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RESUMEN

El presente estudio tuvo como objetivo evaluar el efecto de dos dilutores, Tris- Fructosa-Yema de huevo
(Tris) y Citrato-Glucosa-Yema de huevo (citrato), sobre la motilidad espermatica e integridad de la membrana
espermatica (HOST) en semen congelado de ovinos bajo la forma de pellets. La investigacion se llevd a cabo en el
Banco de Semen de la Universidad Nacional Agraria La Molina, Lima, empleandose 4 carneros (2 Blackbelly y 2
Assaf) de 3.5 a 4 afios de edad. Se emple6 el analisis de covariancia para analizar Motilidad Individual Progresiva
(MIP), y blogues completamente randomizados para medir el efecto de los dilutores sobre la integridad de la
membrana espermatica. Para el congelamiento del semen se utilizé hielo seco y el descongelamiento se realiz6 a
38 °C en tubos de ensayo. En ovinos Assaf, la MIP del semen descongelado fue de 63.77 y 61.11% utilizando Tris
y citrato, respectivamente, encontrandose diferencias significativas (p<0.05) entre dilutores, mientras que en ovi-
nos Blackbelly, la MIP fue de 62.33 y 61.33% con Tris y citrato, respectivamente, sin diferencia estadistica. En
ovinos Assaf, los valores de HOST del semen descongelado fueron de 43.56 y 40.38% con Tris y citrato, y en
Blackbelly fueron de 40.19 y 38.16% con Tris y Citrato, respectivamente, sin diferencias significativas. Se con-
cluye que el dilutor Tris evidencié mejores niveles en la conservacion de la motilidad individual esperméatica pero
ambos tuvieron similar efecto en la integridad funcional de la membrana espermatica.
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INTRODUCCION

La poblacién ovina nacional es de aproximadamente 15 486 000 (Ministerio de Agricultura, 2002), de los
cuales el 66% son criollos y el 34% restante lo componen otras razas, entre ellas, Corriedale, Junin, Blackbelly y
Assaf. La crianza de ovinos de raza permite obtener reproductores para el cruzamiento con el ganado criollo a fin
de lograr animales de buena adaptabilidad al medio y mejorar sus niveles productivos, lo cual permitiria elevar la
calidad de vida de las familias campesinas dedicadas a su crianza.

La precaria situacion econémica de los criadores de ovinos altoandinos imposibilita la adquisicion de repro-
ductores, pudiendo quedar la inseminacién artificial con semen congelado como una alternativa de solucién. No
obstante, se tiene que considerar que los resultados de fertilidad del semen criopreservado, dependen de las carac-
teristicas originales del semen fresco, de los dilutores, de la técnica de criopreservacion y de la eficiencia en el
proceso de inseminacion artificial. En general, los resultados del semen congelado son inferiores a los del semen
fresco. Factores como el shock de frio, velocidad de enfriamiento, composicion de los diluyentes y estrés osmoti-
co, que ocurren durante el proceso de congelacion, son responsables de la disminucién de la fertilidad con el uso
de semen congelado (Stornelli et al., 2005). Estos factores y el efecto raza en las condiciones del Perd, aun no han
sido estandarizados.

En un estudio realizado por Paulenz et al. (2002) en Noruega, usando Tris con 20% de yema de huevo como
dilutor, se obtuvo una mejor motilidad progresiva y un menor dafio a la membrana plasmatica durante la conser-
vacion del semen a 20 °C, en comparacion al uso de un dilutor en base a leche con 5% de yema de huevo. Estas
diferencias implican el estudio de los diluyentes en la conservacion de los espermatozoides y la evaluacion de
protocolos de congelamiento que permitan una adecuada conservacion del semen por periodos prolongados de
tiempo para su posterior uso en la inseminacion artificial.

El objetivo del presente estudio fue determinar el efecto de los dilutores Tris-Fructuosa- Yema de huevo y Ci-
trato-Glucosa- Yema de huevo, sobre la motilidad individual e integridad de membrana espermética en semen
congelado de carneros.
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MATERIALES Y METODOS
Lugar y Animales

El presente trabajo de investigacion se llevo a cabo en las instalaciones del Banco Nacional de Semen de la
Universidad Nacional Agraria La Molina (UNALM), ubicado en el distrito de la Molina, Lima. Se utilizaron 4
carneros donadores de semen, dos Blackbelly y dos Assaf, con edades entre 3.5 a 4.0 afios, pertenecientes al Rigo-
ranch- UNALM.

Coleccion y Evaluacion de Semen

El semen fue colectado dos veces por semana, con vagina artificial, a todos los carneros. Se determiné y eva-
lué el volumen, color, pH, motilidad, porcentaje de espermatozoides vivos e integridad de membrana espermatica,
en 18 eyaculados de carneros Assaf y en 12 de machos Blackbelly.

Dilutores

Se utilizaron los dilutores Tris — yema de huevo de codorniz (Coturnix coturnix japonica) (T1) y Citrato —
yema de huevo de codorniz (T2), segun Evans y Maxwell (1990). Se destiné la mitad de cada eyaculado para la
evaluacion de los dilutores. En el Cuadro, 1 se muestra la composicién quimica de los dilutores.

Dilucion y Congelacién

Luego de la evaluacion del eyaculado, se agregdé el diluyente respectivo en una cantidad que permitiese obte-
ner una concentracion final de 50 x 106 espermatozoides por pellet. El tubo de ensayo conteniendo el semen se
colocd en una cubeta con agua y se colocé en la refrigeradora, para llevar la temperatura de 34 a 5 °C en un lapso
de dos horas. Quince minutos antes de cumplidas las dos horas, y en caso no estuviese a 5 °C, se agregé cubos de
hielo al bafio de agua que acompafiaba al semen, hasta lograr la temperatura esperada en la parte final de la curva
de enfriamiento y equilibrio.

Se acondiciond un bloque de hielo seco de superficie lisa (dioxido de carbono sélido a -79 °C). Para esto, se
hicieron celdas con un molde hecho a base de madera y clavos cubiertos con papel de parafina, evitando en todo
momento la contaminacion con agentes extrafios al medio. Con una micropipeta se colocé, en forma rapida y su-
cesiva, volimenes de 0.2 ml por celda, de manera que el tiempo transcurrido entre la primera gota y la Gltima no
supere el minuto. Se dej6 por un minuto hasta que la superficie de los pellets se puso opaca, y luego se sumergie-
ron en nitrégeno liquido en un tanque criogénico (Fig. 1).
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Se tuvo especial cuidado en el mantenimiento del semen a 5 °C durante todo el proceso del vaciado al hielo
seco. En el tanque de nitrégeno liquido, cada goblet fue cubierto con algodén para mantener los pellets en sus
respectivos lugares.

Descongelacion y Evaluacion del Semen

El semen se mantuvo en congelacion por espacio de una semana. El descongelamiento de los pellets se reali-
z6 en tubos de vidrio, mantenidos a 38 °C en bafio de agua, por espacio de 25 a 30 segundos, durante los cuales, el
tubo se agitd lentamente para lograr una descongelacion uniforme.

En el semen descongelado se evaluo6 la motilidad individual progresiva y la integridad funcional de la mem-
brana espermatica. En el primer caso, se tomo 10 pl de semen sobre una lamina porta objetos temperada a 37 °C y
se cubrid con una lamina cubre objetos. Se observo al microscopio a 20X y 40X, y el resultado se expres6 en por-
centaje, considerando motiles a todos los espermatozoides con movimiento progresivo.

La integridad funcional de la membrana espermatica se evaluo a traves de la prueba hipoosmética (HOST),
siguiendo el protocolo descrito por Correa y Zavos (1994).

Analisis Estadistico

Los valores porcentuales de motilidad individual progresiva y endésmosis, previo al analisis estadistico, fue-
ron transformados angularmente mediante Arco Seno (Snedecor y Cochrane, 1989). Para la determinacion del
efecto de los dilutores sobre la motilidad espermatica luego del descongelado, se realizé un analisis de covarian-
cia, considerandose como covariable la motilidad espermatica luego del refrigerado.

En la determinacion del efecto de los dilutores sobre la integridad de la membrana espermaética, se realizd un
andlisis de bloques completamente randomizados. Asimismo, para determinar las asociaciones entre la motilidad
y la respuesta de endésmosis se realizaron analisis de regresion lineal y determinacién de correlaciones de Pear-
son. En el andlisis estadistico se utilizd el programa SAS (Statistical Analysis System) v. 8.0 y Minitab v. 14.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Los eyaculados fueron de color blanco cremoso y con pH de 7.0, caracteristicas adecuadas para esta especie
(Evans y Maxwell, 1990). EI volumen del eyaculado en los carneros Assaf (n=18) fue de 2.27 £ 0.5 ml y en el
caso de los Blackbelly fue de 1.16 + 0.38 ml. Estos volumenes se encuentran dentro de los rangos normales en
ovinos (Hafez, 1996). Volimenes promedio reportados en estudios locales en la raza Blackbelly han sido de 1.46
ml (Quispe, 1998) y 0.97 ml (Guillén, 2001).

Los valores obtenidos en la evaluacion microscépica del semen se presentan en el Cuadro 2. La motilidad
masal de los eyaculados para la raza Assaf es indicativo de una alta motilidad, evaluada en una escala subjetiva de
0y 5 (Gibbons et al., 2004). La concentracién espermatica promedio por mililitro de eyaculado para la raza Assaf
evidenci¢ diferencias significativas entre los promedios (p<0.05). Estos valores se encuentran dentro del rango
reportado por Epstein (1985), quien obtuvo en carneros valores entre 1780 a 3990 x 106 espermatozoides/ml.

Los porcentajes de espermatozoides vivos y anormales de los carneros de ambas razas son aceptables y sin
diferencias estadisticas entre razas. El alto porcentaje de espermatozoides vivos guarda relacién con alto movi-
miento progresivo de los espermatozoides (Hafez, 1996).

En el Cuadro 3 se muestran los resultados de las caracteristicas evaluadas en el semen diluido y refrigerado,
segun el diluyente empleado. La motilidad individual progresiva (MIP) del semen refrigerado fue mayor con el
uso de Tris que con el citrato. Dentro de razas, el uso del Tris como diluyente solo fue estadisticamente mejor en
términos de MIP en la raza Blackbelly (p<0.05).

La motilidad individual progresiva luego del descongelamiento fue mejor con el dilutor Tris que con el citra-
to, especialmente en la raza Assaf, donde esta diferencia fue significativa (p<0.05) (Cuadro 4). Por otro lado, los
valores promedio de HOST con el uso de los dos dilutores no evidenciaron diferencias estadisticas después del
descongelamiento del semen, posiblemente debido a la composicion de los dilutores y la homogeneidad en el
proceso de congelacion del semen.
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Las regresiones lineales entre HOST fresco con HOST y MIP para cada dilutor en el semen refrigerado, y en-

tre MIP en semen refrigerado y congelado de cada dilutor, no tuvieron significancia estadistica en ninguna de las
razas. Asimismo, las correlaciones de Pearson (r) entre estas variables tampoco mostraron significancia estadisti-
ca. Esto indica que cada evaluacion es independiente y la omisién de una de ellas podria llevar a errores en el
procesamiento del semen.

<

8.

9.

CONCLUSIONES

El uso del dilutor Tris evidenci6 niveles adecuados en la conservacién de la motilidad individual espermatica
del semen antes y después del congelamiento.

Fue factible la congelacion de semen de ovinos en pellets de 0.3 ml.

El factor raza del carnero no fue influyente ni determinante en relacion a las caracteristicas seminales durante
la congelacion.
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