se inici6 con una fase de de acostumbramiento y entrenamiento de los carneros, para la
coleccion de semen que tuvo una duracion de 2 semanas. Las colecciones de semen se

realizaron de la siguiente manera; dos colecciones por semana

3.3.1. Manejo el semen

3.3.1.1. Coleccion de semen

v" Preparacion del carnero; antes de cada coleccion se realizo la higienizacion del
area circundante al prepucio, recorte de lana y de los pelos prepuciales,
(tricotomia) se lavo el prepucio y finalmente fue secado cuidadosamente.

v' Preparacion de la vagina artificial; para la coleccion se utilizé una vagina
artificial Walmur® que consta de un cuerpo rigido de aluminio, fundas de latex
y copa de coleccion, antes de la coleccion el cuerpo de la vagina fue calentada
en una estufa a 40°C y luego se procedi6 al armado, colocando la funda latex y
la copa de coleccioén

v" La vagina artificial se cargd con agua caliente a 40°C en una cantidad de 60 a 80
mL, para obtener una temperatura interna de 37°C. Luego se insuflo con aire,
con la finalidad de estrechar la luz de la vagina artificial y obtener la presion
necesaria (hasta obtener un diametro de 1cm de luz interna aproximadamente).

Para la estimulacion del carnero, se utilizo una borrega en celo y un brete de

monta, en el que se sujeto la borrega.
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3.3.2.Dilucién

3.3.2.1. Preparacion de los dilutores

a) Dilutor tris-yema de huevo (Evans y Maxwell, 1990).

Para la preparacion del dilutor Tris - yema de huevo-glicerol, se utilizé una balanza
analitica con la que se realizo el pesado de los componentes solidos, y jeringas de 5
y 20 mL para medir los componentes liquidos, dichos componentes se muestran en
el cuadro 1.

Cuadro 1: Componentes del dilutor tris-yema de huevo

Ingrediente Cantidad
Tris 3.634(0)
Glucosa 0.500(g)
Acido Citrico 1.990(g)
Penicilina 100 000(UI)
Estreptomicina 100(mg)
Yema de huevo 15(mL)
Glicerol 5(mL)
Agua 100(mL)
bidestilada(enrasar)

FUENTE: (Evans y Maxwell, 1990).

Estos componentes calculados fueron colocados en un Erlenmeyer, al cual después
se le adiciono agua bidestilada para su dilucion.

b) Dilutor agua de coco (Vale, 2011)

Para la preparacion del dilutor Agua de coco primero se extrajo el liquido; se hizo
limpieza del coco, en la superficie tiene un pequefio orificio, siendo esta la Unica
area que no tiene la cascara dura, se procedio con la higienizacion respectiva, con
alcohol de 96°. Una vez limpio con mucho cuidado se obtuvo el liquido con ayuda
de una jeringa, para lo cual, se introdujo la aguja de la jeringa esteril y se absorbid

el liquido contenido en el coco, luego este se deposito en un tubo Falcon® de 15mL
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de capacidad.

El agua de coco provenia de un fruto con aproximadamente seis meses de
maduracion, lo que corresponde con el inicio de la formacién de una cuticula del
endocarpo.

La preparacion del dilutor se realizé tomando en consideracion lo descrito por Vale
(2011) y se llevd a cabo de la siguiente manera:

Se prepard 2 soluciones que se denominaron como: solucion Stock 1 y solucion
Stock 2 las que se describen a continuacion:

Solucion stock 1: Esta solucion consistio de una parte de agua de coco y una parte
de solucion de citrato de sodio al 5%; (relacion de volumen 1:1).

Solucion stock 2: Esta solucion fue de 90% de la solucion stock 1 y 10% de yema
de huevo obtenida con una con una adecuada asepsia descrita posteriormente.
Solucion stock 3: Una vez que se preparé la solucidn stock 2 se extrajo 93ml de
esta y se le adiciono glicerol 7mL; esta solucion es la que se utilizo como dilutor
para la congelacién de semen.

- Para la obtencion de la yema de huevo (huevos de no mas de 24h de postura) se
desinfecto la cascara con alcohol a 96°, se rompi0 la cascara se procedi6 a eliminar
toda la clara; se trasvaso la yema sobre un papel toalla y con movimientos suaves se
hizo desplazar la yema eliminando todos los restos de la clara; una vez limpio se
hizo una incision en la membrana nuclear con ayuda de una aguja hipodérmica
estéril y la yema fue vertida en un tubo Falcon® estéril.

c) Dilutor leche UHT

Se utilizé leche UHT (Ultra High Temperature) comercial de marca Gloria®.
Previa verificacion del vencimiento la leche se obtuvo directamente del envase para

lo cual primero se desinfectd la tapa con alcohol de 96° y con la ayuda de una
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jeringa de 10mL estéril, se aspiro la cantidad de 10mL de leche que fue vertida a un
tubo Falcom® luego se agregd 0.5mL de glicerol, con el cual se diluyo el semen
para la congelacion.

3.3.2.2. Técnica de dilucion

Una vez que se tuvo el eyaculado se procedio a efectuar la dilucién de un solo paso
para la congelacion de semen, dicha dilucién se realizo de la siguiente manera:

- Antes de la dilucion y con el objetivo de reducir el efecto de muestra, el
eyaculado fue dividido en tres partes iguales. Cada parte fue diluida en una
proporcién de 1:1 con cada uno de los tres diluyentes.

- Calculado el volumen final (formula 2) se completo la dilucién incrementando el
dilutor en el semen pre-diluido de acuerdo al célculo, agregando el dilutor
lentamente por las paredes del tubo segln corresponda a cada tratamiento

- La pre-dilucion y la dilucion se realiz6 teniendo en cuenta que tanto el semen

como el dilutor se encontraron a la misma temperatura que en este caso fue a 37°C.

Formula 1. Determinacion del nimero de dosis.

mot. individual X concen.del eyaculado X vol.X 2% de vital.
N® de dosis =

concentracion dosis

FUENTE: De Alba (1985)
- Una vez obtenido el nimero de dosis que se obtendrian del eyaculado, se
procedi6 a realizar el calculo para hallar el volumen necesario de dilutor, utilizando
la férmula 2:
Formula 2. Determinacion del volumen de dilutor a utilizar
Volumen dilutor = (N° de dosis x vol. dosis) — Volumen de semen

FUENTE: Quispe, (2011)
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3.3.3. Refrigeracion

Una vez terminada la dilucion, se procedio al enfriamiento o refrigeracion del
semen, con el objetivo de lograr que el semen baje de una temperatura de 37°C a
5°C en un tiempo promedio de 1.5 horas.

Para trasportar el semen diluido se adecuo una caja de tecnopor para evitar los
rayos de luz, en el cual en su interior habian tres envases adecuados con agua
temperada a 37°C, cada envase era de un carnero en el cual se encontraban los tres
tubos Falcon® identificados con cada dilutor utilizado. Al mismo tiempo que se
transportaba el semen diluido de la Cabafia Buenavista hasta llegar al Laboratorio
del Banco de Semen, se procedié a descender la temperatura del agua, a una
velocidad aproximada de 1°C cada 3 min, lo cual se logré agregando cubos de hielo
al bafio Maria. Una vez en el laboratorio del Banco de Semen se continuo con el
descenso de la temperatura hasta llegar a 5°C, para ello se utilizo la refrigeradora.
3.3.4. Fase de equilibrio

Al terminar el proceso de enfriamiento (5°C) se realiz6 la fase de equilibrio del
semen por espacio de 30min.

3.3.5. Etiquetado de las pajillas

Las pajillas utilizadas fueron las de 0.5mL de capacidad, se identificaron el nimero
necesario de las pajillas utilizando tinta indeleble en diferentes colores de acuerdo
al tratamiento la informacion inscrita en las pajillas detall6 el tratamiento de los
dilutores (TRIS, Agua de coco y Leche UHT), las pajillas se colocaron en la
refrigeradora con el fin de que la temperatura de estas también estuviera a 5°C.
3.3.6. Envasado de semen en pajillas

- Para el llenado de las pajillas se utilizd una jeringa de tuberculina con un

adaptador que coincidiera con el extremo posterior de la pajilla.
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- Se absorbio el semen en las pajillas de 0.5MI y finalmente se sell6 con alcohol
polivinilico haciendo 3 a 4 golpes y se sumergio rapidamente en el agua a 5°C este
proceso se realizé lo mas rapido posible para evitar cambios de temperatura.

3.3.7. Congelacién de semen

- Se prepar0 una caja de teknoport, donde se agrego nitrégeno liquido hasta una
altura de 5 cm de la caja.

- Se sacaron las pajillas de la refrigeradora, se secaron con papel toalla y se
colocaron sobre la rejilla de congelacion, uniformemente.

- Se colocé la rejilla de congelacion sobre los vapores de nitrogeno liquido en
suspension a 5¢cm respecto del borde de la caja de teknopor y a 10cm respecto del
nivel de nitrogeno liquido, donde recibio el vapor estatico del nitrogeno liquido, y
logrando descender la temperatura a una velocidad de 20°C por minuto hasta una
temperatura de -140°C, luego de lo cual las pajillas fueron sumergidas en nitrégeno
liquido.

Finalmente las pajillas se colocaron en globets y fueron llevados al tanque
criogénico para su almacenamiento.

3.3.8. Descongelacion

- Para la descongelacion de semen se saco al azar una pajilla del tratamiento
correspondiente y se sumergio inmediatamente en agua tibia a 37° C contenida en
un termo de descongelacion, las pajillas de 0.50mL fueron sumergidas por un
tiempo de 30seg.

- Cumplido el tiempo se sac6 la pajilla del agua se sec6 con ayuda de papel toalla.

- Se corto un extremo de la pajilla con ayuda de una tijera y se coloco una gota de

semen sobre una lamina portaobjetos temperada a 37°C.
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3.3.9. Evaluacion del semen descongelado

Una vez descongelado el semen se procedio a la evaluacion: motilidad individual,
vivos y muertos; ademas se realizaron las pruebas de integridad de membrana
espermatica (HOST), y de acrosoma (Tincion Giemsa).

a) Evaluacion de la integridad de la membrana espermatica (HOST)
(Jeyendran et al., 1992)

Esta evaluacion se realizo por medio de la prueba de hiposmosis (HOST, por sus
siglas en ingles).

Para determinar la integridad de la membrana plasmaética, los espermatozoides
fueron expuestos al medio hiposmotico para ello las muestras fueron evaluadas a un
aumento de 100X, se realizo el siguiente procedimiento:

- En un tubo Falcon® de 10mL de capacidad se colocé 1mL de solucion hipo
osmotica, la misma que estuvo temperada a 37°C en bafio Maria.

- Se colocé una alicuota de 0.05mL del semen descongelado a la solucion
hiposmotica, se homogenizo suavemente y se dejé incubar por un tiempo de 30
min, pasado este tiempo se agregd 0.1mL de solucion de forImaldehido al 40% con
la finalidad de fijar la reaccion

- Inmediatamente después en una placa temperada a 37°C se coloc6 una gota de la
muestra, también se colocd una gota de eosina y una gota de nigrosina se
homogenizo con el semen y se hizo un frotis con la finalidad de tener una mejor
apreciacion de la reaccion de la hiposmosis.

- Se observo al microscopio éptico con aceite de inmersion a 100X. Se
contabilizaron como reaccion positiva a todos aquellos espermatozoides que tenian

la cola hinchada y enrollada; se determino el porcentaje de espermatozoides con
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membrana intacta con la siguiente formula; habiendo contado no menos de 100
espermatozoides.

Formula 3. Determinacion del % de espermatozoides con la membrana intacta

x
n=- X100
¥

FUENTE: Elaboracién propia
Donde:
n= % de espermatozoides con reaccion positiva
X= Numero de espermatozoides con reaccion positiva
Y= Numero total de espermatozoides contados
b) Evaluacion del acrosoma intacto del espermatozoide tincion triple (eosina—

nigrosina—Giemsa) (Tamuli y Watson 1994).

Para la tincidn triple, se realiz6 el siguiente procedimiento:
- Se tomo una gota de semen (5ul) que fue mezclada con una gota de eosina (5uL)
y dos gotas de nigrosina (10uL) sobre un portaobjetos en una platina temperada a
37°C, se realizo la mezcla de todos ellos y el frotis fue secado al aire.
- El frotis fue fijado en una solucién al 4% de formaldehido en PBS por diez
minutos.
- Posteriormente se lavo durante 60 segundos en agua corriente y luego una vez
mas con agua destilada, para luego dejarla secar al aire.
- Una vez seco se sumergio en una solucion al 20% de Giemsa en agua destilada
por un tiempo de 60 minutos.
- Finalmente el frotis se lavo con agua destilada y se seco al aire para ser

observado con un microscopio optico a 100X aumentos usando aceite de inmersion.
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- Las células vivas fueron tefiidas de un color rosado y las células muertas fueron
teflidas de color purpura todo ello en la region post acrosomica el estado del
acrosoma fue claramente observado por la tincion purpura del mismo, se determind
el porcentaje de espermatozoides con membrana intacta con la siguiente formula

habiendo contado no menos de 100 espermatozoides.

Formula 4. Determinacion del % de espermatozoides con el Acrosoma Intacta

n=-— X100

bl =

Fuente: Elaboracion propia
Donde:
n= % de espermatozoides con acrosoma intacto

X= Numero de espermatozoides con acrosoma intacto
Y= Numero total de espermatozoides contados

3.4. ANALISIS ESTADISTICO

Se determinaron las medidas de tendencia central (promedio), se realizo el analisis de
varianza ANVA vy la prueba estadistica de Tuckey para determinar diferencias
significativas entre medias de tratamientos; en lo referente a integridad de membrana y
acrosoma en semen refrigerado y congelado-descongelado; se realizo un disefio
completamente al azar con un arreglo factorial de 3x3 (factor raza con tres niveles:
Criollo Corriedale Texel y factor dilutor con tres niveles: Tris-yema, Agua de coco,

Leche UHT) con 5 repeticiones, cuyo modelo aditivo lineal es el siguiente:

Yik = u+Dj+R;j+ (DR)ij + eijk
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Donde:
i =1, 2, 3 Dilutor (tris, agua de coco, leche UHT)

J =1, 2, 3 Razas de carneros (Criollo, Corriedale, Texel)
k=1, 2,3, 4,5 repeticiones (colectas)

Yij = Variable respuesta (espermatozoides con membrana y acrosoma

intacto)

u...= Efecto de la media general

Di Efecto del i-esimo dilutor utilizado

Rj=  Efecto de la j-esima raza

(DR)ij= Efecto medio de la interaccion del i-esimo dilutor con la

j-esima raza
eEijk=Error experimental

Para el analisis estadistico se utilizo el programa SAS (Statistical Analysis System),
para el analisis de varianza sobre el procedimiento GLM (General Lineal Model) la
comparacion de medias para determinar la diferencia estadisticamente significativa se
realizo utilizando la prueba de Tuckey, considerando como diferencia estadisticamente

significativa P<0.05 (SAS Institute 2004).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. INTEGRIDAD DE LA MEMBRANA ESPERMATICA EN SEMEN

REFRIGERADO

4.1.1. Efecto del dilutor sobre la integridad de membrana celular en semen
refrigerado
En la tabla 1 se muestra el porcentaje de espermatozoides con membrana celular
intacta en semen diluido con tres dilutores y refrigerado a 5°C evaluada a través de
la prueba de hiposmosis (HOST).
Tabla 1. Efecto del dilutor sobre el porcentaje de espermatozoides con membrana

intacta a 5°C

Dilutor n Membrana espermatica Valores extremos (%o)
intacta (%)
Tris 15 67.332 57.00-89.00
Agua de coco 15 49.93P 36.00-69.00
Leche UHT 15 46.93° 34.00-60.00

a.b | etras diferentes en la misma fila difieren significativamente (P<0.05)

La superioridad (P<0.05) de espermatozoides con membrana celular intacta
observada en semen diluido con Tris, en comparacién al semen diluido con agua de
coco Yy leche UHT a la refrigeracion podria ser consecuencia de que el Tris estaria
brindando una mejor proteccion a la membrana celular, gracias a su accion tampon,
que actta proporcionando estabilidad a la membrana espermética en el proceso de
enfriamiento, atenuando los efectos del shock de frio que es uno de los principales
efectos negativos de dicho proceso, el cual causa dafios a nivel de la membrana
celular, la cual es la mas seriamente afectada en los procesos de criopreservacion
Watson, (1995) pues cambios en la membrana plasmatica como consecuencia del

shock frio puede generar importantes modificaciones en su permeabilidad, que
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resultan en alteraciones de las funciones metabdlicas, perjudicando la motilidad y la
capacidad fecundante de los espermatozoides (Amann et al., 1993), hecho que
podria ser reducido cuando el semen es diluido con dilutor Tris en comparacién al
semen diluido con agua de coco y leche UHT.
El resultado obtenido con Tris es superior al reportado por con Pérez (2010), quien
obtuvo 60.28% de espermatozoides con membrana celular intacta pueda deberse tal
vez a un mejor manejo de las muestras ya que se trabajaron en condiciones
similares y con el mismo dilutor; sin embargo, los resultados del presente trabajo
son, inferiores a lo reportado por Cabrera et al. (2011) quienes obtuvieron 78.0% a
la prueba de hiposmosis esto probablemente seria consecuencia de que los
investigadores mencionados adicionaron yema de huevo de codorniz como agente
crioprotector, la cual podria generar una mejor proteccion a la membrana del
espermatozoide gracias a la adhesion de las proteinas de baja densidad a la
membrana plasmatica del espermatozoide.
4.1.2. Efecto de la raza sobre la integridad de membrana celular en semen
refrigerado
Los porcentajes de espermatozoides con membrana intacta, observados segun el
efecto de la raza en semen diluido a 5°C se muestran en la tabla 2.

Tabla 2. Efecto de la Raza sobre el porcentaje de espermatozoides con

membrana celular intacta a 5°C.

Raza n Membrana espermatica Valores extremos (%0)
intacta (%)
Criollo 15 59.332 39.00-89.00
Corriedale 15 56.872 41.00-78.00
Texel 15 48.00° 34.00-67.00

a.b | etras diferentes en la misma fila difieren significativamente (P<0.05)
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Tanto el semen del carnero Criollo como el del Corriedale mostraron tener una
mayor porcentaje de espermatozoides con membrana celular intacta al momento de
la refrigeracion (5°C), en comparacion a los espermatozoides del hibrido Texel
(P<0.05), la literatura actual disponible no otorga una clara explicacion del efecto
de la raza del carnero sobre las caracteristicas seminales, sin embargo, en el trabajo
de investigacion realizado se pudo apreciar que el semen colectado del hibrido
Texel mostraba una mayor concentracion espermatica, agregado a ello su motilidad
masal evaluada al momento de la coleccién mostraba ser mas intensa respecto de
las otras dos razas evaluadas en el presente estudio, ello llevaria a asumir que éstas
dos caracteristicas estarian comprometidas con una mayor tasa metabolica
consecuencia de un movimiento mas vigoroso y de una mayor cantidad de desechos
metabolicos como el anhidrido carbdénico y especies reactivas de oxigeno
consecuencia de su mayor concentracion espermatica, tales condiciones si se sabe,
que tienen efectos nocivos sobre la membrana espermatica.

4.1.3. Efecto de la interaccion del dilutor y la raza sobre la integridad de
membrana celular en semen refrigerado

En la tabla 3 se observan los porcentajes de espermatozoides con membrana celular
intacta como consecuencia de la interaccion del tipo de dilutor y de la raza de

carnero, en semen a 5°C.
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Tabla 3. Efecto de la interaccion dilutor-raza en la integridad de membrana espermatica

(%) a5°C
Dilutor Raza n | Membrana espermatica | Valores extremos (%)
intacta (%)
Tris Criollo 5 70.2 62.00-89.00
Corriedale | 5 70.4 60.00-78.00
Texel 5 61.4 57.00-67.00
Agua de coco Criollo 5 55.2 43.00-69.00
Corriedale | 5 51.2 46.00-60.00
Texel 5 43.4 36.00-53.00
Leche UHT Criollo 5 52.6 39.00-59.00
Corriedale | 5 49.0 40.00-60.00
Texel 5 39.2 34.00-48.00

No se observa diferencia significativa (P>0.05) en las diferentes interacciones entre
el factor dilutor y raza del carnero sobre la integridad de membrana de los
espermatozoides; siendo posible asumir que la membrana de los espermatozoides
no se encuentran afectados por la interaccion de los dos factores evaluados, sino
como ya se vio en los puntos anteriores son consecuencia de los efectos principales

maés no de los secundarios.

4.2. ACROSOMA EN SEMEN REFRIGERADO
4.2.1. Efecto del dilutor sobre el acrosoma en semen refrigerado
En la tabla 4 se muestran el porcentaje de espermatozoides con el acrosoma intacto
en semen diluido con tres dilutores; a 5°C evaluado a través de la prueba de Tincion

Giemsa.
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Tabla 4. Efecto del dilutor sobre el porcentaje de espermatozoides con el acrosoma

intacto a 5°C.

Dilutor n Acrosoma intacto (%) Valores extremos (%)
Tris 15 50.60?2 42.00-61.00
Agua de coco 15 44.27° 21.00-63.00
Leche UHT 15 48.93° 31.00-70.00

4P etras diferentes en la misma fila difieren significativamente (P<0.05)

El dilutor Tris muestra un mejor porcentaje de espermatozoides con el acrosoma
intacto, en comparacion con los demas dilutores, esto podria ser consecuencia a que
hubo una mejor proteccion del acrosoma durante el proceso de enfriamiento, por
parte del dilutor Tris, ya que los espermatozoides experimentan dafios a nivel de la
membrana plasmatica, con inevitable reduccion de la motilidad y probablemente
también a nivel del acrosoma durante su conservacion.

Los porcentajes obtenidos en los diferentes dilutores son superiores a lo comparado
por Avila (2008) que obtuvo un 32.8% de espermatozoides con el acrosoma intacto,
este porcentaje podria deberse al tipo de dilutor utilizado Citrato y también al
tiempo de refrigeracion de semen a 5°C por mas de tres horas donde aumenta los
niveles intracelulares de calcio ocasionando cambios de permeabilidad en la
membrana, coincidiendo con lo descrito por Amman et al., (1993), quienes indican
que a 5° C la permeabilidad al Ca++ crece significativamente, superando la
capacidad de eliminacion de los iones por medio de las bombas de Ca++. Asi, el
Ca++ se acumula en el espermatozoide alcanzando niveles toxicos. Es posible que
el acrosoma sufra mas, con estas alteraciones, una perdida mayor de capacidad
fecundante de la que seria esperado de la reduccion de la motilidad. Asi mismo, los
resultados del presente trabajo son superior a lo reportado por Buitrago y Perez

(2008), quienes trabajaron con diferentes dilutores como es leche descremada y Tris
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obteniendo como promedio general para ambos dilutores 34.27% de
espermatozoides con acrosoma intacto, utilizando para su evaluacién la tincion
tricromica.
Los porcentajes de espermatozoides con acrosoma intacto en este trabajo son
inferiores, a lo reportado por Cordova et al. (2015), quienes obtuvieron un 82% de
positividad, cabe recalcar que en sus resultados tomaron en cuenta espermatozoides
vivos y muertos con Acrosoma intacto, a diferencia de lo reportado en este estudio
que solo se tomo en cuenta los espermatozoides vivos con acrosoma intacto.
4.2.2. Efecto de la raza sobre el acrosoma en semen refrigerado
Los porcentajes de espermatozoides con acrosoma intacto, observados segun el
efecto de la raza en semen diluido a 5°C se observan en la tabla 5.

Tabla 5. Efecto de la Raza sobre el porcentaje de espermatozoides con el acrosoma

intacto a 5°C.

Raza n Acrosoma intacto (%) Valores extremos (%)
Criollo 15 39.73¢ 21.00-58.00
Corriedale 15 55.472 45.00-70.00
Texel 15 48.60° 38.00-62.00

a.b.c | etras diferentes en la misma fila difieren significativamente (P<0.05)

Se observa que el semen de Carnero Corriedale muestra un mayor porcentaje de
espermatozoides con el acrosoma intacto, (P<0.05); que tuvieron una mayor
resistencia al proceso de refrigeracion frente a las demas razas Criollo y Texel.

No se reportan publicaciones o estudios que mencionen el efecto que pueda tener la
raza sobre los espermatozoides con el Acrosoma intacto condicion que estimula a

seguir trabajando en la conservacion del semen en refrigeracion de esta especie.
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4.2.3. Efecto de la interaccion del dilutor y la raza sobre el acrosoma en

semen refrigerado

En la tabla 3 se observan los porcentajes de espermatozoides con el acrosoma
intacto como consecuencia de la interaccion del tipo de dilutor y de la raza de

carnero, en semen refrigerado a 5°C.

Tabla 6. Efecto de la interaccion dilutor-raza sobre el Acrosoma (%) a 5°C.

Dilutor Raza n | Acrosoma intacto (%) Valores extremos (%0)
Tris Criollo 5 53.6%0 47.00-58.00
Corriedale | 5 54.0aP 47.00-61.00
Texel 5 44.2° 38.00-57.00
Agua de coco | Criollo 5 26.6¢ 21.00-30.00
Corriedale | 5 56.82 49.00-63.00
Texel 5 49.4b 46.00-55.00
Leche UHT Criollo 5 39.0° 31.00-47.00
Corriedale | 5 55.620 45.00-70.00
Texel 5 52.23b 41.00-62.00

a.ab.c.d | etras diferentes en la misma fila difieren significativamente (P<0.05)

Se observa una mejor respuesta sobre el acrosoma, en la interaccion dilutor agua
de coco-raza Corriedale lo que nos indicaria que esta interaccion si estaria
influyendo sobre el acrosoma de los espermatozoides; esto probablemente ocurra
gracias a la influencia del diluente agua de coco que le estaria brindando una mejor
proteccion al espermatozoide; este dilutor que es pobre en fosfolipidos pero rica en
moléculas organicas complejas, tales como prolina, glicina, &cido glutdmico y acido
3 — indol — acético (IAA); que protegerian y prolongarian la vida util de los
espermatozoides, basandose en la proteccion de la membrana espermatica y
reforzando su estructura molecular, logrando también proteger al acrosoma (Nunes
y Combarnous, 1995) ademas que este dilutor agua de coco parece tener un mejor
desemperio para el procesamiento en fresco y refrigerado.
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4.3. INTEGRIDAD DE MENBRANA EN SEMEN DESCONGELADO

4.3.1. Efecto del dilutor sobre la integridad de membrana celular en semen
descongelado
En la tabla 7 se muestra el porcentaje de espermatozoides con membrana celular
intacta en semen diluido con tres dilutores descongelado, evaluada a través de la
prueba de hipoosmosis (HOST).
Tabla 7. Efecto del dilutor sobre el porcentaje de espermatozoides con membrana

intacta a la descongelacion.

Dilutor n Membrana espermatica Valores extremos (%o)
intacta (%)
Tris 15 34.472 16.00-51.00
Agua de coco 15 24.73° 15.00-42.00
Leche UHT 15 20.93° 9.00-36.00

a.b) etras diferentes en la misma fila difieren significativamente (P<0.05)

Esta superioridad mostrada por el dilutor Tris frente a los demas dilutores podria
ser debido al menor dafo estructural a nivel de membranas y organelas de los
espermatozoides durante los procesos de congelacion y descongelacion; el
compuesto Tris tiene una gran accién buffer o tampén, que actla dando estabilidad
a la membrana al neutralizar al &cido lactico producto del metabolismo celular,
manteniendo el pH del semen muy cercano a la neutralidad, ademaés que el dilutor
Tris tiene la propiedad de neutralizar los productos de desecho resultantes del
metabolismo de los espermatozoides fundamentalmente las especies reactivas de
oxigeno las cuales generan serios dafios sobre la membrana celular (Salamon and
Maxwell, 1995), es por esta razén que el Tris tendria una mejor respuesta en la
proteccion de la membrana celular de los espermatozoides de carneros a la

congelacion.
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La poca efectividad de los dilutores Agua de coco y Leche UHT como protectores
de la membrana celular a la descongelacion pueda deberse a que no tienen los
mismos componentes que el dilutor Tris; el Agua de coco como dilutor tiene
propiedades benéficas para el espermatozoide al procesamiento de semen fresco;
este dilutor no estaria proporcionando una adecuada proteccion a la membrana del
espermatozoide a la congelacion-descongelacion. Asi mismo las proteinas de la
leche que actian como amortiguadores evitando los cambios de pH en semen
refrigerado no estarian actuando igual a la descongelacion desequilibrandose la
estructura de la membrana del espermatozoide.

Se observan trabajos con resultados similares utilizando dilutor Tris, como lo
reportado por Huamani,(2010) con 37.6%, Mamani,(2011) en época de invierno
con 39.91%; ambos reportan datos similares, debido posiblemente a las condiciones
parecidas donde se realizaron los trabajos; finalmente comparado con Pérez (2010),
que evaluo el efecto de tres diferentes temperaturas de congelacion quién obtuvo
35.86% para -80°C, 36.97% para -100°C, 41.14% para -120°C y 37.88% en el
grupo control; esta ligera superioridad para el grupo de -120°C se puede deber por
el control estricto en la curva de congelacion que tendria también un efecto
benéfico sobre la integridad de membrana del espermatozoide

Sin embargo Sandoval (2005) reporta resultados superiores 62.7% de
espermatozoides que tuvieron respuesta positiva a la prueba de hiposmosis quien
también utilizo dilutor Tris y Trealosa, esta diferencia probablemente sea por la
accion de la Trehalosa que interactda con la membrana celular del espermatozoide,
reemplazando el agua alrededor de los fosfolipidos, previniendo el dafio de esta
durante la deshidratacion celular a la congelacion (Aisen, et al.2002), comparado

con lo reportado por Santiani et al. (2007) quienes lograron un 40.53% de
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espermatozoides de membrana celular intacta, probablemente se deba a la accion
del antioxidante andlogo de superdxido dismutasa (Tempo), el cual impide la
produccion de radicales de oxigeno, evitando la peroxidacion lipidica de la
membrana espermatica, confiriéndole asi una mayor proteccion a la membrana
plasmatica. Asi mismo Cabrera et al (2010) quienes reportan porcentajes mayores
43.56%, utilizando dilutor Tris con la adiccion de yema de huevo de codorniz esto
posiblemente se deba al uso de la yema de huevo de codornis que se caracteriza por
ser mas rica que la yema de huevo de gallina en fosfatidilcolina y por tener una
relacién baja de acidos grasos saturados e insaturados (Trimeche et al. 1997) los
cuales estarian ejerciendo la proteccion adecuada al espermatozoide gracias a la

adhesion de las lipoproteinas de baja densidad a la membrana espermatica.

4.3.2. Efecto de la raza sobre la integridad de la membrana espermatica en

semen descongelado

Los porcentajes de espermatozoides con membrana espermatica intacta, observados
segun efecto de la raza sobre la integridad de membrana de los espermatozoides en
semen descongelado se observa en la tabla 8.

Tabla 8. Efecto de la raza sobre el porcentaje de espermatozoides con membrana celular

intacta a la descongelacion.

Raza n Membrana espermatica Valores extremos (%)
intacta (%)
Criollo 15 29.132 17.00-42.00
Corriedale 15 21.73° 9.00-41.00
Texel 15 29.278 10.00-51.00

a.b etras diferentes en la misma fila difieren significativamente (P<0.05)

Se observa superioridad por parte de las razas Criollo y Texel sobre la integridad de

la membrana espermética frente a la raza Corriedale; no existen publicaciones o
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referencias bibliograficas que especifiquen el por que de las diferencias entre razas;
sin embargo, segun los resultados de este estudio podemos asumir que el criollo
podria tener una mejor respuesta a la congelacion consecuencia de su mayor
rusticidad y adaptacion al medio ambiente local, por otro lado el Texel resultado de
la hibridacion del Criollo y Texel puro podria tener ademas un efecto de vigor
hibrido que podria estar influyendo en una buena calidad seminal, por tanto una
mejor capacidad reproductiva. Es por esta razén que las razas Criollo y Texel
tendrian una mejor respuesta.

Los porcentajes obtenidos comparado con trabajos parecidos sobre todo en el uso de
carneros de la misma raza, muestran ser inferior a lo reportado por Huamani (2010),
quien trabajo con las razas Criollo, Corriedale y Merino y a diferentes temperaturas
de empajillado (20°C y 5°C) , obteniendo 40.84%, 38.40% y 36.79%
respectivamente; también es inferior a lo reportado por Mamani (2011), quien utilizo
carneros de las razas Corriedale ,Merino y Criollo obteniendo 39.69%, 39.66% y
46.84% respectivamente. Esta superioridad, de ambos autores, podria deberse al
efecto de la época reproductiva a comparacién de este trabajo que se realizo fuera de
época, la estacién reproductiva influye en la calidad espermatica; del mismo modo
se le puede atribuir a que los autores solo utilizaron un solo dilutor que fue Tris-yema
de huevo, a comparacion con este trabajo que utilizo tres diferentes dilutores.

Algo en comin que tienen los resultados de Huamani y Mamani con el presente
trabajo es que el mayor porcentaje de espermatozoides con la membrana espermatica
intacta lo obtiene la raza Criolla, lo que respaldaria que la raza Criolla por su
caracteristica de mayor rusticidad y adaptacion también influiria en la calidad

seminal.
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4.3.3. Efecto de la interaccion del dilutor y la raza sobre la integridad de

membrana celular en semen descongelado

La tabla 9 se muestra los porcentajes para el efecto de interaccion del dilutor-raza

sobre la integridad de membrana de los espermatozoides a la prueba de hiposmosis.
Tabla 9. Efecto de la interaccidn dilutor-raza sobre la integridad de la membrana

espermatica (%) a la descongelacion

Dilutor Raza n | Membrana espermatica | Valores extremos (%)
intacta (%)

Tris Criollo 5 35.4° 31.00-41.00
Corriedale | 5 23.0° 16.00-41.00
Texel 5 45,02 38.00-51.00
Agua de coco Criollo 3] 28.6° 20.00-42.00
Corriedale | 5 23.8¢ 18.00-28.00
Texel 5 21.8° 15.00-29.00
Leche UHT Criollo 5 23,4° 17.00-28.00
Corriedale | 5 28.4° 9.00-25.00
Texel 5 21.0° 10.00-36.00

a,b.¢ [ etras diferentes en la misma fila difieren significativamente (P<0.05)

Se observa una diferencia significativa (P<0.05) en las diferentes interacciones
dilutor-raza sobre la integridad de la membrana espermatica en semen descongelado,
lo que nos indicaria que existe influencia por parte de esta interaccion sobre esta
caracteristica, especialmente la interaccion dilutor Tris raza Texel, esto debido a que
el dilutor tris tiene un mejor efecto protector a la congelacion y que los carneros de la
raza texel a ser hibridos tienen una buena adaptabilidad y rusticidad que influiria en

la calidad seminal.
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44. ACROSOMA EN SEMEN DESCONGELADO

44.1. Efecto del dilutor sobre la integridad del acrosoma en semen
descongelado
En la tabla 10 se muestra el porcentaje de espermatozoides con el acrosoma intacto,
mediante la prueba de Tincion Giemsa, en semen descongelado.

Tabla 10. Efecto del dilutor sobre el porcentaje de espermatozoides con el acrosoma

intacto a la descongelacion.

Dilutor n Acrosoma intacto (%) Valores extremos (%)
Tris 15 24.332 17.00-33.00
Agua de coco 15 24.002 11.00-35.00
Leche UHT 15 28.202 11.00-48.00

' Letras iguales en la misma fila no difieren significativamente (P>0.05)

Se observan porcentajes que no muestran diferencia estadistica entre dilutores
(P>0.05), pero si se observa una ligera ventaja numérica mostrada por el dilutor
Leche UHT.

En los diferentes dilutores se muestra el porcentaje de espermatozoides fertilizantes
(vivos con acrosoma intacto), que fue muy bajo, lo cual posiblemente sea atribuido
a que las estructuras de la célula sean méas sensibles a los cambios de temperatura
siendo dafiados por el proceso de crio conservacion. El aumento excesivo de
espermatozoides con el acrosoma dafiado a la descongelacion pudiera indicar algun
problema en la composicion lipidica de la membrana anormal que incide en una
mayor susceptibilidad del espermatozoide al enfriamiento o al proceso de
congelacion Vera (2003).

Los resultados obtenidos para los tres dilutores fue ligeramente superior a lo
reportado por Sandoval (2005), que obtuvo un 23.22% de espermatozoides con

acrosoma intacto, esta diferencia puede deberse al tipo de dilutor y combinacion de
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crio protector que utilizo el investigador comparado con este trabajo; fue la
combinacion de leche descremada con Trehalosa, lo cual indicaria que los altos
niveles de calcio presente en la leche afectarian negativamente la accion crio
protectora de la Trealosa, lo que alteraria la estabilidad de las membranas de los
espermatozoides durante el congelamiento. Comparado con lo reportado por Ruiz
(2005) que obtuvo 22.69%, podemos indicar que el mencionado autor utilizo un
tipo de antioxidante Tempol en una concentracion de 2.5nM, la alta concentracion
de este tipo de antioxidante disminuiria la motilidad, viabilidad y el acrosoma del
espermatozoide a la descongelacion. Asi mismo en el mismo estudio existe una
marcada superioridad que fue de 68.86% de espermatozoides con el Acrosoma
intacto, utilizando otro tipo de antioxidante Tempo en una menor concentracion
0.5mM que actuaria inhibiendo el dafio oxidativo.

Comparado con los resultados de Buitrago y Perez (2008), quienes utilizaron dos
diferentes dilutores leche descremada y Tris son similares obteniendo como
promedio general para ambos dilutores 28.28% de espermatozoides con acrosoma
intacto.

El porcentaje de espermatozoides con el acrosoma intacto a la descongelacion es
inferior a lo reportado por Valdez (2013) quien trabajo con diferentes dilutores
comerciales obteniendo 44.97%, 39.72%, 46.00% y 50.60% para dilutores
Andromed, Andromed+DSI, Triladyl, y Triladyl+DSI respectivamente, esta
marcada superioridad pueda deberse a que los dilutores utilizados son comerciales
ademés de la adicion de una sustancia surfactante DSI la cual aumenta la
solubilidad de los fosfolipidos de la yema de huevo, mejorando asi la capacidad de

proteccion a la membrana espermatica y acrosomal de los espermatozoides contra
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el choque térmico y las alteraciones promovidas por el proceso de crio

conservacion.

4.4.2. Efecto de la raza sobre el acrosoma en semen descongelado
Los porcentajes de espermatozoides con acrosoma intacto observados segun el
efecto de la raza a la descongelacién se observa en la tabla 11.

Tabla 11. Efecto de la Raza sobre el porcentaje de espermatozoides con el acrosoma

intacto a la Descongelacion.

Raza n Acrosoma intacto (%) Valores extremos (%0)
Criollo 15 20.93° 11.00-30.00
Corriedale 15 29.532 21.00-48.00
Texel 15 26.073° 11.00-36.00

3,3,PT otras diferentes en la misma fila difieren significativamente (P<0.05)

Existe una ligera superioridad mostrada por parte de las razas Corriedale y Texel
frente a la raza Criolla, lo cual nos indica que si existe un efecto de la raza sobre la
integridad del acrosoma a la descongelacién, asumiendo que el acrosoma de los
espermatozoides de estas razas serian mas resistentes al proceso de
criopreservacion; no se reportan publicaciones o estudios que mencionen el porque

de esta influencia.

4.4.3. Efecto de la interaccion del dilutor y la raza sobre el acrosoma en
semen descongelado

En la tabla 12 se observan los porcentajes de espermatozoides con el acrosoma
intacto como consecuencia de la interaccion del tipo de dilutor y de la raza de

carnero, en semen descongelado.
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Tabla 12. Efecto de la interaccion dilutor-raza sobre el acrosoma a la Descongelacion.

Dilutor Raza n | Acrosoma intacto (%) Valores extremos (%0)
Tris Criollo 5 22.4 17.00-29.00
Corriedale | 5 26.6 21.00-33.00
Texel 5 24.0 21.00-27.00
Agua de coco Criollo 5 15.8 11.00-21.00
Corriedale | 5 29.4 27.00-32.00
Texel 5 26.8 19.00-35.00
Leche UHT Criollo 5 24.6 18.00-30.00
Corriedale | 5 32.6 22.00-48.00
Texel 5 27.4 11.00-36.00

No se observa diferencia significativa (P>0.05) en las diferentes interacciones entre
el factor dilutor y raza del carnero, sobre la integridad de membrana espermatica;
asumiendo que el acrosoma de los espermatozoides no estarian influenciados por la

interaccion de los dos factores evaluados.
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V. CONCLUSIONES

- En semen refrigerado a 5°C el dilutor Tris muestra un mejor efecto protector sobre
la membrana espermaética y acrosomal; asi mismo, son las razas Criollo y Texel las
que mantienen intacto la membrana espermatica en un mayor porcentaje; mientras
que un mayor porcentaje de espermatozoides con acrosoma intacto fue observado en
la raza Corriedale.

- En semen congelado-descongelado el dilutor Tris fue el que mostro un menor dafio
en la membrana espermatica, no existiendo diferencia significativa entre dilutores
para la integridad de acrosoma; en cuanto al efecto raza, Criollo y Texel fueron los
que se comportaron mejor manteniendo su membrana intacta en un mayor
porcentaje respecto del Corriedale; de otro lado la raza Corriedale fue la que mejor
respuesta tuvo sobre la integridad del acrosoma.

- Para las interacciones a 5°C solo hubo diferencia significativa para acrosoma siendo
la interaccion dilutor agua de coco-raza Texel la que mostro un mayor porcentaje de
espermatozoides con acrosoma intacto; en semen congelado-descongelado la
interaccion dilutor Tris-raza Texel tuvo un mejor efecto sobre la membrana

espermatica.
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VI. RECOMENDACIONES

- Se recomienda utilizar el dilutor Tris-yema de huevo para refrigerar y congelar
semen de carneros.

- Las pruebas de HOST y Tincion Giemsa, son herramientas Utiles y se deberian de
incluir en las evaluaciones de rutina como parametros funcionales de la capacidad
fecundante de un semental.

- Realizar estudios a nivel celular y molecular que permitan explicar el efecto de la

raza del carnero sobre la membrana espermatica y el acrosoma.
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VIIl. ANEXOS

Tabla 12. ANVA de la integridad de membrana espermatica (IM) para semen
refrigerado a 5°C.

R-cuadrado | Coef Var | Raiz MSE | IM 5°C Media
0.662423 14.97356 | 8.195527 54.73333

Fuente DF | TipolSS | Cuadradodela | F-Valor | Pr>F | significancia
media
dilutor 2 | 3639.600000 | 1819.800000 27.09 <.0001 xx
raza 2 | 1065.733333 532.866667 7.93 0.0014 xx
dilutor*raza 4 | 39.466667 9.866667 0.15 0.9632 N.S
Error 36 | 2418.000000 67.166667
Total corregido 44 | 7162.800000

Tabla 13: Contrastacion de medias de la prueba de Tuckey para dilutor

Alpha 0.05
Grados de error de libertad 36
Error de cuadrado medio 67.16667
Valor critico del rango estudentizado | 3.45675
Diferencia significativa minima 7.3147

Medias con la misma letra no
son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento | Media | n | dilutor
a 67.333 | 15| Tris
b 49.933 | 15| Coco
b 46.933 | 15 | Leche

Tabla 14: Contrastacion de medias de la prueba de Tuckey para raza

Alpha 0.05
Grados de error de libertad 36
Error de cuadrado medio 67.16667
Valor critico del rango estudentizado | 3.45675
Diferencia significativa minima 7.3147
Medias con la misma letra no son
significativamente diferentes.
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Tukey Agrupamiento | Media | N raza
a 59.333 | 15 | Ciriollo
a 56.867 | 15 | Corriedale
b 48.000 | 15 Texel

Tabla 15: ANVA acrosoma intacto (Al) para semen a 5°C

R-cuadrado | Coef Var | Raiz MSE | Al Media
0.718234 13.56139 | 6.500427 | 47.93333
Fuente DF | Tipo 1SS Cuadrado de | F-Valor | Pr>F | significancia
la media
dilutor 2 | 323.333333 161.666667 3.83 0.0311 *
raza 2 | 1866.533333 | 933.266667 22.09 <.0001 *x
dilutor*raza 4 | 1687.733333 | 421.933333 9.99 <.0001 **
Error 36 | 1521.200000 42.255556
Total corregido | 44 | 5398.800000

Tabla 16: Contrastacion de medias de la prueba de Tuckey para dilutor

Alpha 0.05
Grados de error de libertad 36
Error de cuadrado medio 42.25556
Valor critico del rango estudentizado | 3.45675
Diferencia significativa minima 5.8018
Medias con la misma letra no
son significativamente diferentes.
Tukey Agrupamiento Media | n | dilutor
a 50.600 | 15 Tris
b a 48933 | 15| Leche
b 44,267 | 15 Coco
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Tabla 17: Contrastacion de medias de la prueba de Tuckey para raza

Alpha 0.05
Grados de error de libertad 36
Error de cuadrado medio 42.25556
Valor critico del rango estudentizado | 3.45675
Diferencia significativa minima 5.8018

Medias con la misma letra no son
significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento | Media | n raza
a 55.467 | 15 | Corriedale
b 48.600 | 15 Texel
Cc 39.733 | 15| Criollo

Tabla 18: ANVA de la integridad de membrana espermatica (IM) para semen
descongelado.

R-cuadrado | Coef Var | Raiz MSE | IM Media
0.622189 | 26.01547 | 6.949021 | 26.71111

Fuente DF | TipolSS Cuadrado de | F-Valor | Pr > F | significancia
la media
dilutor 2 | 1461.644444 | 730.822222 15.13 | <.0001 **
raza 2 | 557.644444 | 278.822222 577 | 0.0067 *x
dilutor*raza 4 | 843.555556 | 210.888889 4.37 | 0.0056 ol
Error 36 | 1738.400000 | 48.288889
Total corregido 44 | 4601.244444

Tabla 19: Contrastacion de Medias de la prueba de Tuckey para Dilutor.

Alpha 0.05
Grados de error de libertad 36
Error de cuadrado medio 48.28889
Valor critico del rango estudentizado | 3.45675
Diferencia significativa minima 6.2022
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Medias con la misma letra no
son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento | Media | n | dilutor
a 34.467 | 15 | Tris
b 24.733 | 15| Coco
b 20.933 | 15 | Leche

Tabla 20: Contrastacion de medias de la prueba de Tuckey para raza

Alpha 0.05
Grados de error de libertad 36
Error de cuadrado medio 48.28889
Valor critico del rango estudentizado | 3.45675
Diferencia significativa minima 6.2022

Medias con la misma letra no son
significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento | Media | n | raza
a 29.267 | 15| Texel
a 29.133 | 15 | Criollo
b 21.733 | 15 | Corrieda

Tabla 21: ANVA acrosoma intacto (Al) para semen descongelado.

R-cuadrado | Coef Var | Raiz MSE | Al Descongelado Media

0.373737 | 25.29247 | 6.452390 25.51111
Fuente DF | TipolSS Cuadrado de | F-Valor | Pr>F | significancia

la media

dilutor 2 | 1635111111 | 81.7555556 1.96 0.1551 N.S

raza 2 | 561.6444444 | 280.8222222 6.75 0.0033 ol

dilutor*raza 4 |169.2888889 | 42.3222222 1.02 0.4118 N.S

Error 36 | 1498.800000 41.633333

Total corregido | 44 | 2393.244444
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Tabla 22: Contrastacion de medias de la prueba de Tuckey para dilutor.

Alpha 0.05
Grados de error de libertad 36
Error de cuadrado medio 41.63333
Valor critico del rango estudentizado | 3.45675
Diferencia significativa minima 5.7589

Medias con la misma letra no
son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento | Media | n | dilutor
a 28.200 | 15 | Leche
a 24333 | 15| Tris
a 24.000 | 15 | Coco

Tabla 23: Contrastacion de medias de la prueba de Tuckey para raza

Alpha 0.05
Grados de error de libertad 36
Error de cuadrado medio 41.63333
Valor critico del rango estudentizado | 3.45675
Diferencia significativa minima 5.7589

Medias con la misma letra no son
significativamente diferentes.
Tukey Agrupamiento | Media | n raza
a 29.533 | 15 | Corrieda
b a 26.067 | 15 Texel
b 20.933 | 15 Criollo
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Grafico 1: Interaccidn plot integridad de la membrana espermatica en semen
descongelado.
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Grafico 2: Interaccién plot acrosoma intacto a 5°C
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