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RESUMEN

El estudio fue disefiado para evaluar la viabilidad espermatica (motilidad,
vitalidad y acrosoma) delos espermatozoides de semen refrigerado a las 0, 6,
12, 24 horas, para ello se utilizé 02 reproductores machos PDP de la raza
Corriedale con fertilidad comprobada, de 04 dientes, sanos y entrenados para la
coleccion de semen.Y la tasa de prefiez a través de la inseminacion artificial a
tiempo fijo con semen fresco. Se evallo a 100 ovejas criollas adultas distribuidas
al azar en 2 tratamientos de 50 ovejas cada uno. Fueron sincronizadas con
esponjas de poliuretano impregnadas con acetato de Medroxiprogesterona 60
mg aplicado en el canal vaginal durante 14 dias. Al momento de retirar se aplico
eCG, (300 Ul), la inseminacion artificial se realizo a los 2 dias post retiro de las
esponjas por via cervical con semen fresco diluido en una proporcion de 1: 2
con el dilutor comercial AndroMet ® a > 6 horas de refrigeracion del semen de
carnero. La evaluacion fue: Motilidad individual 74.06 %. (0 h), 64.25 %(6h),
53.81%(12h) y 46.43%(24h) no existiendo diferencia estadistica al analisis de varianza
(P> 0.05). Vitalidad 69.21% (Oh), 65.09 % (6h), 54.255%(12h) y 56.42% (24h)
encontrando diferencia altamente significativa en ANVA (P= 0.01) y 72.89% (0Oh),
64.74% (6h), 54.97% (12h), 47.42% (24h) para Acrosoma no existiendo diferencia
estadistica al analisis de varianza (P= 0.05). A la inseminacion con semen fresco 76.6%
y refrigerado 59.55 existiendo diferencia estadistica altamente significativa (= 0.01)
utilizando la prueba de Ji cuadrado.La IATF en ovinos se puede realizar con semen

diluido o refrigerado por presentar 60% en promedio la tasa de prefiez.

Palabras claves: Estro, inseminacion, semen, sincronizacion.
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ABSTRACT

The study was designed to evaluate sperm viability (motility, vitality and acrosome) of
sperm from refrigerated semen at 0, 6, 12, 24 hours and its pregnancy rate through
artificial insemination at fixed time with fresh semen. We evaluated 100 adult Creole
sheep distributed randomly in 2 treatments of 50 sheep each. They were synchronized
with polyurethane sponges impregnated with 60 mg Medroxyprogesterone acetate
applied to the vaginal canal for 14 days. At the time of removal, eCG (300 IU) was
applied. Artificial insemination was performed 2 days after removal of the sponges by
cervical route with fresh semen diluted in a ratio of 1: 2 with the commercial dilutor Andro
Met ® a> 6 hours of cooling of the ram semen. The evaluation was: Individual Motility
74.06% (0 h), 64.25% (6h), 53.81% (12h) and 46.43% (24h), there being no statistical
difference to the analysis of variance (P= 0.05). Vitality 69.21% (Oh), 65.09% (6h),
54.255% (12h) and 56.42% (24h) finding a highly significant difference in ANVA (Pz
0.01) and 72.89% (Oh), 64.74% (6h), 54.97% (12h), 47.42% (24h) for Acrosoma, there
being no statistical difference to the analysis of variance (P= 0.05). To the insemination
with fresh semen 76.6% and refrigerated 59.55 there being a highly significant statistical
difference (= 0.01) using the Chi square test. The IATF in sheep can be carried out with

diluted or refrigerated semen, since the pregnancy rate is 60% on average.

Keywords: estrus, insemination, semen, synchronization.
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l. INTRODUCCION

La poblacién de ganado ovino en la Sierra de Peru es de 8 972,200 cabezas,
que representa el 94.2% del total. Considerando las razas, son los Criollos los
que tienen mayor participacion 80,5%, seguidos por los Corriedale 11, 3%. La
sierra cuenta con una mayor proporcion de ovinos de la raza criollos 80,6% (INEI,

2012).

La crianza de ovinos es una de las actividades y la principal fuente de ingreso
econodmico en las zonas rurales, por eso es necesario incrementar la

productividad y mejorar las condiciones de crianza (Aliaga, 2006).

En los dltimos afios, la inseminacion artificial ha adquirido constante difusion,
debido a que esta técnica se ha ido perfeccionando constantemente (Cardenas,

1997).

La obtencion y fraccionamiento del semen para su utilizacion en fresco de un
carnero genéticamente superior, permite acelerar el mejoramiento de las
caracteristicas productivas de las majadas al aumentar el numero de crias
logradas con respecto a las que se obtendrian en servicio natural (Gibbonsy col.

1997).

La utilizacion de semen refrigerado a 5°C evita el dafio producido por
congelacion. En este estado el semen se conserva durante 24 h. y puede ser
aplicado por via vaginal. Con esta técnica, se pueden obtener una fertilidad del

mismo orden que con el semen fresco (Maxwell y Strojanov, 1996).

Los pardmetros o indicadores mas utilizados para evaluar la calidad de una
muestra de semen son: motilidad, concentracidbn espermatica, porcentaje de

espermatozoides vivos, integridad de la membrana espermatica y porcentaje de

11
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anormalidades. Otros indicadores son la integridad del acrosoma y el grado de

fragmentacion del ADN (Cabrera y Pantoja, 2008).

Las tecnologias disponibles, para evitar el traslado de reproductores entre
establecimientos, se basan en la preservacion del semen por largos periodos
(semen congelado) o periodos breves (semen refrigerado y enfriado). (Paulenz

et al., 2002)

En la actualidad se considera que la preservacion de semen ovino enfriado a
15°C resultaria adecuada para periodos breves de conservacion de 6 a 12 horas,
en comparacion con la preservacion refrigerada a 5°C que se adaptaria mejor
para lapsos de tiempo mas prolongados. Por estas razones y buscando
alternativas para realizar un mejoramiento genético utilizando técnicas de
inseminacion artificial con semen fresco y refrigerado, el trabajo de investigacion
tiene como propodsito validar las técnicas reproductivas y el tiempo 6ptimo del

semen para la inseminacion artificial en ovejas criollas. El objetivo es:
1.1. OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION
1.1.1. Objetivo General:

Determinar la calidad del semen refrigerado (motilidad, vitalidad y

acrosoma del espermatozoide a las 0, 6, 12 y 24 horas.
1.1.2. Objetivos Especificos:

Evaluar la tasa de prefiez a obtener en la inseminacion artificial a

tiempo fijo con semen fresco (0 horas).

Evaluar la tasa de prefiez a obtener en la inseminacion artificial con

semen refrigerado (>6 horas) de ovejas criollas.
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Il. REVISION DE LITERATURA
2.1. Generalidades
2.1.1. Reproduccién animal

La biologia de la reproduccion animal es cada vez mas importante
como disciplina cientifico - practica en la produccién ovina, apoya el
incremento pecuario para el suministro de proteinas de origen animal
a la humanidad, ayuda también a estabilizar la economia del criador
creando circunstancias favorables para su produccién y el

mejoramiento genético (Bearden y Fuquay, 1982).

La aplicacion de las tecnologias en el control de la reproduccion,
sincronizacion del celo (SC), inseminacion artificial (IA) e incluso
técnicas adecuadas de superovulacién (SO) y la transferencia de
embriones (TE) ayudarian a resolver algunos problemas productivos,
acelerarian la seleccidon y potenciarian el desarrollo biotecnoldgico

(Angulo y Mejia, 2003).
2.1.2. Ciclo reproductivo

El ciclo reproductivo anual de las ovejas es regulado por la amplitud
del fotoperiodo (Arroyo, 2006). La mayor parte de las razas ovinas son
poliéstricas estacionales como Hampshire, Southwn, Rommey,
Rambouillet, éstas se desarrollan en climas frigidos donde la
disponibilidad de alimentos y condiciones hicieron que las crias no
sobrevivan a menos que nacieran en el momento mas éptimo, lo que
propicié la aparicién de la estacion reproductiva otofial y parte en la

primavera. Las especies no estacionales tuvieron su origen en el

13
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Mediterraneo, donde las condiciones del clima no son tan severas y
los recién nacidos pueden sobrevivir casi todo el afio, pertenecen a
este grupo: Merino, Karakul, Persas de cabeza negra y hasta cierto

grado el Dorset-horn (McDonald, 1981).

Un método simple para una temprana induccién del estro consiste en
la exposicion de las ovejas a los carneros en el periodo de transicion
entre la estacion de actividad reproductiva y la estacion de anestro.
Muchas ovejas ovularan dentro de los primeros seis dias posteriores
a dicha exposicion y exhibiran un calor fértil aproximadamente 17 dias
después. Esta ovulacion temprana esta asociada con un surgimiento
de hormona luteinizante (HL) en las ovejas expuestas. Otra alternativa
es la sincronizacion del ciclo estral por medio de progestagenos
implantados vaginal o subcutaneamente por 10 a 14 dias, y seguidos
de una inyeccion de 750 (U.l.) unidades internacionales de PMSG.
Las ovejas no solamente seran inducidas a mostrar estro, sino
también aquellas que no conciban en el primer estro, continuaran
ciclando y podran ser servidas posteriormente. La fertilidad de las
ovejas con estro inducido es mas alta durante la parte final del anestro
que durante el comienzo o a mediados de la etapa reproductiva

(Angulo y Mejia, 2003).
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2.1.3. Fisiologia de la reproduccion en borregas
Ciclo estral

El ciclo estral se inicia a partir del primer dia del estro y los ciclos
sexuales varian segun la raza y el estado de nutricion; algunas razas
solo tienen uno, dos o tres ciclos por afo, la duracion del ciclo estral
en ovinos en promedio es de 17 dias, variando desde 13 dias hasta

21 dias (Mc Donald, 2006).

La tasa de ovulacién varia con la época del afio, la edad y el estado
nutricional, observandose un incremento a mediados de la estacion

reproductiva y entre los 4 y 6 afios de edad.

Cuadro 1. Duracion del ciclo estral en ovinos (dias)

AUTOR ANO RAZA CICLO ESTRAL (Dias)
Promedio | Extremos
Nalbandov 1969 - 16 -
Santos A. 1971 Corriedale 16-18 16-21
Gonzéles M 1980 Corriedale 17.65 15-20
Astete D. 1988 Corriedale 18 -
Alencastre R. 1997 Corriedale 17.7 15-20

FUENTE :(Machaca, 1998)

La sucesion de eventos que conducen a periodos regulares de
receptividad sexual forman parte del ciclo estral. En la oveja el ciclo
estral tiene una duracion de 14-19 dias, con un promedio de 17, se
toma como referencia el dia de receptividad sexual por ser el evento
mas notorio. En un ciclo estral producto de sincronizacion se pueden
considerar basicamente dos fases: La fase folicular y la fase latea (Mc

Donald, 2006).
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Fase folicular

Durante esta fase, se lleva a cabo el crecimiento folicular, el cual es
controlado en parte por gonadotropinas hipofisiarias; la hormona
foliculo estimulante (FSH) y la hormona luteinizante (LH). La FSH
estimula el crecimiento temprano de los foliculos y la LH completa las
tltimas fases de crecimiento (Angulo y Mejia, 2003), ademas estas
permiten que los foliculos secreten hormonas sexuales femeninas
como estrogenos que liberan al torrente sanguineo permitiendo la
manifestacion del celo. Dentro de la fase folicular se incluyen a las

fases del proestro y estro (Hafez ,2000).
Fase lutea.

Después de la ovulacion, el espacio dejado por el ovocito es ocupado
por células de la granulosa y de la teca que se diferencian en células
liteas grandes y chicas respectivamente. Ambos tipos celulares
forman parte del tejido luteo y son responsables de la produccion de
progesterona. El cuerpo luteo es considerado una continuacion del
desarrollo folicular y es clasificado como una glandula endocrina
temporal. Hacia el dia 3 o 4 posteriores al celo se pueden tener
concentraciones basales de 0.2 ng/ml de progesterona, alrededor del

dia 6 0 7 se alcanzan 2-4 ng/ml. (Angulo y Mejia, 2003).

La fase lutea comprende el metaestro y diestro. El estro dura de 24 a
36 horas, produciéndose la ovulacion cerca del final del estro (Hafez,

2000). En borregas corriedale tiene una duracion promedio de 27
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horas, ademas establece que la duracion del estro es mayor en

borregas adultas (Gonzales, 1980).
2.1.4. Fases del ciclo estral

En condiciones naturales el ciclo estral en los animales domésticos
puede dividirse en 4 etapas: Proestro, estro, metaestro y diestro (Mc

Donald, 1981).
Proestro

Proceso que da inicio al ciclo estral en el cual, el hipotalamo a través
de las neuronas endocrinas, producen como consecuencia del
estimulo del SNC (fotoperiodo) la hormona GnRH, que es
transportada a través del sistema portal, al bulbo anterior de la
hipdfisis, una vez alli estimula la secrecion de la hormona FSH, la que
a su vez produce el desarrollo de los foliculos ovaricos (Jainuden y

Hafez, 2004).

Durante esta etapa ya son perceptibles en los genitales externos,
alteraciones como: edematizacion e hiperemia de los labios vulvares,
las hembras sienten inquietud y muestran comportamiento alterado,
pero rechazan todavia el comportamiento del macho; por otro lado, el
tamafno del utero aumenta, el endometrio esta congestionado,
edematoso y sus glandulas presentan abundante actividad secretora

(Hafez, 2000).

Tiene una duracién de 3 dias, comienza con el cese funcional del
cuerpo luteo y termina con la iniciacion del estro. Se caracteriza por el

inicio de la atraccion del macho a la hembra, pero no permite que la
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monte. Este periodo es de preparacion para el apareamiento. Los
niveles de estrogenos se elevan en ese momento y es la principal

causa de los cambios (Craplet, 1961).
Estro

Los foliculos maduros o de Graaf son responsables de la produccion
de estrogenos que determinan los cambios anatomicos y de
comportamiento asociados con el estro. Los signos externos de
manifestacion del celo en la oveja no son muy marcados. Estos
incluyen el enrojecimiento de la vulva y la secrecién vaginal de mucus

(Hafez, 2000).

Estro es el momento durante el cual, la hembra acepta la copula con
el macho. Tiene una duracion de 18 horas a 72 horas su duracion
varia de una especie a otra. Este periodo es de naturaleza ciclica y
recibe el nombre también de “celo” o “calor’, ya que el animal se
encuentra muy excitado. El nivel de estrogenos es muy alto y en la
mayoria de especies la ovulacion ocurre en este periodo. Este periodo
es mas largo en las ovejas adultas (26.2 horas) que en las jovenes

(19.8 horas) (Craplet, 1961).
Metaestro

Después de la ovulacion comienza el metaestro que dura dos dias en
la oveja, durante este tiempo se organiza e inicia la funcién del cuerpo
amarillo. En la fase post- ovulatoria caracterizada por el desarrollo del

cuerpo luteo, y el comienzo de la secrecion de la progesterona. Los
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ovarios y el utero se disponen como si la gestacion hubiese empezado

(MC Donald (1981).
Diestro

Existe uno o varios cuerpos luteos totalmente desarrollados a partir
de los foliculos que han ovulado. Si se ha producido fecundacion el
cuerpo luteo continua a lo largo de los 145 dias de gestacion; de lo
contrario el cuerpo luteo permanece util solo 11 a 12 dias y luego

regresa (lisis) (Hafez, 2000).
2.1.5. Inseminacion artificial (I.A.)

Se entiende por inseminacion artificial a la técnica de reproduccion
que consiste en introducir el material fecundante masculino por
medios artificiales, en las vias genitales femeninas. Los medios
mecanicos sustituyen a los érganos, sin necesidad de poner en

presencia y en contacto a los progenitores.

La técnica de la fecundacion artificial consta, por lo tanto, de las

siguientes operaciones principales:

a) Recoleccion y obtencién del semen.

b) Valoracion cuantitativa, cualitativa y sanitaria de dicho semen.
c) Dilucién del mismo en los valores adecuados.

d) Conservacion in vitro, y transporte del semen a distancia.

e) Introduccién del liquido seminal en el aparato genital femenino o

siembra

(Gibbons y Cueto 2007).
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2.1.6. Evaluacion reproductiva del macho

La evaluacion reproductiva del semental es util en el diagndstico de
problemas de infertilidad en el rebafio. Al encontrar a los sementales
como reproductores satisfactorios, pueden considerarse otros
factores que influyen sobre la fertilidad, como el buen estado fisico,

buena calidad seminal, buena libido y habilidad de servicio

El examen androldgico requiere el conocimiento de las caracteristicas
reproductivas normales y de las causas de alteraciones mas
frecuentes. La evaluacion de la aptitud reproductiva del semental
debe incluir los siguientes aspectos: Examen clinico general,

evaluacion del semen y evaluacion de la libido (Angulo y Mejia, 2003).
2.1.7. Manipulaciéon y examen del semen

Luego de su recoleccion, es importante que el semen se mantenga
protegido de los cambios bruscos de temperatura, contacto con el

agua y metales, radiacion solar directa e impurezas.

La observacion del color del semen, asi como la apreciacion de su
motilidad masal, son importantes para decidir si se procedera a la

utilizacién del eyaculado.

El volumen y concentracion espermética deben ser estimados antes
de su utilizacion, para realizar una correcta dilucién segun el volumen
y el nimero de espermatozoides totales a inseminar por dosis. El
volumen promedio del eyaculado del carnero es de 1 ml (0.7-3 ml), y
su concentracion varia entre 2000-6000 millones de

espermatozoides/ml.
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La dilucion del semen para la IA se lleva a cabo por razones técnicas

y bioldgicas:

Razones técnicas: incrementar el volumen de eyaculado para

inseminar un mayor niumero de hembras

Razones biologicas: proveer a los espermatozoides, nutrientes y
proteccion de las temperaturas de enfriamiento y congelamiento

(Cueto y Gibbons, 1997).
2.1.8. Evaluacion del semen

La evaluacidn espermatica nos permite estimar la fertilidad potencial
de cualquier semental y consiste en la evaluacion, en el laboratorio,
de pardametros espermaticos que son indicadores de la calidad del

semen del reproductor de interés (Sorensen, 1991).

Estos parametros pueden ser de caracter macroscopico (color,
aspecto, volumen, pH) ya que pueden ser evaluados a simple vista de
la muestra seminal; y microscopicos (motilidad masal, motilidad
individual, concentracion espermatica, anormalidades, integridad de
membrana, vitalidad) que deben ser evaluados utilizando un

microscopio (Aisen, 2002).
2.1.8.1. Evaluacion Macroscoépica.
Color

La cantidad de espermatozoides presentes en el eyaculado hace que
la muestra tome una coloracién blanquecina — amarillenta cuando la
muestra es de buena calidad. Cuando es de baja calidad, es similar a

la leche acuosa (Hafez, 2000). En este sentido puede admitirse una
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relacion directa entre la intensidad del color y la rigueza espermatica

(Pérez y Pérez, 1985).

Un color rojizo indica la presencia de sangre, asi como los colores
grises 0 marrones indican contaminacion o infeccion, debiéndose en
estos casos, desechar el eyaculado y proceder a la revision del

carnero (Gibbons et al., 2004).
Aspecto

El aspecto del semen depende de la relacion de dos constituyentes:
la concentracion de espermatozoides y la calidad del plasma seminal.
Las muestras de alta consistencia contienen mas espermatozoides
que las muestras mas acuosas. El semen debe tener un aspecto

cremoso - lechoso y uniforme (Evans y Maxwell, 1990).
Volumen

Cuando la recoleccion se realiza con vagina artificial, normalmente se
obtienen eyaculados de aproximadamente 1 ml. Este volumen, varia
segun la edad, tamafio, condicidon corporal del animal, frecuencia de

coleccion y destreza del operador (Gibbons et al., 2004).

Los volimenes de eyaculados pueden admitirse como normales
cuando sus rangos van de 0.5 a 2.0 ml con una media de 0.8 ml. Se
sabe, ademas, que las copulas reiteradas a intervalos demasiado
cortos disminuyen el volumen recolectado y, por el contrario, la

excitacion acentuada aumenta (Pérez y Pérez, 1985).
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pH

El valor del pH es el resultante de la neutralizacion entre las
reacciones glandulares de accién tampon y la concentracion idnica
del material de las ampollas de Henle y del epididimo. En ovinos, el
pH tiende a la acidosis, fendmeno importante ya que en él radica su
capacidad fecundante. La reaccion alcalina es caracteristicas de una
escasa fertilidad y muchas veces va acompafiada de necrospermiay
de una disminucién en la concentracion espermatica y motilidad

(Evans y Maxwell, 1990).

En el carnero y en el macho cabrio, los valores de pH oscilan entre
6.2 — 7.3, llegando incluso a citarse como normal un pH de 7.5 (Pérez

y Pérez, 1985).
2.1.9. Procesamiento del semen

El procesamiento del semen enfriandolo a 5°C es similar ya sea que
se use congelado o sin congelar. El semen se colecta a la temperatura
corporal. Después de la obtencion debe mantenerse tibio (30°C) antes
de la dilucién, para evitar choque por frio. Esto se realiza colectando
semen y diluyente en un bafo de agua que se mantiene a 30°C. Se
extrae una porcion de semen para evaluacion, y el resto puede
mezclarse con tres a cuatro partes del diluyente a 30°C. Se
recomienda mantener el semen durante 30 minutos a esa
temperatura, a fin de aumentar la accion antibiética del diluyente. La
mezcla se enfria gradualmente hasta 5°C a todas las especies

excepto en el caso del semen no congelado del verraco, el cual suele
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mantenerse a 15°C. El enfriamiento debe ser lento, tomando por lo
menos 1 hora para llevar la mezcla de 30°C a 5°C. Este proceso suele
realizarse protegiendo el recipiente con una camisa de agua para
evitar el choque térmico (Hafez, 2000).
2.1.9.1. Evaluacion Microscoépica.
Motilidad Masal
La motilidad masal valora la formacion y progresion de ondas
producidas por el desplazamiento de los espermatozoides. La
onda de movimiento solo puede ser observada en especies de
alta concentracion espermatica, como es el caso de pequefios
rumiantes (Evans y Maxwell, 1990). Se determina mediante
microscopia Optica a 100 aumentos (100x) utilizando una
pequefia gota de semen puro colocada sobre un portaobjeto

temperado a 37 °C (Pérez y Pérez, 1985).
Motilidad Individual

Es una de las pruebas que se utiliza con mayor frecuencia para
evaluar la calidad de semen diluido. En algunas especies, parece
estar correlacionada con la capacidad fertilizante del
espermatozoide. Si existe menos del 40% de espermatozoides
con movimiento lineal progresivo, es menos probable que haya
fertilidad. Debido a la influencia que tienen las variaciones de
temperatura sobre la motilidad espermatica, las muestras deben

ser evaluadas tan pronto sea posible (Aisen, 2002).
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La técnica consiste en la observacion microscopica a 400
aumentos (400x) de una muestra de semen diluido en una lamina
portaobjetos temperada. Se consideran espermatozoides motiles
aguellos que aparecen activos y con movimiento progresivo. La
motilidad individual es el porcentaje de espermatozoides motiles
con respecto al total de espermatozoides visualizados (Sorensen,

1991; Arthur, 1991).

En el Perd, Quispe (1998), evaluando 3 tiempos de equilibrio (2,
10 y 18 horas) en semen refrigerado de carneros, reporto
motilidades de 78.3%, 73.5% y 71.6%, respectivamente,
utilizando el dilutor Tris—=yema de huevo. Con el dilutor leche—
yema de huevo reporté motilidades de 78.3%, 75.0% y 73.3% a
los mismos tiempos de equilibrio. Por su parte, Ramirez et al.
(2001), trabajando con semen refrigerado, encontré que los
porcentajes de motilidad individual fueron de 85.2 + 4.33% con
dilutor Tris—Fructosa—Yema de huevo, 84.2 + 1.44% con dilutor
Citrato—Glucosa—Yema de huevo y 85.8 + 5.2% con dilutor leche
descremada. Observaron, también, que la motilidad disminuye al
aumentar el tiempo de refrigeracion a 5°C, obteniéndose valores
de motilidad a las 48 horas post refrigeracion de 75.0 + 9.01% con
Tris—Fructosa-Yema de huevo, 77.5 + 2.50% con Citrato-
Glucosa-Yema de huevo y de 67.5 + 15.21% con leche

descremada (Ramirez et al. 2001).
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Concentracion espermatica

La concentracion espermatica esta definida como el namero de
espermatozoides por unidad de volumen, expresada normalmente en
millones por ml. de eyaculado (esp/ml). Los diferentes métodos
utilizados para su célculo varian en funcion de la rapidez y exactitud

(Evans y Maxwell, 1987).

Son varios los métodos que permiten determinar la concentracion
espermatica. Entre ellos, figuran el recuento en el hemocitometro y el
método del fotocolorimetro. Ambos métodos son precisos y si bien el
fotocolorimetro permite un recuento mas rapido, su costo es mas

elevado que el hemocitometro (Gibbons, 2004).

Debido a que se quiere aprovechar al maximo una muestra de semen
de buena calidad, se procura dosificarlo (tener la cantidad optima de
espermatozoides en un volumen determinado) y asi manejar varias
muestras para inseminacion. Por tanto, es necesario conocer el
namero de espermatozoides por mililitro de eyaculado ya que nos
permitira saber cuantas dosis se pueden preparar; en pocas palabras,
cuantas veces puedo diluirlo (factor de dilucién) (Evans y Maxwell,

1990).

Guillén (2001), evalud las caracteristicas seminales de carneros de la
raza Blackbelly del INIA, obteniendo concentraciones de 3.14x109
espermatozoides/ml. Asi mismo, (Huaman, 2003), reportd

concentraciones de 3.63, 3.316, 2.78 y 2.67 x 10 esp/ml.
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Morfologia espermatica

La morfologia espermatica se refiere al estudio de la forma del
espermatozoide y permite determinar las posibilidades que tiene una
célula espermatica para fertilizar. El objetivo de esta evaluacion es
eliminar el semen no ideal para la reproduccioén. La presencia de altos
porcentajes de formas anormales parece estar asociada con
inmadurez sexual, procesos degenerativos y patologias (Madrid y

Bohada, 1993).

La morfologia espermatica es una de las caracteristicas mas
estudiadas en el analisis seminal (Madrid y Bohada, 1993). Su estudio
ha utilizado tradicionalmente técnicas de tincion entre las que

destacan la eosina-nigrosina (Merino, 2003).

La introduccion de los sistemas de Analisis Espermaticos Asistidos
por Computadora (CASA, por sus siglas en inglés), ha permitido
realizar evaluaciones morfométricas objetivas y cuantitativas del

semen de diversas especies (Casey et al. 1997).

Un eyaculado de carnero se considera normal cuando el porcentaje
de formas anormales es inferior al 15%. Existen variaciones en la
morfologia espermatica debido al estrés ambiental, factor individual,
temperatura, estacion del afio, etc. (Gibbons, 2004). Merino (2003),
trabajando con 3 carneros de 2 a 3 afios de edad, reportd 12,8% de
anormalidades. Asi mismo, Brito et al. (2003), trabajando con el

semen de carneros de las razas Rambouillet y Suffolk; y, utilizando
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frotis de semen tefiido con los colorantes eosina y nigrosina,

reportaron 15% de anormalidades.
Vitalidad

La membrana celular de los espermatozoides representa una barrera
al paso de tinciones al medio intracelular. Los espermatozoides vivos
no dejan pasar ningun tipo de colorante a su medio intracelular,
mientras que los muertos, los absorben. Este fendmeno biofisico
permitié el desarrollo de técnicas orientadas a la diferenciacion de

espermatozoides vivos de muertos (Fernandez et al. 1998).

Actualmente, existe toda una serie de técnicas destinadas a identificar
espermatozoides vivos y muertos. Se han descritos numerosas
tinciones basadas en la permeabilidad selectiva de la membrana
plasmatica como por ejemplo la eosina-nigrosina (Colas, 1975) y azul
de Tripan de tal manera, que si el espermatozoide esta vivo, la
membrana celular actia como barrera impermeable impidiendo el
paso del colorante a través de ella, permaneciendo la célula sin tefiirse

(Suttiyotin y Thwaites, 1992).
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

28

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO L4 Nacional del
Altiplano

exocitosis denominado Reaccion Acrosomica. Un nuevo parametro,
introducido en 1968 por Saacke y Marshall, empleado para la
evaluacion morfoldgica del eyaculado consiste en la descripciéon 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
fecundacion. 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 fertilidad

baja (Pefia y Linde-Forsberg, 2000).

Una de las propiedades bioquimicas mas importantes de los
espermatozoides es la capacidad de que las moléculas puedan ser
transportadas a través de su membrana. Esto no solo es esencial para
la motilidad espermética, sino también para la induccion de la reaccion
acrosdmica y posiblemente otros eventos relacionado a la fertilizacion

(Jeyendran et al., 1984).
2.1.10. Conservacioén del semen fresco, enfriado y refrigerado

Semen fresco: el semen que va a emplearse inmediatamente
después de su recoleccién, podra mantenerse a 28°C-30°C en bafio

termostatico durante su utilizacién, ya sea puro o diluido.
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Semen enfriado: podra conservarse por el transcurso de 6-12 horas

a 15°C.

Semen refrigerado: podra conservarse por el transcurso de 24 horas

a 5°C.

Semen enfriado y refrigerado: Luego de realizar la dilucion del
semen, el mismo se lleva a temperatura de 15°C o 5°C,
respectivamente, siguiendo una curva de enfriamiento a razén de 2°C
cada 3 minutos aproximadamente. De esta forma el semen puede
conservarse por un periodo de 6-12 horas (semen enfriado) o 24

horas (semen refrigerado) (Gibbons y col., 2007).

2.1.11. Refrigeracion del semen del carnero

El objeto de refrigerar el semen es el de reducir el metabolismo
energético de los espermatozoides, prolongando asi su viabilidad y
capacidad fecundante en el tiempo. El semen de mamifero, en
especial el de carnero y chivo, es sensible al enfriamiento rapido
(shock frio), traduciéndose en un aumento del numero de
espermatozoides muertos, alteracion de la distribucidon de lipidos de
membrana y aumento del calcio intracelular. En caso de los
espermatozoides de ovino, existe una distribucién desigual de
proteinas del citoesqueleto asociadas a la membrana, por lo que son
mas sensibles a los cambios de temperatura por refrigeracién (Aisen,

2004).

Evans y Maxwell (1990), indicaron Para la conservacion in vitro del

semen, hay que dar importancia especial a la forma que se efectua el
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enfriamiento, el cual debe ser muy lento que el enfriamiento a 15°Cy
5°C se debe realizar en un lapso de 1 a 1.5 horas y de 2 a 3 horas,

respectivamente.

El método mayormente utilizado para conservar semen en forma
liquida por periodos de tiempo mayores a 24 horas es mediante la
reduccion progresiva de la temperatura. La motilidad se detiene
totalmente a los 5°C, pero se puede restituir si se eleva nuevamente
la temperatura a los niveles normales, siempre y cuando no se hayan
producido dafios de tipo estructural causados por shock térmico

(Vivianco, 1998).

Las células deben ser protegidas contra las bajas temperaturas
mediante la adicibn de compuestos organicos como la leche
descremada o la yema de huevo que aumentan la resistencia de la
membrana a los cambios de permeabilidad e impiden que los
espermatozoides acumulen calcio al alterarse el sistema de

intercambio idnico de la membrana (Bearden, 1980).

Evaluaciones en el laboratorio han demostrado que el semen diluido
y refrigerado a 5°C muestra una gran variabilidad en sobrevivencia y
fertilidad en las siguientes 72 horas de conservacion. Existen algunos
diluyentes en los cuales los espermatozoides de carnero pueden
conservarse a 4°C durante 8 a 15 dias con una buena viabilidad y con

fertilidad aceptable a los 8 dias (Salomén y Maxwell, 2000).

Céceres, (2013) observo la motilidad individual en una evaluacién

espermatica del semen de ovinos tratado por la técnica de gradiente
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de densidad un aumento significativo en los valores promedio de
motilidad individual de 3 carneros después de 24 horas de

refrigeracion a 5°C.

Motilidad Individual (%) después de 24 horas de refrigeracion
(T24)

Control Experimental
Carnero | 82.14 + 2.402 87.43+3.17b
Carnero Il 82.74 £ 2.29¢c 86.30 = 3.16d
Carnero Il 82.43 + 2.09e 87.08 + 3.08f

Fuente: Caceres (2013).

Paulenzet al. (2002), no observaron diferencia estadistica en motilidad
progresiva al monitorear semen diluido a 5°C durante 0, 6, 24 y 30

horas.

Morrieret al. (2002), obtuvieron resultados similares al probar la
adicién o no adicién de glicerol en semen conservado a 5°C durante
0, 8, 16 y 24 horas. Ellos observaron que la adicién del glicerol no
afectaba la motilidad en los diferentes tiempos, manteniéndose esta
ligeramente por debajo de la motilidad inicial (84 + 3.3%). Sin
embargo, la conservacion del semen a 5°C también puede acarrear
consecuencias perjudiciales como el disminucién del 40% de la
actividad metabolica del Na+/K+ intracelular, lo cual provoca una
marcada disfuncion en el paso de algunos iones a través de la
membrana celular, ocasionando una disminucion en la sobrevivencia

del espermatozoide.

También, Bailey et al. (2002) demostraron que el proceso de

refrigeracion provoca un cambio estructural en la membrana
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plasmatica del espermatozoide parecido a lo que sucede durante la
capacitacion. Asi mismo, Cormier et al. (1997), reporta que la
capacitacion puede ocurrir a los 5°C. Por otro lado, Salomén y
Maxwell (2000) mencionan, que independientemente del diluyente,
tasa de dilucion, temperatura o condiciones de almacenaje; el
deterioro del espermatozoide se debe al incremento en el tiempo de
almacenaje y la reduccion de su capacidad para controlar la entrada
de iones calcio. Esto ultimo estd asociado con la capacitacion,
hiperactivacion y reaccion acrosdmica. El descenso en fertilidad se
considera entre un 10 y 30% por cada dia transcurrido (Maxwell y

Salomon, 1993).

Efecto de la raza sobre la integridad de membrana celular intacta en

semen refrigerado en semen diluido a 5°C

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

Fuente: Vargas, P., (2015)

Céaceres, (2013) observo la integridad de membrana en una
evaluacion espermatica del semen de ovinos tratado por la técnica de
gradiente de densidad un aumento significativo en los valores
promedio de integridad de membrana de 3 carneros después de 24

horas de refrigeracion a 5°C.
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Integridad de Membrana (%) en el tiempo cero (T0O)
Control (C) Experimental (E)
Carnero | 73.41 + 4.802 79.24 + 3.71b
Carnero |l 74.08 =+ 4.69c 77.75 £ 4.91d
Carnero Il 72.60 + 3.93e 78.68 + 4.34f

Fuente: Caceres (2013).

Para temas de fertilidad, Borque y Sanchez (1992) sostienen que para
la inseminacion con semen refrigerado por via cervical se emplean
dosis conteniendo 50 a 200 x106 esp/ml. Se sabe, ademas, que los
porcentajes de fertilidad con semen refrigerado a 24, 48 y 72 horas
son de 45-50, 25-30 y 15-20%, respectivamente. Esto en contraste
con el porcentaje de fertilidad (75 a 80%) obtenido con semen fresco

(Salomon y Maxwel, 2000).

Aisen (2004), indica que el porcentaje de endosmosis en semen
fresco de ovino varia de 60% a 90% y en semen refrigerado es mayor
al 60%. Ademas, sostiene que la endosmosis se correlaciona
estrechamente con la fertilidad in vitro, siendo su valor para el ovino

de 0.86.

En el Peru, evaluaron un total de 16 muestras de semen puro de
carneros en un medio hiposmdético (0.735g. de citrato de sodio
dihidratado y 1.351g de fructosa en 100 ml de agua destilada)
obteniendo respuestas de 61.2 + 6.9%, 97.7 + 1.0% y 100% de
espermatozoides con membrana intacta que reaccionaron positivo al
HOST, para 30min, 60min y 120 min de tiempo de incubacion,
respectivamente. Sin embargo, la correlacién con la motilidad

espermatica fue muy baja (Santiani et al. 2003).
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2.1.13. Sincronizacion de celo

La explotacidon intensiva de ovinos necesita de la aplicacion de
técnicas de intensificacion del manejo reproductivo. Resulta necesario
tener agrupados los partos, a fin de obtener lotes homogéneos de

corderos.

En Europa se utilizan los progestagenos, esponjas vaginales de FGA
(Acetato de Flurogestona) o de Acetato de medroxiprogesterona
(MAP) o dispositivos intravaginales para cabras y ovejas (CIDR),
liberadores de progesterona. En ambos casos, el tratamiento se
mantiene durante 12-14 dias aplicando una inyecciéon de
gonadotropina corionica (eCG) al final del tratamiento. La dosis de
eCG varia entre 400 y 600 Ul. Los resultados dependen del estado
fisiolégico de los animales (condicion corporal, intervalo al parto
anterior, lactacion, edad). Para obtener buenos resultados debe
realizarse la cubricidbn controlada, 48 horas después de retirar el

tratamiento (Folch y Alabart, 2000).

Sin la sincronizacién de celo la IA se torna ineficiente. Hoy dia los
sistemas mas comunes de sincronizacion de celos son los que utilizan
progesterona sintética, aplicada en esponjas vaginales o como
implantes de progesterona bajo la piel. Las esponjas o dispositivos
intravaginales son faciles de aplicar y también son tan efectivos como
los implantes subcutaneos. Estos se mantienen por un lapso de 9 a
12 dias y posteriormente se retiran, provocando el inicio de un ciclo

estral (Sepulveda et al., 1999).
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Para lograr una eficiencia productiva en la sincronizacion de estros
colocando a un grupo de hembras dentro de la misma fase de su ciclo
estral, de manera que los calores se presenten en la mayoria de los
animales al mismo tiempo y por un periodo de corta duracién se utiliza

varios procedimientos:

progestagenos y sustancias que ejercen una accion biolégica
parecida llamados progestagenos inhibiendo al hipotdlamo para
impedir la liberacion de factores de liberacion de gonadotropinas
(GnRH), para lograr este efecto, la aplicacién del progestageno debe
realizarse por un periodo relativamente largo (11 dias). Con este
método el hipotalamo esta en posibilidades de ahorrar sus factores de
liberacion, lo que explica su capacidad para inducir el celo en la oveja
primeriza y en aquellas que se encuentran fuera de la estacidn
reproductiva. La esponja vaginal se usa actualmente debido a su
efectividad y facil manejo. La permanencia de la esponja impregnada
con el progestageno durante el tiempo de tratamiento asegura una
absorcion regular a través de las paredes de la vagina. Este método
es el mas comun y se ha utilizado en gran escala. Ademas, el sistema

ofrece las siguientes ventajas:
1. Induccién del estro y la ovulacién en cualquier época del afio.
2. Induccién del estro en ovejas fuera de la estacion reproductiva.

3. Induccién del estro en primerizas (mayores de 7 meses y con 60%

de peso adulto).
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4. Hace posible el uso racional de la inseminacion artificial.

5. Aumenta el niamero de crias al parto cuando se utiliza PMSG

(efecto de superovulacién) (Angulo y Mejia, 2003).

Los progestagenos (esponjas vaginales, implantes, dispositivos, etc.)
utilizados en muchas especies en forma previa, inhiben la liberacion
de hormonas luteinizante (LH) y foliculoestimulante (FSH) de la
hipdfisis, frenando el desarrollo folicular y la ovulacion hasta el
momento deseado. Cuando los progestagenos son retirados, la
concentracion de Progesterona en sangre cae rapidamente con lo
cual el animal puede entrar en celo. La administracion de
NOVORMON® en ese momento estimula el desarrollo folicular y

potencia la accion sincronizante de los progestagenos (Syntex, 2014).

Prostaglandinas sintéticas Simulan la accion de la prostaglandina
F2 alfa, agente luteolitico liberado por el Utero, acortando la vida del
cuerpo luteo. Por este motivo, s6lo pueden utilizarse durante la
estacion reproductiva. Dado que los celos se presentan mas
dispersos que en el tratamiento con esponjas, la IA se realiza con
previa deteccion de celos. Las prostaglandinas inducen la regresion
luteal entre los dias 5y 14 del ciclo estral en ovejas, con manifestacion
de celo entre las 48 y 84 horas de aplicada la inyeccién. Las ovejas
gue se encuentren entre el dia 15 y 17 del ciclo, experimentaran
lutedlisis en forma natural y entrardn en celo dentro del mismo
intervalo. En tanto que las que se encuentren entre los dias 0 y 4 son
refractarias a la prostaglandina y se alzaran recién 13-17 dias mas

tarde (Cueto y Gibbons, 1997).
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GnRh La Gonadotropina corionica equina (eCG 6 PMSG), es una
hormona placentaria, secretada por las copas endometriales del
endometrio uterino de yegua y es de caracteristica glucoproteinica
constituida por las sub unidades « y B. La sub unidad « es similar a
las existentes en la FSH y LH, mientras, que la sub unidad 3 es la
responsable de la diferente actividad biolégica de cada una de las
hormonas, por estas razones es utilizada en los tratamientos de

sincronizacion (Hafez, 2002).

La PMSG o eCG, se administra por inyeccidén intramuscular al
momento de retirar las esponjas, en la estacién reproductiva; o 48
horas antes del retiro, en el anestro estacional. La PMSG provoca un
pico importante de estrégenos, induciendo la aparicién de un pico
preovulatorio de LH y la ovulacion, al mismo tiempo que mejora la
sincronia de los celos. Las dosis utilizadas de PMSG varian entre 200
y 400 Ul, dependiendo fundamentalmente del peso corporal, de la
razay de la época del afio, aconsejandose probar en principio la dosis
menor. Dosis elevadas de PMSG ocasionan ovulaciones vy
gestaciones multiples, generando altas pérdidas de animales por

toxemia de la prefiez y mortalidad perinatal (Cueto y Gibbons, 1997).

Algunos protocolos que utilizan progesterona y gonadotropina
coribnica equina (eCG) inducen celos fértiles en ovejas,
independientemente de la época del afio y de las condiciones

ambientales (Machaca, 1998).
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2.1.14. Dispositivos intravaginales

Los dispositivos intravaginales impregnados con progesterona o
progestagenos son frecuentemente utilizados para la sincronizacion
de los celos en ovejas y cabras. Sin embargo, la fertilidad de estos
tratamientos es mas baja que la de una ovulacién espontanea, lo que
parece tener un origen multicausal. La presencia de los dispositivos
en la vagina (esponjas o dispositivos de silicona) provoca cambios en
el ambiente vaginal caracterizados por un incremento en el numero y
una alteracion en la composicion de la biota bacteriana ademas de
cambios histoldgicos y citoldgicos de la pared vaginal. El crecimiento
bacteriano es fundamentalmente basado en un aumento en las
bacterias coliformes Gram-negativas (E. coli y Klebsiella spp.). Estas
vaginitis son responsables por si mismas de una significativa
reduccion en las tasas de concepcion. La acumulacién de productos
bacterianos e inflamatorios en el entorno vaginal afecta la viabilidad
espermatica. Recientemente, observamos que los espermatozoides
en contacto con moco vaginal de ovejas en celo sincronizado con
esponjas presentan alteraciones en su funcionalidad y viabilidad. El
resultado del uso de dispositivos intravaginales esta condicionado no
solo por la respuesta ovarica, sino también por los cambios que

provoca en el ambiente vaginal normal (Syntex, 2014)

Otras variantes de dispositivos intravaginales son los realizados en
silicona, impregnados con progesterona, que varian en sus formas,
tamafios, y numero de veces que pueden ser reutilizados (CIDR,

Cronipres CO, DICO). Tratamientos con esponjas. Los tratamientos
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tradicionales para sincronizar celos en caprinos consisten en la
insercion de un dispositivo con progestagenos durante 12 a 14 dias,
lo que puede estar o no asociado a una dosis de prostaglandina y
eCG. A partir de la incorporacion de nuevos conocimientos en el area
de la fisiologia reproductiva se ha acortado la duracion de estos
tratamientos. En el caso de animales en anestro, los tratamientos
aplicados durante 5-6 dias son al menos tan efectivos como los
tradicionales. En este caso, para obtener un alto porcentaje de
animales que respondan, el tratamiento deberd asociarse a la
administracion de eCG, al retiro del dispositivo o al uso del efecto

macho.

En animales ciclando, los tratamientos cortos requieren de una dosis
de prostaglandina F2 alfa para asegurar la lutedlisis, y eCG al
momento de retirar el dispositivo para sincronizar la ovulacion y/o
aumentar la tasa ovulatoria, mediante este protocolo es posible
inseminar todas las hembras en un mismo momento sin necesidad de
detectar el estro, tecnologia conocida como inseminacion artificial a
tiempo fijo o IATF. La IATF por via cervical se realiza a las 48 y 52 h.
después de retirar el dispositivo en ovejas y cabras respectivamente,
y por via intrauterina a las 54 h en ambas especies (Cueto y Gibbons,

1997).

La duracion del tratamiento debe igualar o exceder la vida media del
cuerpo luteo, es decir entre 10 a 14 dias, manifestandose estro
durante las primeras 48 horas posterior al retiro del dispositivo

(Simonetti, 2008).
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Robinson, 1965) citado por (Burgos et al., 2002), fue el primero en
comunicar el éxito de estas esponjas de poliuretano impregnadas con
(FGA) a la dosis de 30 — 45 mg por 14 a 16 dias, de este modo
convirtiéndose los progestagenos sintéticos mas usados, el acetato
de fluorogestona (FGA) o cronolona y el acetato de
medroxiprogesterona (MAP) impregnados en esponjas, ambos de
aplicacion intravaginal siendo similar su efectividad (Burgos et al.,

2002).

Simulan la accién de un cuerpo liteo mediante la liberacion lenta de
progesterona se colocan en la vagina de la hembra por 12-14 dias,
periodo de tiempo que iguala o excede el tiempo de vida media del
cuerpo Iateo. Este método permite alcanzar una elevada
concentracion de celos y llevar a cabo la IA a un tiempo fijo luego de
finalizado el tratamiento hormonal (IA sistematica). Asimismo
concentra los estros fuera de la estacion reproductiva, permitiendo la
produccion de corderos en contra-estacion. Debido a que hay un
porcentaje variable de ovejas que no responden al tratamiento o que
no presentan la ovulacion sincronizada con el resto, como asi también
a la alteracion del transporte espermatico producida por efecto de los
progestagenos, se aconseja la utilizacién de progestagenos en forma
combinada con una dosis de Gonadotrofina de Suero de Yegua

Prefiada (PMSG). (Cueto y Gibbons, 1997).
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2.1.15. Las esponjas vaginales syntex

Son esponjas de poliuretano con azul de metileno c.s.p. impregnadas
con 60 mg de acetato de Medroxiprogesterona. Este es un
progestageno sintético que se absorbe por via vaginal. Aplicado en el
canal vaginal durante 12 a 14 dias actia eficazmente como

sincronizador de celos en ovejas y cabras (Sintex, 2004)
2.1.16. Diagnéstico de gestacion

Es importante en los rebafios, Saber qué ovejas no estan gestantes 'y
cuales si es muy utl para el criador, ya que le permite corregir
problemas, por ejemplo detectar una baja fertilidad y con ello tomar la
decision de re-empadrar, también permite prepararse para las etapas
gue vienen después del empadre desde el punto de vista nutricional,
sanitario, de instalaciones o de disposicion de personal para atender
los partos, el diagnostico de gestacion se puede realizar por varios
métodos como: Determinacion de niveles serolégicos de
progesterona, biopsia vaginal, ultrasonografia (Nuncio y Escobedo,

2000).
2.1.16.1. Diagnéstico de gestacion por ecografia

Conocer si las ovejas estan gestando, es una informacion de
mucho valor para el manejo de los predios y los recursos
forrajeros. Para ello, se cuenta con un método rapido y eficiente.
La ecografia es una técnica que permite realizar estudios de los
tejidos y 6rganos internos, aplicable tanto a animales como a

personas.
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La ultrasonografia es una técnica de exploracion de los 6rganos
internos del cuerpo que consiste en registrar el eco de ondas de
sonido enviadas hacia el lugar que se examina. De manera
especifica, se sefiala que dicha técnica se fundamenta en la
emision de ondas de sonido de alta frecuencia debido a la
estimulacién eléctrica de cristales que se encuentran en el
transductor que a partir del contacto con los tejidos de diferentes
densidades penetran, se absorben y rebotan (Ramirez, et al.,

2009).

La ecografia o ultrasonografia es una técnica en la que se
emplean ondas de sonido de alta frecuencia para producir
imagenes, las cuales podemos visualizar a través de la pantalla
del ecografo. La técnica de ecografia en produccion ovina se
incrementa cada dia por el veterinario clinico y el especialista de
biotecnologia de la reproduccion, constituyendo un medio de
diagnodstico de certeza en la dinamica de las ondas foliculares,
desarrollo del cuerpo lateo, la determinacién del estado de
gestacion precoz, sexado de las crias y la evaluacion de los
procesos patoldgicos del sistema reproductor (Simoes, et al.,

2006).

La aplicacion de la ecografia o ultrasonografia es un método
facil, seguro y certero para detectar la prefiez de manera
detectar gestaciones multiples sobre los 20-22 dias (cuando el

embrion mide aprox. 1 cm). La ecografia transrectal en
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pequefios rumiantes solo es posible mediante un vastago o

adaptador rigido por el transductor (Bellenda, 2006).

A partir de los 26 dias de gestacion, momentos en el cual el
diagnostico tiene una certeza muy alta (95 — 100%). La
presencia de cotiledones placentarios a partir de los 40 dias de
gestacion agiliza el trabajo, entre los 42 y 52 dias de gestacion
es posible la deteccion de mellizos, la presencia de los latidos
cardiacos, presencia de liqguido amniético a los 28 dias,

movimientos propios del feto a mas de 38 dias (Manazza, 2007).

2.1.17. Fertilidad en ovejas sincronizadas

Es el numero de borregas prefiadas después del servicio de
inseminacion artificial o monta natural, resulta del niamero de
borregas inseminadas dividido por el numero total de borregas

inseminadas multiplicados por 100.

En el cuadro 2 se presentan la eficiencia de 3 tratamientos de
sincronizacion de celo traducidos en porcentaje de prefiez en
ovejas merino, el tiempo requerido para la inseminacion cervical
con semen fresco, los porcentajes de prefiez (ovejas inseminadas)
y su eficiencia general (ovejas prefiadas/ovejas tratadas) (Gibbons

y Cueto, 2007).
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Cuadro 2. Resumen de tratamientos para la sincronizacion de celo en

ovejas
PRESENTACION % DE TIEMPO DE % %
TRATAMIE DE ESTROS ESTRO I.A. PRENE EFICI
NTO Z ENCI
A
GENE
RAL
Prost F2 « 71 6 dias 81 58
(n400) 16 a 21 dias post
tratamiento
Esponja + 83 1.5 dias 68 56
200Ul eCG | 36 A 72 hr dias
(n 100) post tratamiento
Esonja  + | Sin deteccién IA - 2.5 dias (54- 72 67
eCG (n 100) | tiempo fijo 56 h dias post
tratamiento

FUENTE: (Gibbons y Cueto 2007).

Entre las 24 y 72 horas post-retiro de las esponjas y aplicacién de
PMSG, se presenta un 85-95% de las ovejas en celo, alcanzandose
la mayor concentracion de estros entre las 36 y 48 horas. La mayoria
de las ovejas presenta la ovulacion alrededor de las 60 horas post-

retiro de las esponjas (Cueto y Gibbons, 1997).

En sincronizacién con esponjas intravaginales (EIV) impregnadas con
60 mg de acetato de medroxiprogesterona (MAP) por 14 dias y al
retiro via intramuscular una dosis de 400Ul de eCG. La I.A. mediante
laparoscopia se dio las 60-65 horas con semen
congelado/descongelado. La evaluacion se hizo a través de 3 afios de
establecimiento, cuyo porcentaje de paricion mas alto obtenido fue de

68.42% (Seillant y Soto, 2004).

Se comparo la eficiencia de estos dos tratamientos al aplicarlos en
borregas Romney Marsh de 6 a 8 meses de edad y con peso de 34

kg. | inicio del ensayo (tabla 3). Un grupo de animales se traté con
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progesterona por 14 dias para lo cual se utilizé un dispositivo

intravaginal (Eazy-Breed). El otro grupo se sincronizd6 con
prostaglandinas (PG2) en dosis de 5 mg de dinoprost en dos
inyecciones con intervalo de 14 dias. Se realiz6 monta natural con
carneros que portaban chalecos marcadores y se midieron los niveles
de progesterona en las borregas para analizar su actividad

reproductiva (Sepulveda, 1995).

Cuadro 3. Porcentaje de prefiez en 2 protocolos de sincronizacion vs

1y2.
TRATAMIENTOS CELOS CELOS PRENEZ PRENEZ
PRESENTADOS DIA2Y 3 1° CELO 2° CELO
Progesterona 88 % 86 % 50 % 63 %
Prostaglandina 75% 67 % 50 % 63 %

FUENTE: (Sepulveda, 1995)

En el Centro de Investigaciéon y Produccion Chuquibambilla, de la
Universidad Nacional del Altiplano Puno se inseminaron 75 ovejas
criollas con experiencia de parto y se distribuyeron de la siguiente
manera: 25 ovejas para inseminar con semen congelado por via
cervical, 25 ovejas para inseminar via vaginal y 25 ovejas control
para inseminar con semen fresco (método tradicional). La
inseminacion artificial se realizé en época reproductiva junio 2010
obteniendo los siguientes porcentajes de fertilidad: 11/25 (68%)
vaginal, 10/25(64%) y control 20/25(88%) ovejas gestantes (Pérez,

et al; 2011).

Se evaluo la fertilidad sincronizando celo en 100 ovejas criollas

adultas distribuidas al azar en 2 tratamientos; T1 esponjas
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intravaginales con 60 mg de MAP y T2 DICO con 0.3 g de
progesterona natural obteniendo 79.13% para MAP y 76.59% para

DICO (Quico, 2015).

Se analizé el posible efecto del lugar de deposicidon del semen
refrigerado sobre los resultados de fertilidad de ovejas inseminadas
artificialmente por via vaginal. Para ello se utilizaron ovejas de raza
Merino Precoz. Tras el tratamiento de sincronizacion e induccién de
celo mediante acetato de flurogestona (FGA) y eCG las ovejas fueron
inseminadas con semen refrigerado procedente de tres
reproductores. Obteniendo los siguientes resultados: La fertilidad total
fue de 66.7% siendo mas baja en las ovejas clasificadas en el grupo
penetracion profunda del catéter sin reflujo (57,1%), 64,4% en el
grupo de penetracion ligera del catéter con escaso reflujo a mitad o
final de la inseminacion y 87% en el grupo de penetracién ligera del
catéter con intenso reflujo desde el principio de la inseminacién (Bravo

y Roy., 2004).

Se evaluod la fertilidad de la inseminacion artificial sistematica cervical
(IASC) del semen ovino refrigerado a 5°C durante 12 o 24 horas en
200 ovejas adultas de la raza Merino, fueron sincronizadas con
esponjas intravaginales impregnadas con 60 mg de acetato de
medroxiprogesterona, las cuales permanecieron colocadas durante
14 dias. Al finalizar el trabajo dio como resultado mayor porcentaje de
prefiez en la IASC con el semen refrigerado durante 12 h (32%)
respecto al semen preservado durante 24 h (11%) A su vez, la

eficiencia fue mayor con la dosis de inseminacion de 300 millones de

a7
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espermatozoides (29%) en comparacion con la dosis de 150 millones
(14%). La preservacion seminal durante 12 h alcanz6 el 25% y 38%
de prefiez con la dosis de inseminacion de 150 y 300 millones de
espermatozoides. El semen preservado por 24 h presentd el 3% y
19% de prefiez con las dosis inseminantes de 150 y 300 millones de
espermatozoides, respectivamente. El grupo control (semen fresco)
evidencié una prefiez del 59% valor de referencia de las condiciones
generales de trabajo de la majada de experimentacién (Naim, y col.,

2006).
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lIl. MATERIAL Y METODOS

3.1. Ubicacién

El presente trabajo de investigacién se realiz6 en la comunidad de
Condorcuyo y | Chimpa Jallapisi del distrito de Azangaro, provincia

Azangaro, regién Puno.

Altitud: 3859 msnm, coordenadas geogréficas: 14°54'35"S 70°11'50"0 y

extension: 533.47 km2 (Climate-data.org 2012).
3.2. Material experimental
Para la ejecucion del trabajo se utilizaron los siguientes materiales

3.2.1. Ovejas

Cien ovejas criollas madres con buen estado de salud a partir del
segundo parto, de los diferentes productores de ovinos, del distrito

de Azéangaro, distribuidos en 2 grupos: 1(50), 2(50)

IATF IATF
SEMEN FRESCO SEMEN REFRIGERADO
50 ovejas 50 ovejas

IATF: Inseminacion Artificial a Tiempo Fijo.

3.2.2. Reproductores

Se utilizdé 02 reproductores machos PDP de la raza Corriedale con
fertilidad comprobada, de propiedad de la Municipalidad Provincial de
Azangaro, de 04 dientes, sanos y entrenados para la coleccion de

semen.
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3.2.3. Instalaciones

Cada productor proporcioné instalaciones adecuadas para las

borregas a experimentar (cobertizo, comedero y bebedero).
3.2.4. Insumos
3.2.4.1. Progespoén

Se utilizé 100 unidades de esponjas intravaginales compuesto
por esponjas de poliuretano impregnadas con acetato de

Medroxiprogesterona 60 mg (MAP).
3.2.4.2. Novormon

Se utiliz6 300 Ul de eCG, (Gonadotropina Coridnica Equina) por

borrega.
3.2.4.3. Dilutor de semen
Se utilizé dilutor comercial llamado Andromed® compuesto por:
Agua bidestilada
Fructosa.
Glicerol
Fosfolipidos
Acido citrico
Antibidticos (lincomicinal5.0 mg, tylosina 5.0 mg, gentamicina

25mg).
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3.3. Metodologia
3.3.1. Preparacion de Reproductores

Se inici6 con una fase pre-experimental, un mes antes del inicio de la
inseminacion artificial se preparé a los reproductores esquilando la
parte baja de la barriga con el fin de facilitar la extraccion del semen sin
contaminarlos, ademas, se aplicé vitaminas (ADE) y antiparasitarios
(albendazoles y prazicuantel), luego se le acostumbro a la vagina

artificial a una temperatura de 40°C.
3.3.2. Coleccién de semen

La coleccion de semen se realizé durante 5 dias consecutivos a las
05 a.m. en el establo de la Municipalidad de Azangaro, utilizando un
brete para la coleccion del semen, para ello se puso delante del
carnero una borrega en celo para proceder a la coleccion utilizando

una vagina artificial a 40°C.
3.3.3. Evaluacion del Semen

La evaluacion del semen se realizé para cada eyaculado, evaluando

los siguientes parametros:
3.3.3.1. Evaluaciéon macroscoépica

Se realizé inmediatamente después de la extraccion del semen
tomando todas las precauciones del caso, las caracteristicas

evaluadas fueron las siguientes:
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a) Volumen

El volumen se determiné por lectura directa de un tubo graduado

en ml, inmediatamente después de la coleccidn.
b) EIl color

Se observd directamente del semen obtenido en la copa

colectora.
3.3.3.2. Evaluaciéon microscépica
Las caracteristicas evaluadas fueron las siguientes.
a) Motilidad masal
Se evalu6 inmediatamente después de la coleccidn, para ello se
colocé una gota de semen en una lamina portaobjetos, el
movimiento masal de los espermatozoides fue observada y

calificada en una escala de 1 al 5 con la ayuda de un microscopio

optico a un aumento de 100X.
b) Vitalidad

Para completar la evaluacion se realiz6 un frotis: coloracion vital,
morfologia y acrosomia, pudiéndose evaluar éstos dos ultimos
en el mismo frotis, con la tincion adecuada determinando el
porcentaje de células espermaticas vivas y muertas, se realizo la
tincion con los colorantes eosina y nigrosina de la siguiente

manera:

e Se colocd una gota de semen puro en una lamina porta objetos

temperatura a 37°C.
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Seguidamente se colocé al costado del semen puro, los

colorantes eosina-nigrosina a una temperatura de 37°C.

¢ Una vez homogenizado se realiz6 el frotis colocando otra lamina

porta objetos en angulo de 45° y se obtuvo una pelicula fina.

e Luego la lamina con el frotis se dejé reposar sobre la platina

temperada a 37°C por 30s.

e Para realizar la lectura se llevé al microscopio a un aumento de

40X, donde se realiz6 el conteo de células espermaticas.

e Se consideraron vivos a los espermatozoides que no se

colorearon

El fundamento de esta técnica es el siguiente: el colorante penetra
la membrana de los espermatozoides muertos, dejando sin tefiir los
que se encontraban vivos al momento de realizar la tincién. Para
sacar el porcentaje de espermatozoides vivos se procede a
observar el frotis a 40X, contando todos los espermatozoides de
cada campo evaluado, discriminando los que estan tefidos, como
muertos y los sin teiir como vivos. Se cuentan no menos de 100
células y se saca el porcentaje. Se considera como valor minimo

aceptable, el 70 % de espermatozoides vivos.
c) Acrosoma

Esta evaluacion se realiz6 por medio de enddsmosis, cuya
solucion y medio de lavado estaba compuesto por citrato de
sodio, fructuosa y agua bidestilada, para determinar la integridad
de la membrana plasmatica, los espermatozoides fueron
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expuestos a medio hipo-osmoético para ello las muestras fueron

en un aumento de 400X con el procedimiento siguiente:

» En un tubo Falcon de 10 ml de capacidad se colocé 1ml de
solucién hipo osmético, la misma que fue temperada en un

recipiente de agua 37°C.

» El semen fue calentado a 37°C y de ello se tom6 una alicuota de
0,05 ml de semen que fue colocado en el tubo Falcon que
contenia una solucion hipo-osmoético, se homogenizé suavemente
y se dejo incubar por 1 h. Pasado el tiempo necesario, se procedi6
a montar una muestra sobre una lamina porta objetos y cubierta
con una lamina cubre objetos, se contabilizaron como reaccion
positiva a todos aquellos espermatozoides que tenian la cola
hinchada y enrollada, también fueron contabilizados aquellos
espermatozoides que presentaron reaccion positiva, para de esa
manera determinar el porcentaje de espermatozoides con
membrana intacta con la siguiente formula: (Jeyendran, et

al.1984).

N == x100

Donde:
N = % de espermatozoides con reaccién positiva
X = Numero de espermatozoides con reaccion positiva

Y = NUumero de espermatozoides contados

d) Motilidad Individual Progresiva
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La evaluacion de la motilidad individual en el semen refrigerado
fue evaluada al momento de la dilucion inicial y posteriormente a
las 6, 12 y 24 horas. Las muestras fueron observadas a un
aumento de 400X con el procedimiento siguiente:

» Unavez calentada a 37°C, se coloco una gota de semen sobre una
lamina porta objetos y luego fue cubierta con una lamina cubre
objetos a la misma temperatura.

» A continuacion, se realizo la lectura de la motilidad individual, para
ello se contabilizaron los espermatozoides con movimiento y los
estaticos para luego obtener el porcentaje de motilidad con la

siguiente formula:

M1=§x100

Donde:
MI = % de motilidad de espermatozoides
N = Numero de espermatozoides motiles

Y = Numero total de espermatozoides contados

3.4. Dilucion del semen

La dilucion del semen fue en una proporciéon de 1:1 ml (semen: dilutor)

empleando dilutor comercial (AndroMed®), asegurandose una cantidad

mas de 100 a 150 millones de espermatozoides totales por dosis de

inseminacion. La dilucion se llevé a cabo a 36°C teniendo presente que el

diluyente se agregara con pipeta limpia, seca y entibiada, dejandolo

escurrir por las paredes del tubo de recoleccion.
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3.4.1. Preparacién del dilutor

Se calent6 2 ml de diluyente (agua destilada) a 36°C. Se afadié 8 ml
de dilutor (Andromed®) calentado previamente a 36°C y se mezclo

suavemente evitando de esa manera el choque térmico.
3.4.2. Refrigeracion del semen

Una vez terminada la dilucion, el semen fue llevado a refrigeracion
con el objetivo de lograr que el semen baje de temperatura de 37°C

en un tiempo promedio de 1,5 h a 5°C (Evans y Maxwell, 1978).
3.4.3. Conservacion del semen fresco y refrigerado

Semen fresco: el semen que va a emplearse inmediatamente

después de su recolecciéon, se mantuvo a 36°C - 37°C en bafio maria

ya sea puro o diluido.

Semen refrigerado: se conservd a 5°C por 24 h. y se realizé en una

caja térmica con bolsas de gel refrigerante para conducirlo hasta el

laboratorio para su posterior evaluacion a los 0, 6,12y 24 h. a 5°C.
3.5. Inseminacion artificial a tiempo fijo. (IATF)

Se selecciond cien borregas criollas madres de diferentes productores de
la comunidad de Condorcuyo y | Chimpa Jallapisi tomando en cuenta que
sean madres de segundo parto, buen estado de salud con ancas amplias

con el fin de evitar partos distdcicos.
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3.5.1. Protocolo de sincronizacion

Se colocO esponjas intravaginales a todas las borregas el dia O,
dejandose ahi por 14 dias al término de este tiempo fueron retiradas

aplicandose 300 U.l de eCG y se insemino a los 16 dias.
El protocolo utilizado fue el siguiente:

Grafico 1. Protocolo de sincronizacion MAP 14 dias + eCG en Ul

Esponja Esponja Servicio

Progesterona PMSG
eCG 300 Ul

Los pasos seguidos para la colocacion de los dispositivos fueron:

e Sujecion de las borregas tomadas al azar para el experimento,
colocando el cuello de la borrega entre las piernas del operador
lo que permitié la inmovilizacion de la borrega permitiendo la
limpieza de la regidn perianal con toallas humedas con la finalidad
de retirar restos de heces, costras etc. para evitar posibles

infecciones.

e Para la insercion de las esponjas vaginales se utilizé un
aplicador humedecido externamente con vaselina liquida con la
finalidad de no ocasionar lesion alguna en el ingreso hacia el

lumen vaginal.

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO Nacional del
| Attiplano

e Se aplicé un antibidtico en polvo (oxitetraciclina) directamente a
la bolsa de las esponjas para luego comprimirlas dentro del
aplicador e introducir el aplicador previamente humedecido con
vaselina neutra aperturando los Ilabios vulvares para no
contaminar el tracto reproductivo depositando en la entrada de la

cérvix, luego retirar el aplicador dejando libre el hilo.

e Luego se aplico un compuesto de vitaminas y minerales con alto

contenido de selenio (Nutrimin).

e Pasado los 14 dias, los dispositivos intravaginales fueron
retirados para ello las borregas fueron sujetadas

convenientemente por el operador.

e Se ubico el extremo libre del hilo del dispositivo intravaginal desde
los labios vulvares, para luego ser removidos de manera lenta con
los dedos con guantes de latex traccionandolo hacia atras y hacia

abajo.

e Algunas borregas presentaron adherencia de los dispositivos a la
pared vaginal entonces se procedio a la debridacion con la ayuda

de un vaginoscopio y una pinza simple estéril.

e Las borregas que no presentaron el hilo a nivel de los labios
vulvares, se observo la presencia de la esponja dentro de la
vagina con la ayuda de un vaginoscopio, una vez visualizado el

extremo del hilo fue extraido con la ayuda de una pinza simple
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e La administracion de eCG fue realizada por via intramuscular
profunda con una jeringa de 5 ml teniendo en cuenta todos los

cuidados de asepsia y antisepsia, segun la siguiente metodologia:

e En una caja térmica (Cooler) a una temperatura interna de 5°C se
transporté el diluyente frasco de 25 ml, y los frascos con el

principio activo (prostaglandina, 5,000 U.I.).

¢ Antes de realizar la aplicacion se mezclo, extrayendo el diluyente
con una jeringa estéril de 20 ml e introduciendo dentro del frasco
que contenia la eCG liofilizado, se homogenizo y se dejé dentro

de la caja térmica.

e Se cargo 300 U.l (1.5 ml) y se aplico la inyeccion intramuscular

profunda.
3.5.2. Inseminacion artificial a tiempo fijo con semen fresco

Para realizar la inseminacion artificial a los dieciséis dias post retiro
de las esponjas se reunid a las borregas sincronizadas en un
ambiente cerrado libre de rayos solares, donde se traslad6 a los

reproductores en un vehiculo motorizado.
3.5.3. Inseminacion artificial a tiempo fijo con semen refrigerado

Para la inseminacion con semen refrigerado se colecté semen por la
mafana a las 5 a.m., luego se refrigerd, segun la técnica descrita y
se mantuvo a 5°C hasta después de 6 horas trasladando el semen
refrigerado en una caja térmica a 5°C al lugar de borregas
sincronizadas y en un ambiente cerrado se procedid a la

inseminacion.
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La inseminacion cervical con semen fresco diluido y semen
refrigerado se realizé mediante una pistola de inseminacion
multidosis, que permite mediante un émbolo dentado, inseminar
varias borregas, asi como graduar el volumen de la dosis, para ello
las hembras se presentan inclinadas cabeza-abajo, sujetado por un
ayudante, se limpio la vulva con una toalla de papel descartable y se
aplicé vaselina para facilitar la introduccion del vaginoscopio. Este
se introdujo lentamente hasta el fondo de la vagina de la hembra,
donde se localizé la cérvix. En el caso de presencia de moco
abundante que dificulta su localizacion, se evacuo el flujo cervical

con la ayuda del vaginoscopio inclinando a la oveja hacia abajo.
3.5.4. Diagnéstico de gestacion a través de la ecografia transrectal

El diagnostico de gestacion se realizd con un ecografo transrectal a
los 60 dias post inseminacién artificial por via cervical. Se utilizo el
transductor lineal de un ecografo portatil / para ecografia polivalente /
blanco y negro / consola integrada3wW-2000, imagen del ultrasonido

de B/W.

El transductor del ecoégrafo fue acondicionado con un guante
obstétrico, al cual se le aplico gel ecografico, al mismo tiempo fue

lubricado con vaselina liquida.

Las borregas fueron sujetadas e inmovilizadas por los productores,

realizando la limpieza y evacuacion de las heces del recto.

Una vez introducido el transductor del ecografo se localiz6 los cuernos

uterinos, guiandose por la vejiga, con el objeto de observar la
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presencia 0 ausencia de la vesicula embrionaria o cuerpo embrionario

(patrén ecografico anecogénico).
3.5.5. Determinacién del porcentaje de fertilidad
La fertilidad fue determinada utilizando la siguiente formula:

Fertilidad. - Es el nUmero de borregas que quedan prefiadas posterior

al servicio.

. N° Borregas prehadas
% Fertilidad = x 100
N° Borregas empadtradas

Dénde: F (%) tasa de fertilidad en porcentaje
Fuente: (Alencastre, 1997)
3.6. Analisis estadistico

En el presente trabajo de investigacion se emple6 el analisis de varianza
(ANVA) para determinar diferencias estadisticas entre medias obtenidas en
las muestras de semen refrigerado a las 0, 6, 12, y 24 horas y para la
determinacion de la tasa de fertilidad se utilizd el analisis estadistico de ji

cuadrado cuyas formula son:

Tabla 1. ANVA para promedios (Motilidad, vitalidad y acrosoma).

F.de V. G.L. Suma de Cuadrados Valor de F
cuadrados medios
Tiempos t-1 t yl? y2 SCtrat / gltrat CMtrat/CMee
RN
i=1
Error t(r - SCee / Plee
1 ) SCtotal — Sctrat

Total tr-1 y?
i1 Z;=13’i2j .
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Formula de prueba de J| CUADRADO.

(0; - Ey)?
o

IE = Ef:i

Donde:
0 ij = Frecuencia observada

e i j = Frecuencia esperada

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO £ Nacional del
Altiplano

IV. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. Motilidad individual en el semen fresco diluido

La motilidad individual en semen fresco diluido de los carneros en

promedio fue de 87.25% con valores extremos de 82 a 91% (tabla 10)

Cuadro 1. Porcentaje de motilidad, vitalidad y acrosoma

TIEMPOS MOTILIDAD VITALIDAD ACROSOMA

0 horas 74.06 69.21 72.89
6 horas 64.25 65.09 64.74
12 horas 53.81 54.25 54.97
24 horas 46.43 46.42 47.42
Promedio 59.63 58.74 60

ANVA P=0.05n.s. P=0.01 a.s. P=0.05n.s

4.2. Motilidad individual en semen refrigerado

Los resultados (Cuadro 1) del 74.06% (0h) comparado con la literatura y
reportado por Quispe (1998) quien obtiene 78.35 % utilizando el dilutor
tris-yema de huevo y 78.3% con leche-yema de huevo y ambos resultados

son ligeramente inferior al presente.

Por su parte, Ramirez et al. (2001), trabajando con semen refrigerado,
encontré 85.2 % de motilidad individual con dilutor Tris—Fructosa—Yema
de huevo, 84.2 % con dilutor Citrato—Glucosa—Yema de huevo y 85.8 con
dilutor leche descremada. Delgado (2015) evaluando la calidad del

espermatozoide de ovinos tratados en dos tiempos por gradientes de
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densidad obtuvo 85.54% (0 h) de motilidad individual del semen diluido

con Triladyl® que contiene yema de huevo.

Esta diferencia sea probablemente por efecto del dilutor porque el
utiizado en el presente experimento (AndroMed ®) no contiene
sustancias de origen animal ya que el plasma seminal sélo otorga al
espermatozoide una proteccién limitada contra los cambios bruscos de
temperatura, el uso de diluyentes que contienen agentes protectores de
la membrana celular durante el enfriamiento a 5°C (generalmente yema
de huevo) y/o el congelamiento (generalmente glicerol) es de vital
importancia (Cortez, 1997).Las células deben ser protegidas contra las
bajas temperaturas mediante la adicibn de compuestos organicos como
la leche descremada o la yema de huevo (Vishwanathy y Shannon, 2000)
gue aumentan la resistencia de la membrana a los cambios de
permeabilidad e impiden que los espermatozoides acumulen calcio al
alterarse el sistema de intercambio iénico de la membrana (Bearden,

1980).

El promedio de motilidad obtenidos en la presente investigacion a las 24
h fue de 46.43 % que son inferiores por los reportados por Delgado (2015)

y Quispe (1998) 82.44 % a las 24 h.

La motilidad individual obtenida en el presente trabajo en diferentes
tiempos 74.06 % (0 h), 64.25 % (6), 53.82 %(12 h) y 46.43%(24 h) tuvo
una disminucién gradual de la motilidad a medida que aumenta el tiempo
de refrigeracién a 5°C concordamos con Ramirez et al. (2001) 75.0 %
(2h), 77.5 % (10 h), 67.5% (18 h) y Quispe (1998). Durante la evaluacion
del semen de los carneros se puede considerar como regular por cuanto
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presenta una motilidad de 59.63% en promedio general de
espermatozoides vivos, lo cual es equivalente a una calificacion de
motilidad regular cuando el rango es de 60 a 80 % de motilidad individual,
de acuerdo a varios autores consideran que tienen un movimiento de onda
lento con una motilidad progresiva aparente, con desplazamiento
moderado, que traducido en otras palabras tendrian los espermatozoides

permanente grado de energia para fecundar.

Para los resultados del presente trabajo de investigacion se realizaron un

analisis de varianza no encontrandose diferencia estadistica a P (= 0.05).

Asi mismo, Paulenz et al. (2002), no observaron diferencia estadistica en
motilidad progresiva al monitorear semen diluido a 5°C durante 0, 6, 24 y
30horas. Morrier et al. (2002), obtuvieron resultados similares al probar la
adicién o no adicién de glicerol en semen conservado a 5°C durante 0, 8,
16 y 24 horas. Ellos observaron que la adicion del glicerol no afectaba la
motilidad en los diferentes tiempos, manteniéndose esta ligeramente por

debajo de la motilidad inicial (84 + 3.3%).
4.3. Vitalidad en semen refrigerado.

Los promedios de la vitalidad en el semen refrigerado encontrados fueron:
69.21% (0 h), 65.09% (6), 54.24% (12) y 46.42% (24) altamente

significativo (P< 0.01) (Tabla 1).

En lo referente a la vitalidad se nota que hay una diferencia altamente
significativa en el tiempo de evaluacion (P<0.01) lo que nos dice que la
vitalidad no es lo mismo en los diferentes momentos que se evalué, lo

cual también ha podido ser influenciado por el evaluador y su sistema o

65

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO |l Nacional del
: Altiplano

modalidad de considerar un espermatozoide vital, porque es sabido que
espermatozoide en movimiento no significa un eficiente poder fecundante,
porque se conoce que en ella intervienen muchos factores como vigor
espermatico (minimo de 3 en una escala de 1 a 5). Morfologia
espermatica (maximo 20 — 30 %) de defectos totales, dependiendo esto

ultimo de la concentracién de espermatozoides con motilidad progresiva.
4.4. Acrosoma en semen refrigerado

Los promedios de la integridad de membrana encontrados fueron: 60% sin

diferencia estadistica a un (P=0.05) (Cuadro 7)

Vargas (2015) report6 resultados similares en ovinos criollos (59.33 %) vy
superiores a los encontrado en carneros Corriedale (56.87 %) con valores
extremos de 41 — 78 %, y para ovinos Texel 48 % muy por debajo de lo

reportado.

Con relaciéon a la integridad del acrosoma, se observdé que no hay
diferencia estadistica en la morfologia espermatica (P=0.05) lo que nos
podria indicar que la integridad de la membrana plasmatica del
espermatozoide no ha sufrido en demasia en su integridad morfologia y
funcional, lo cual como se dijo anteriormente, puede ser una ventaja para
efectos de conservacion por que los espermatozoides estarian integros a
las 24 horas después de la coleccion, consecuentemente con capacidad

fecundante.

Se puede concluir que las evaluaciones en el laboratorio han demostrado
que el semen diluido y refrigerado a 5°C muestra una gran variabilidad en

sobrevivencia y fertilidad en las siguientes 72 horas de conservacion. Existen
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algunos diluyentes en los cuales los espermatozoides de carnero pueden
conservarse a 4°C durante 8 a 15 dias con una buena viabilidad y con
fertilidad aceptable a los 8 dias (Salomén y Maxwell, 2000). Efecto de la raza
sobre la integridad de membrana celular intacta en semen refrigerado en

semen diluido a 5°C.
4.5. Fertilidad obtenida en borregas

Los resultados de fertilidad fueron: 76% para ovejas inseminadas con

semen fresco y 59.5 % para ovejas inseminadas con semen refrigerado.

Se encontrd al analisis estadistico utilizando el JI cuadrado a una P

(20.01) que existe una diferencia altamente significativa.

Cuadro 2. Porcentaje de prefiez en ovejas inseminadas con semen

fresco vs semen refrigerado.

Semen Semen refrigerado
DESCRIPCION Fresco g
l\!umero_ de borregas 50 50
sincronizadas
_Nume_ro de borregas 47 47
inseminadas
Nurpero de borregas 36 o8
prefiadas
% de Fertilidad 76.6 59.5

De los resultados del cuadro 2 se puede destacar que de las 100 borregas
criollas sincronizadas en ambos tratamientos como semen fresco (T1 = 50
borregas) y semen refrigerado (T2 = 50 borregas), el numero de borregas

inseminadas fue de 47 debido a que 2 borregas perdieron su esponja y una

67

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




TESIS UNA - PUNO

murié por cuestiones de manejo en el T1 y en el T2 se inseminaron 47

borregas de igual forma 3 esponjas se perdieron.

El 76,6% de fertilidad obtenido con semen fresco es inferior a lo reportado por
Pérez, et al.(2011) 88% de fertilidad en ovejas control inseminando con semen
fresco (método tradicional) y similares a lo encontrado por Quico (2015) 76.59 %
de fertilidad en borregas criollas sincronizadas con DICO(0.3 g de Progesterona
natural) e inferior en borregas sincronizadas con MAP (60 mg de acetato de
medroxiprogesterona) 79.13 % y superior a lo encontrado por Naimy col. (2006)

59% en grupo control con semen fresco.

Por lo tanto, la alta fertilidad en la inseminacion artificial con semen fresco se
debe a la estacionalidad reproductiva que esta controlada por factores
ambientales, destacandose el fotoperiodo como el mas constante. Aquellos
genotipos que se desarrollan en la region ecuatorial, sujetos a menores
variaciones en el fotoperiodo responden mas a factores ambientales como
temperatura y disponibilidad de alimento, por lo que pueden tener menor
restriccion estacional que aquellos que se desarrollan en zonas templadas o
lejanas al ecuador, las cuales responden principalmente a las variaciones de luz

y oscuridad. (Angulo y Mejia, 2003).

Este hecho es muy meritorio resaltar por cuanto se puede comprobar que el
sistema reproductor y el sistema endocrinoldgico de las borregas criollas es
eficiente, junto a una adecuada alimentaciéon y manejo, asi mismo, se puede
afirmar que el ovino criollo es una buena alternativa para iniciar un programa

de mejoramiento genético del ovino.
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En la tabla se muestra un promedio de 59.5 % de fertilidad en borregas
inseminadas con semen refrigerado a un tiempo mayor a 6 horas que es inferior
a lo reportado por Bravo y Royse (2004) se puede concluir que quienes
sincronizaron e indujeron el celo mediante acetato de fluorogestrona (FGA) y
eCGe inseminadas con semen refrigerado. Obteniendo 66.7% de fertilidad total,
Naim y col (2006) obtuvo resultados inferiores con semen refrigerado a las 32 %
(12 h) y 11% (24 h) con dosis de 150 millones y con dosis de 300 millones 25%

(24 h) y 38 % (12 h).
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V. CONCLUSIONES

e En la evaluacion motilidad individual del semen refrigerado se obtuvo
como promedio general 59.63% a las 0 h (74.06 %), 6 h (64.25%), 12
h (563.81%) y 24 h (46.43%) no habiendo diferencia estadistica a

(P=0.05).

Con respecto a la vitalidad se encontré 58.74 % de promedio general y
para las 0 h (69.21%), 6 h (65.09 %), 12 h (54.25 %) y 24 h (46.42%)

siendo altamente significativo a P (=0.01).

Para acrosoma se obtuvo 60.00 % de promedio general y para las 0 h
(72.89 %), 6 h (64.74 %), 12 h (54.97%) y 24 h (47.42%) no

encontrando diferencia estadistica a P (=0-05).
e La fertilidad obtenida en las borregas fue de 76.6 % con semen fresco.

e La fertilidad con semen refrigerado es de 59.5% encontrando

diferencia altamente significativa a P (20.01).
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VI. RECOMENDACIONES

e Para hacer extensivo los resultados se deben realizar trabajos de
validacion con mayor nimero de animales y con mejores condiciones de
manejo pos inseminacion.

e Se recomienda confirmar los resultados de este estudio utilizando un
mayor numero de carneros y en un periodo mayor de tiempo.

e Es necesario hacer estudios de tasas de prefiez con semen refrigerado
dentro las 6, 12, ,24 y 48 horas.

e Los datos obtenidos en el presente trabajo de investigacion pueden ser
utilizados como referencia para realizar programas de inseminacion
artificial con semen fresco (IATF) a nivel de sistemas de produccion
intensiva y extensiva con diferentes concentraciones (Ul) de
Prostaglandinas (eCG)) para incrementar el porcentaje de fertilidad y

natalidad.
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ANEXOS DE MATERIALES Y EQUIPOS UTILIZADOS.
MATERIALES Y EQUIPOS UTILIZADOS EN EL TRABAJO DE
INVESTIGACION
- Ecografo portatil / para ecografia polivalente / blanco y negro / consola

integrada 3W-2000, imagen del ultrasonido de B/W.
- Microscopio compuesto.
- Aplicadores de dispositivos intravaginales
- Pistola micro dosis para inseminacion artificial.
- Microscopio portatil monofocal
- Termometro digital.
- Vaginoscopio
- Vagina artificial para ovinos.
- Funda para la vagina artificial.
- Jeringas descartables de 5ml.
- Laminas cubre y porta objetos.
- Vaselina neutra.
- Papel toalla.
- Marcadores.
- Tubos Falcon graduados
-Termo casero para agua.
- Equipo de bafio maria.
- Balanza de 5kg. Tipo relo;j.
- caja de Tecnophor

Materiales de toma de datos

- Libreta de campo

- Registros y fichas de seleccion, inseminacion y paricion.
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- Fichas de evaluacion.

- Lapiz, lapicero, Plumones, resaltadores, etc.
Otros materiales

- Material de escritorio

- Computadora
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TABLAS

TABLA 1. Promedios de la motilidad individual del semen refrigerado.
MOTILIDAD TOTAL (%)

Horas 0 horas 6 horas 12 h 24h

Promedios 74.47 65.84 61.23 51.22

Promedios 75.85 64.74 51.84 49.61

Promedios 82.87 67.54 53.41 40.90

Promedios 61.75 57.89 51.63 45.79

Promedios 75.37 65.24 50.92 44.65

Totales 370.31 321.25 269.03 232.17

Prom. Total 74.062 64.25 53.806 46.434 59.63

TABLA 2. Valores extremos en la motilidad individual del semen refrigerado

0 horas 6 horas 12 horas 24 horas
N 5 5 5 5
Promedio 74,06 64,25 53,82 46,43
(%)
Valores 61.75 - 82,87 57,89 — 67.54 50,92- 61,23 40,90 - 51,22
extremos

TABLA 3. Analisis de varianza de la motilidad para semen refrigerado con
promedio de 59.63 % sin diferencia estadistica (P<0.05)

F.V. G.L. S.C. C.M. F.C Sig.
Tiempos 3 2187.7258 729.241 26.773 N.S.
Error experimental 16 428.3727 26.773
Total 19 2616.0985
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TABLA 4. Promedios de la vitalidad en semen refrigerado

VITALIDAD (%)

Horas 0 horas 6 horas 12 h 24h

Promedios 63.84 63.84 61.2 48.81

Promedios 76.12 68.73 59.67 46.04

Promedios 68.62 66.03 52.15 48.72

Promedios 62.32 62.96 52.19 43.64

Promedios 75.141 63.92 46.03 44.88

Totales 346.041 325.48 271.24 232.09

Prom. Total 69.2082 65.096 54.248 46.418 58.74

TABLA 5. Valores extremos de la vitalidad del semen refrigerado

0 horas 6 horas 12 horas 24 horas
N 5 5 5 5
Promedio 69.21 65.10 54.25 46.42
(%)
Valores 62.32 - 76.12 62.96 — 68.73 46.034 - 61.20 43.64 — 48.82
extremos

TABLA 6. Analisis de varianza para vitalidad del semen refrigerado con
promedio 58.74 % siendo altamente significativo (P= 0.01).

F.V. G.L. S.C. C.M. F.C Sig.
Tiempos 3 28.703 9.567 Grande  Altamente
significativo
Error experimental 16 0 0
Total 19 81907.840
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TABLA 7. Promedios de acrosoma del semen refrigerado
INTEGRIDAD DE MENBRANA (%)

Horas 0 horas 6 horas 12 h 24h

Promedios 72.16 68.36 64.37 50.85

Promedios 76.22 61.79 59.82 48.33

Promedios 72.48 69.84 53.55 49.34

Promedios 66.46 61.59 47.85 46.29

Promedios 77.15 62.13 49.24 42.29

Totales 364.47 323.71 274.83 237.106

Prom. Total 72.894 64.742 54.966 47.4212 60.00

TABLA 8. Valores extremos del acrosoma del semen refrigerado

0 horas 6 horas 12 horas 24 horas
N 5 5 5 5
Promedio
(%) 72.89 64.74 54.97 47.42
Valores 66.46 — 77.153 61.79 — 69.84 47.85 - 64.37 42.29 — 50.85
extremos

TABLA 9. Andlisis de varianza para acrosoma del semen refrigerado siendo
60.00% sin diferencia estadistica a un (P=0.05).

F.V. G.L. S.C. C.M. F.C Sig.
Tiempos 3 74366 24778 183. N.S.
283
Error experimental 16 2163.976 135.248
Total 19 2238.342
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TABLA 10. Resumen de parametros seminales de los carneros en semen

fresco
REPETICION  VOLUMEN COLOR MOTILIDAD  VITALIDAD  MOTILIDAD INDIVIDUAL
MASAL EN SEMEN DILUIDO %
1 0.5 BLANCO 4.5 91.02 82.0
CREMOSO
2 1.0 BLANCO 4.0 91.07 90.0
CREMOSO
3 0.8 BLANCO 5.0 85.95 87.0
CREMOSO
4 0.9 BLANCO 5.0 93.85 86.0
CREMOSO
5 1.2 BLANCO 55 91.04 91.0
CREMOSO
PROMEDIOS (.88 4.8 90.59 87.2
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TABLA 11. Diagnéstico de prefies en ovejas inseminadas con semen fresco

o COMUNIDAD ARETE Y/O CODIGO DE FECHA DE DX
N® | MICROCUENCA CAMPESINA CODIGO DE CARNERO INSEMINACION PRENEZ OBSERVACIONES
BORREGA
1| Azangaroll | Chimpa Jallapisi 2718 2801 01/12/2016 Positivo
2| Azangaroll | Chimpa Jallapisi 2711 2801 01/12/2016 Positivo
3| Azangaroll | Chimpa Jallapisi 2716 2801 01/12/2016 Positivo
4| Azangaroll I Chimpa Jallapisi 2715 2801 01/12/2016 Negativo
5| Azangaroll | Chimpa Jallapisi 2714 2801 01/12/2016 Positivo
6 Azangaro |l | Chimpa Jallapisi 2713 2801 01/12/2016 Positivo
Azangaro Il | Chimpa Jallapisi 2801 "
7 2712 01/12/2016 Positivo
3 Azangaro Il | Chimpa Jallapisi 2731 2801 01/12/2016 Negativo
9 Azangaro Il | Chimpa Jallapisi 2732 2801 01/12/2016 Positivo
Azangaro Il | Chimpa Jallapisi 2801 .
10 2733 01/12/2016 Negativo
Azangaro Il | Chimpa Jallapisi 2801 .
11 2734 01/12/2016 Positivo
Azangaro Il | Chimpa Jallapisi 2801 .
12 2735 01/12/2016 Positivo
Azangaro |l | Chimpa Jallapisi 2801 "
13 2736 01/12/2016 Positivo
Azangaro |l | Chimpa Jallapisi 2801 "
14 2737 01/12/2016 Positivo
Azangaro Il | Chimpa Jallapisi 2801 .
15 2738 01/12/2016 Positivo
Azangaro Il | Chimpa Jallapisi 2801 .
16 2739 01/12/2016 Negativo
Azangaro Il | Chimpa Jallapisi 2801 .
17 2791 01/12/2016 Negativo
Azangaro |l | Chimpa Jallapisi 2801
18 2792 01/12/2016 Np
Azangaro |l | Chimpa Jallapisi 2801 . .
19 2793 01/12/2016 Perdida Esponja
20 Azangaro |l | Chimpa Jallapisi 2794 2801 01/12/2016 Positivo
Azangaro |l | Chimpa Jallapisi 2801 .
21 2795 01/12/2016 Negativo
Azangaro Il | Chimpa Jallapisi 2801 -
22 2796 01/12/2016 Positivo
Azangaro Il | Chimpa Jallapisi 2801 -
23 2797 01/12/2016 Positivo
Azangaro |l | Chimpa Jallapisi 2801 "
24 2798 01/12/2016 Positivo
Azangaro |l | Chimpa Jallapisi 2801 "
25 2799 01/12/2016 Positivo
Azangaro |l | Chimpa Jallapisi 2801 "
26 2730 01/12/2016 Positivo
Azangaro Il | Chimpa Jallapisi 2801 -
27 2729 01/12/2016 Positivo
Azangaro Il | Chimpa Jallapisi 2801 -
28 2728 01/12/2016 Positivo
Azangaro |l | Chimpa Jallapisi 2801 .
29 2772 01/12/2016 Positivo
Azangaro |l | Chimpa Jallapisi 2801 .
30 2725 01/12/2016 Negativo
Azangaro |l | Chimpa Jallapisi 2801 .
31 2726 01/12/2016 Positivo
Azangaro |l | Chimpa Jallapisi 2801 -
32 2724 01/12/2016 Positivo
Azangaro |l | Chimpa Jallapisi 2801 -
33 2723 01/12/2016 Positivo
Azangaro |l | Chimpa Jallapisi 2801 .
34 2727 01/12/2016 Negativo
Azangaro |l | Chimpa Jallapisi 2801 "
35 2721 01/12/2016 Positivo
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36 Azangaro Il | Chimpa Jallapisi 2759 2801 01/12/2016 Positivo
Azangaro Il | Chimpa Jallapisi 2801 .
37 2758 01/12/2016 Negativo
Azangaro Il | Chimpa Jallapisi 2801 "
38 2757 01/12/2016 Positivo
Azangaro Il | Chimpa Jallapisi 2801 "
39 2755 01/12/2016 Positivo
Azangaro Il | Chimpa Jallapisi 2801 "
40 2756 01/12/2016 Positivo
e Azangaro Il | Chimpa Jallapisi 2754 2801 01/12/2016 Positivo
Azangaro Il | Chimpa Jallapisi 2801 .
42 2753 01/12/2016 Negativo
Azangaro Il | Chimpa Jallapisi 2801 f
43 2752 01/12/2016 Esponja perd.
44 Azangaro |l | Chimpa Jallapisi 2751 2801 01/12/2016 Positivo
Azangaro Il | Chimpa Jallapisi 2801 .
45 2750 01/12/2016 Negativo
Azangaro |l | Chimpa Jallapisi 2801 "
46 2749 01/12/2016 Positivo
Azangaro |l | Chimpa Jallapisi 2801 "
47 2748 01/12/2016 Positivo
Azangaro |l | Chimpa Jallapisi 2801 "
48 2747 01/12/2016 Positivo
Azangaro Il | Chimpa Jallapisi 2801 .
49 2746 01/12/2016 Positivo
Azangaro Il | Chimpa Jallapisi 2801 .
50 2745 01/12/2016 Positivo

TABLA 12. Diagndstico de prefies en ovejas inseminadas con semen refrigerado

ARETE Y/O
o [merocveen | ot | (oycos, | cooone | s | ox [ ossmuaco
1 | AZANGAROIl | CONDORCUYO 1945 2091 02/12/15 Positivo
2 | AZANGAROIl | CONDORCUYO 1946 2091 02/12/15 Negativo
3 | AZANGAROIl | CONDORCUYO 1942 2091 02/12/15 Positivo
4 | AZANGAROIl | CONDORCUYO 1940 2091 02/12/15 Negativo
5 | AZANGAROIl | CONDORCUYO 1941 2091 02/12/15 Positivo
6 | AZANGAROIl | CONDORCUYO 1943 2091 02/12/15 Positivo
7 | AZANGAROIl | CONDORCUYO 1944 2091 02/12/15 Negativo
8 | AZANGAROIl | CONDORCUYO 1937 2091 02/12/15 Negativo
9 | AZANGAROIl | CONDORCUYO 1938 2091 02/12/15 Positivo
10 | AZANGARO Il | CONDORCUYO 1939 2091 02/12/15 NP
11 | AZANGAROIl | CONDORCUYO 1931 2091 02/12/15 Positivo
12 | AZANGARO Il | CONDORCUYO 1932 2091 02/12/15 Negativo
13 | AZANGARO Il | CONDORCUYO 1935 2091 02/12/15 Positivo | Muerte
14 | AZANGARO Il | CONDORCUYO 1934 2091 02/12/15 Negativo
15 | AZANGARO Il | CONDORCUYO 1936 2091 02/12/15 Positivo
16 | AZANGARO Il | CONDORCUYO 1933 2091 02/12/15 Negativo
17 | AZANGARO Il | CONDORCUYO 1949 2091 02/12/15 Positivo
18 | AZANGARO Il | CONDORCUYO 1921 2091 02/12/15 Positivo
19 | AZANGARO Il | CONDORCUYO 1950 2091 02/12/15 Negativo
20 | AZANGARO Il | CONDORCUYO 1922 2091 02/12/15 Negativo
21 | AZANGARO Il | CONDORCUYO 1923 2091 02/12/15 Positivo
22 | AZANGARO Il | CONDORCUYO 1924 2091 02/12/15 Negativo
23 | AZANGARO Il | CONDORCUYO 1912 2091 02/12/15 Positivo
24 | AZANGAROIl | CONDORCUYO 1913 2091 02/12/15 Positivo
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25 | AZANGARO Il | CONDORCUYO 1911 2091 02/12/15 Negativo
26 | AZANGARO Il | CONDORCUYO 1930 2091 02/12/15 Negativo
27 | AZANGARO Il | CONDORCUYO 1925 2091 02/12/15 Positivo
28 | AZANGARO Il | CONDORCUYO 1927 2091 02/12/15 Positivo
29 | AZANGARO Il | CONDORCUYO 1924 2091 02/12/15 Positivo
30 | AZANGAROIl | CONDORCUYO 1926 2091 02/12/15 Positivo
31 | AZANGAROIl | CONDORCUYO 1928 2091 02/12/15 Negativo
32 | AZANGARO Il | CONDORCUYO 1915 2091 02/12/15 Muerte
33 | AZANGARO Il CONDORCUYO 1914 2091 02/12/15 Positivo
34 | AZANGARO Il CONDORCUYO 1917 2091 02/12/15 Negativo
35 | AZANGARO Il | CONDORCUYO 1916 2091 02/12/15 Positivo
36 | AZANGAROIl | CONDORCUYO 1902 2091 02/12/15 Positivo
37 | AZANGARO Il | CONDORCUYO 1920 2091 02/12/15 Positivo
38 | AZANGARO Il | CONDORCUYO 1919 2091 02/12/15 Positivo
39 | AZANGAROIl | CONDORCUYO 1918 2091 02/12/15 Positivo
40 | AZANGARO Il | CONDORCUYO 1901 2091 02/12/15 Negativo
41 | AZANGARO Il | CONDORCUYO 1947 2091 02/12/15 Positivo
42 | AZANGARO Il | CONDORCUYO 1948 2091 02/12/15 Positivo
43 | AZANGARO Il | CONDORCUYO tatuaje 2091 02/12/15 Negativo
44 | AZANGARO Il | CONDORCUYO 1995 2091 02/12/15 Positivo
45 | AZANGARO Il | CONDORCUYO Tatuaje 2091 02/12/15 Positivo
46 | AZANGARO Il | CONDORCUYO 1994 2091 02/12/15 Negativo
47 | AZANGARO Il | CONDORCUYO Tatuaje 2091 02/12/15 Negativo
48 | AZANGARO Il | CONDORCUYO Tatuaje 2091 02/12/15 Positivo
49 | AZANGARO Il | CONDORCUYO Tatuaje 2091 02/12/15 Positivo
50 | AZANGARO Il | CONDORCUYO tatuaje 2091 02/12/15 Negativo
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