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RESUMEN EJECUTIVO

El objetivo de la presente investigacion fue evaluar el efecto de la GnRH sintética
sobre la calidad del semen criopreservado en pajuelas de 0.5 ml, diluido con dos
productos comerciales, de carneros criollos alimentados con Medicago sativa
contaminada al 70% con Pseudopezisa medicaginis. Los tratamientos se distribuyeron
de la siguiente manera: GOD1: Se usé semen diluido con Triladyl obtenido de carneros
que no recibieron GnRH; GOD2: Semen diluido con Andromed de ovino que no
recibieron GnRH; G1D1: carneros tratados con GnRH a dosis continia diluido con
Triladyl; G1D2: Semen de carneros tratados GnRH a dosis continta diluido con
Andromed; G2D1: Semen de carneros tratados GnRH a dosis alternada diluido con
Triladyl; G2D2: Semen de carneros tratados GnRH a dosis alternada diluido con
Andromed. Se trabajo con 36 unidades experimentales con los dos diferentes dilutores
comerciales. Llegando a evaluar 108 pajuelas ovinas en total. El trabajo se llevo a cabo
bajo un disefio completamente al azar en arreglo factorial 3*2 con 6 repeticiones. Los
analisis estadisticos se llevaron a cabo mediante un andlisis de varianza y una
comparacion de promedio de tratamientos con un Test de Tukey al 5% mediante el
programa estadistico infostat.

Se analizaron las siguientes variables: motilidad masal (MMSL), motilidad individual
progresiva (MIP), resistencia osmotica (HOST), morfologia espermatica (MRF),
concentracion espermatica (CONC) e integridad del acrosoma. Las variables que
mostraron diferencias entre tratamientos fueron: Motilidad masal (MMSL), la
motilidad individual progresiva (MIP), en la integridad del acrosomay en la resistencia
osmotica (HOST). La conclusion general es que la GnRH influye positivamente sobre
la calidad de semen ovino post descongelado.
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SUMMARY

The purpose of the present investigation was to evaluate the effect of synthetic GnRH
on the quality of cryopreserved semen in 0.5 ml straws, diluted with commercial
products, raw meat fed with 70% of Medicago sativa contaminated with Pseudopezisa
medicaginis. The treatments are distributed according to the following: GOD1: only
semen diluted with Triladyl obtained from types that do not receive GnRH; GOD2:
Semen diluted with Andromed from sheep that did not receive GnRH; G1D1: two-
dose GnRH-treated cartridges diluted with Triladyl; G1D2: semen from animals
treated with GnRH at two doses diluted with Andromed; G2D1: Semen from animals
treated with GnRH in alternative doses diluted with Triladyl; G2D2: Semen from
animals treated with GnRH in alternative doses diluted with Andromed. It works with
36 experimental units with different commercial diluents. Starting to evaluate 108
sheep straws in total. The work will be carried out through a completely random design
in a 3 * 2 factorial arrangement with 6 repetitions. Statistical analyzes were carried out
using a variance analysis and a comparison of the average treatment with a 5% Tukey
test using the statistical program.

The following variables were analyzed: mass motility (MMSL), individual progressive
motility (MIP), osmotic resistance (HOST), sperm morphology (MRF), sperm
concentration (CONC) and acrosome integrity. The variables that showed differences
between treatments: massive motility (MMSL), progressive individual motility (MIP),
acrosomatic integrity and osmotic resistance (HOST). The general conclusion is that

GnRH positively influences the semen quality of sheep after defrosting
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B. CONTENIDOS
CAPITULO I.-MARCO TEORICO

1.1 Antecedentes investigativos

La explotacion del ganado ovino a nivel nacional es de tipo extensivo y se ha
manifestado que este tipo de produccion ha llegado a generarse a través de los afios
por medio de la crianza de razas criollas y mestizas. Es por esto que la crianza de
ganado ovino es uno de los sectores mas antiguos y tradicionales del Ecuador, que
genera ingresos econdémicos para los pequefios campesinos criadores de esta especie
(Cajilema 2017).

Por lo cual es preponderante mencionar que varios productores de este tipo de ganado
han utilizado a través de los afios, ovinos de diferentes razas cruzadas con criollos con
el fin de generar una adecuada adaptabilidad y una mejor calidad de carne y de lana,
por lo cual se busca utilizar reproductores con una Optima calidad seminal que
aseguren la obtencién de una progenie de alto rendimiento productivo y gran
resistencia hacia factores climaticos y enfermedades. Tapia (2014) menciona que la
gran mayoria de productores ovinos cuentan con rebafios con una capacidad
reproductiva baja por lo cual no se manifiestan indices de prefiez significativos junto
con inexistencia de un incremento en su productividad, a la par de que los productores
de ovinos se han desmotivado por el bajo nimero de nuevas crias en sus hatos,

Ilegando a ser un factor que impide incrementar su capacidad econdmica.

Por otra parte la Asociacion Nacional de Criadores de Ovejas del Ecuador
(s/f)indica que en el pais existe aproximadamente el 90 % de ovinos criollos en su
mayoria en estado puro y otras manadas en proceso de mestizaje. Se ha registrado que
la gran mayoria se hallan ubicadas en la sierra principalmente en las provincias de
Chimborazo y que el resto de la poblacion ovina se encuentra en provincias de

Cotopaxi, Bolivar, Tungurahua, Pichincha, etc. A la par se menciona que, entre sus
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caracteristicas como ganado criollo, estos animales son saludables, longevos,
prolificos y en el caso de las hembras son buenas madres, de igual manera son animales
rusticos tanto, al manejo como a las enfermedades y se encuentran adaptados a las
diversas condiciones climaticas del pais. Por lo cual esta investigacion se basa en el
rescatar las particularidades genéticas del ganado criollo, debido a que presenta
valiosas caracteristicas reproductivas y de rusticidad.

Es por esto que se toma en cuenta que la calidad seminal del ganado criollo debe ser
de Optimas caracteristicas para obtener mejorias en los niveles reproductivos de los
hatos, con el fin de obtener crias que manifiesten caracteristicas genéticas que

mejoraran los niveles productivos de los rebafios.

Por lo cual esta investigacion tuvo como objetivo, la evaluacion de pajuelas de semen
crio preservado de carneros, ya que se puede mencionar que entre los beneficios que
otorga esta biotecnologia de la crio preservacién consta el favorecer el comercio
nacional e internacional de razas o lineas genéticas lo cual podria generar una fuente
importante de comercio carnico hacia paises extranjeros; sin olvidar que la crio
preservacion también posee grandes ventajas como lo son el preservar informacion
genéticay mantener la viabilidad y funcionalidad celular por un periodo prolongado
de tiempo(Choez 2010).

Se define a la crio preservacion seminal como una técnica mediante la cual el material
bioldgico, puede ser mantenido viable por un tiempo indefinido; a la par de que esta
biotecnologia constituye una alternativa para el establecimiento de bancos genéticos,
los cuales ayudan a mantener la biodiversidad y asegurar la conservacion fisica de una
especie .Por lo cual es importante mencionar que la crio preservacion del semen
depende de varios factores como lo son el diluyente, el crioprotector usado y el tamafio
del sistema de empaque(Medina-Robles, V. M.; Sanchez-Carvajal, E.; Velasco-
Santamaria, Y.M.; Cruz-Casallas 2007)
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Es por este motivo que se generd la incognita de la influencia del tipo de diluyente que
se utiliza en la criopreservacion de pajuelas sobre la calidad seminal. Ya que varias
investigaciones en ovinos han mostrado que probablemente la viabilidad del semen de
pajuelas criopreservadas se ve influenciado por la proporcion de &cido citrico que
contienen los dilutores, ya que este elemento ejerce una accién directa en la membrana
espermatica en la fijacion de calcio que, junto con los iones de sodio y potasio,
mantienen el equilibrio osmotico favoreciendo la motilidad de los espermatozoides
(Cabrera et al. 2011). Ademas, se menciona que los diluyentes de semen contienen
agentes protectores para las membranas celulares que deberan pasar por el proceso de
enfriamiento a 5 °C (generalmente se utiliza la yema de huevo) y en el proceso de
congelacién (generalmente se utiliza el glicerol) para evitar lesiones de la membrana
(Hafez, 1996). Se destaca que la adicion de yema de huevo al dilutor tiene un efecto
benéfico sobre el porcentaje de motilidad, particularmente después de un répido
enfriamiento del semen. Debido a que las lipoproteinas de baja densidad actian como
crioprotectores, ya que protegen contra el shock térmico (factor de resistencia) y
mantienen la viabilidad. Ademas de que entre los beneficios de la dilucion del semen
para la 1A se destacan razones técnicas como incrementar el volumen de eyaculado

para inseminar un mayor nimero de hembras(Cabrera et al. 2011).

La variaciéon de esta investigacion acerca de la influencia de diferentes diluyentes en
el proceso de congelacion de pajuelas, tuvo referencia con previos estudios realizados,
debido a que se lleg6 a conocer el efecto sobre la calidad seminal de carneros que
fueron tratados hormonalmente con GnRH sintética (acetato de buserelina en una
dosis de 12 ug/2,8ml/carnero, I.M.), ya que se ha evaluado que esta hormona sintética
incrementa el fluido testicular en carneros (Fila, Carabetta, Gomez, & Ungerfeld
1985) .

Por otro lado, se menciond la presencia de un estudio en el cual se administrd
diariamente acetato de buserelina para mejorar la calidad espermatica en carneros,
durante la época no reproductiva, para poder determinar si se generaba el aumento de

las concentraciones plasmaticas de testosterona.
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Dando como resultado que las concentraciones de testosterona plasmaticas fueron mas
elevadas en los animales del tratamiento control generandose el aumento inmediato

10h posteriormente a la administracion de la primera dosis de acetato de buserelina.

El estudio concluyd que es posible la administracion diaria de buserelina para un
aumento réapido de testosterona plasmatica y que el mismo influye en la calidad

espermatica(Giriboni et al. 2019).

A nivel fisioldgico la GnRH es la hormona liberadora de gonadotropina, la cual actua
en el eje hipotdlamo- hipofisario, la cual estimula la produccion de LH (hormona
luteinizante) y FSH (hormona foliculo estimulante), las cuales actian directamente en
la produccién de células de Leydig (LH) como productoras especializadas de

testosterona y células de Sertoli (FSH) en la espermatogénesis .

Gonzéalez Jiménez et al. (2016) menciona que la calidad seminal se ve afectada por
el continuo consumo de alfalfa contaminada con Pseudopeziza medicaginis, ya que
este hongo se encuentra regularmente en los pastizales a nivel interandino,
produciendo fitoalexinas de tipo cumestranos estrogénicos, los cuales por su capacidad
de unirse a los receptores de estrogenos dentro del organismos provoca cambios
reproductivos. Ademas Pérez et al. (2007)menciona que el fitoestrdgeno (COU:
Cumestrol) es capaz de suprimir los picos de LH en ratas y ovejas; llegando a actuar

directamente en la neurona receptora de gonadotropina (GnRH).

La ingesta de alfalfa con 70% de contaminacidn con Pseudopeziza medicaginis tiene
efectos nocivos sobre la morfologia de los espermatozoides especialmente alteraciones
en la cola y como consecuencia una baja en la movilidad espermatica tanto individual
como masal, los cuales son perjudiciales sobre los indices reproductivos. Esta
conclusion lleg6 a establecerse a través de la evaluacion de la calidad seminal de
carneros criollos alimentados con una dieta que tenia alfalfa contaminada a 3 niveles
de Pseudopeziza medicaginis T1:10% T2:30% T3:70%(Novillo 2016) .
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Por lo que al evaluar la influencia de los dilutores Triladyl y AndroMed sobre la
calidad del semen crio preservado en pajuelas de 0.5 ml, de carneros criollos tratados
con GnRH sintética, pudo determinar si las variables en estudio generaron una
solucion a los bajos niveles de calidad seminal de carneros que consumen

continuamente fitoestrogenos que se hallan en la alfalfa.

Se eligio estos dos tipos de diluyentes debido a que son fabricados bajo las normas
GMP(Good Manufacturing Practice / Las Buenas Practicas de Fabricacion) y han sido
parte de investigaciones que dan el aval de su eficacia como diluyentes de semen crio

preservado en ovinos como en otras especies de rumiantes(Minitube 2014).

AndroMed® (Minitube, Tiefenbach, Alemania).

Es un diluyente comercial para semen de toros y rumiantes menores, su presentacion

es en frascos de 200 ml. Y posee las siguientes particularidades:

a) Es apropiado para la presentacion de semen fresco a +5°C hasta +10°C.

b) Tiene ausencia de componentes de origen animal (tales como yema de huevo)
c) Previenen efectos indeseados de hormonas, bacterias y residuos de drogas.

d)Es un medio altamente transparente que entrega imagenes de semen extremadamente

claras bajo el microscopio(Galarza 2013).

AndroMed® esta siendo utilizado con eyaculados de baja concentracion y a altas tasas
de dilucion (bajo 10 millones de células por pajuela), que contienen fosfolipidos,
TRIS, &cido citrico, azlcares, antioxidantes, tampones, glicerina, agua de altisima
pureza y antibioticos (Tilosina 5,0 mg, Gentamicina 25,0 mg, Espectinomicina 30,0
mg, Lincomicina 15,0 mg, todo en 100 ml) (Galarza 2013).
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Triladyl® (Minitube, Tiefencach, Alemania).

Es un concentrado para la preparacion de un diluyente listo para el uso de un solo paso,
que esta basado en TRIS (Hidroxi-metil aminometano, un amortiguador sintético), y
ademas contiene agua bidestilada, glicerol, &cido citrico, fructuosa, y por cada 100 ml
contiene los siguientes antibidticos: tilosina 5 mg, gentamicina 25 mg,
espectinomicina 30 mg y lincomicina 15 mg. Para su preparacion se le adiciona tres
partes de agua destilada, una parte de yema de huevo y 1 parte del concentrado
comercial Triladyl® (20%) (Minitube, sf)

1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo General:

Evaluar el efecto de la GnRH sintética sobre la calidad del semen criopreservado diluido con
dos productos comerciales, de carneros criollos alimentados con Medicago sativa

contaminada.

1.2.2 Objetivos Especificos:

¢+ Evaluar los efectos de GnRH sintética (12 ug) a dosis continua y alternada
sobre la calidad espermatica de semen ovino post-descongelado a través de un

espermatograma.

¢ Determinar los cambios en la calidad de semen criopreservado en funcion del

tiempo de post-descongelacion a las 0 - 2 y 4 horas.

¢+ Evaluar la eficacia protectora de Triladyl y Andromed en la criopreservacién

de semen ovino a través de un espermatograma.
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CAPITULO I1.-METODOLOGIA.
2.1 MATERIALES

2.1.1 Equipos Y Materiales:

v Equipos

e Microscopio Leica DM300
e Porta objetos

e Cubre objetos

e Cémara de Neubauer

e Bafio Maria

e Termo de nitrogeno

e Platina térmica

e Micropipetas de 20-200 ul

v Materiales

e Cajas Petri

e Agua bidestilada

¢ Nitrogeno liquido

o Alfalfa al 70% de severidad de Pseudopeziza medicaginis
e Dieta alimenticia

e Gradilla

e Corrales

e Comederos

e Bebederos

e Vagina artificial

¢ Recolectores de semen (tubos Falcon)
e Balanzas de 100 Kg

e Cooler
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e papel absorbente

e 2 probetas (100 y 50 ml)

e 3 vasos de precipitacion (250 mi-100 ml-50ml)
e Pera absorbente

e Micropuntas de micropipeta
e papel de aluminio

e Termdmetro de agua

e Termdmetro comun

e Pinzas anatomicas

e Jeringas de 3ml,10 ml

e Guantes

e Suero fisiologico

e NaCl 0.9%

e Alcohol

¢ Protocolo de congelamiento seminal
e Calculadora

e Marcador indeleble

e Tijera

e Pinza anatdmica

e Pajuelas de 0.25 ml

o Esferas para pajuelas

e Papel filtro

v Reactivos

e Diluyente Triladyl

e Diluyente AndroMed

e Hormona GnRH (Acetato de buserelina) (GESTAR ® OVER)
e Tincion eosina-nigrosina

e Solucion hipos osmotica (fructosa y citrato de sodio)
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v Bioldgicos

e Semen ovino de 9 carneros criollos

e Yemas de huevos organicos

v" Humanos

Estudiantes de 8vo semestre de la catedra de reproduccion animal de la Carrera
de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Facultad de Ciencias Agropecuarias

de la Universidad Técnica De Ambato.

v" Institucional

Laboratorio de dicha Universidad

2.2 Métodos

El experimento contd con varias etapas; la primera fue la compra y adaptacién
de los animales, para lo cual se adquirié 9 carneros criollos de 1,5 a 3 afios
aproximadamente que se estimaron basado en su cronologia dentaria y un peso
promedio de 35kg que posteriormente fueron trasladados a la Facultad de

Ciencias Agropecuarias de la Universidad Técnica de Ambato.
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Los carneros se mantuvieron en corrales de 2.8 m de ancho x 3.0 m de largo y
una altura de 1.2 m, de madera con malla de alambre, provistos de sombra,

comedero y bebedero, asi como con una adecuada iluminacion y ventilacion.

El experimento contd con varias etapas; la primera es la contaminacion
intencional del hongo a la alfalfa; utilizando el método descrito por Morgan,
W. C., & Parbery, D. G. 1977 en el laboratorio de sanidad vegetal de la

Facultad de Ciencias Agropecuarias.

Seguidamente, el Agar ya cultivado con el hongo Pseudopeziza medicaginis y
con la ayuda de una aguja se realizo la contaminacion en 3 botellas de 250ml
de agua destilada, que durante 3 dias permanecieron en la incubadora,
posteriormente con la ayuda de una bomba de mochila se fumig6 un alfalfar, 5
dias después, se cort6 y se coloco en una malla expuesta al sol para su secado.

La fase experimental se inici6 con un periodo de adaptacion de 15 dias donde
los animales se ubicaron en corrales individuales, se realizo la estimulacion de
pene y testiculos para acostumbrarlos a la extraccion seminal (Flores
2003).Para la elaboracién de la dieta experimental se utiliz6 harina de alfalfa
al 70% de contaminacién con Pseudopeziza medicaginis, en una dieta
previamente establecida por Novillo (2016) (tabla 1), y basada en los
requerimientos nutricionales recomendados por Nutrients requerements of
sheep, 1997. Que aport6 nutricionalmente con proteina 131g/kg MS™, energia
2439.2Kcal /kg MS?, calcio 2g/kg MS? y fosforo 1,2g/kg MS™).
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Todos los animales utilizados en los 6 tratamientos fueron alimentados con la misma

dieta descrita en la tabla 1.

Materia  Cantidad Proteina Energia M Calcio Fosforo

prima (%) cruda (g/kg (Kcal /kg (g/kg (o/kg
MS 1) MS 1) MS 1) MS 1)

Alfalfa 44 80 893.9 0.65 0.28

Kikuyo 9 4.6 162.2 0.0126 0.040

Raygrass 4 2.2 76.2 0.016 0.0064

Maiz 31 24.8 1009.7 0.13 0.062

Polvillo 5 6 136.4 0.003 0.009

Afrecho 4 4.8 131.1 0.008 0.026

de trigo

Melaza 1 0.3 29.75 0.11 0.011

Carbonato 1 0 0 0.38 0

de calcio

Fosfato 1 0 0 0 0.18

dicélcico

Total: 100% 131 2439.2 2 1.2

(Novillo 2016)

Tabla 1: Composicion nutricional de la dieta experimental a utilizar para
la alimentacion de carneros.

Para la fase de extraccion se utiliz6 una vagina artificial que se elabor6 con tubo PVC
de 10, 12,15cm de largo por 5,5cm de ancho, con una valvula, la misma posee en su
interior una manga de goma (tubo de bicicleta). Por medio de la valvula se colocé agua
a 40°C (3/4) y aire (1/4) para generar presion y calor que al final del tubo se coloco

una copa con tubo falcon (Novillo 2016).
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El experimento conto con 6 tratamientos que se describen a continuacion:

En los tratamientos control (GOD1 y GOD2) se utiliz6 tres ovinos adultos. Con los
cuales se realiz6 6 extracciones de semen durante 2 semanas consecutivas; los dias 1,
4,7, 8,11 y 14 del periodo experimental, dias en los cuales se realizd el proceso de
elaboracion y congelacién de las pajuelas seminales de 0,5 ml. El grafico 1 describe

los dias que se realizd las extracciones.

SEMANA 1 SEMANA 2
Dial Dia 4 Dia 7 Dia 8 Dia 11 Dia 14
extraccion extraccion extraccion extraccion extraccion extraccion

Elaboraciény

Elaboraciény  Elaboraciony Elaboracion y Elaboracion y Elaboracion y

< . congelacion . o -
congelacion congelacién de de las congelacion  congelacion de las  congelacion
de las pajuelas las pajuelas pajuelas de las pajuelas pajuelas de las pajuelas
seminales seminales )t seminales seminales seminales
seminales

Gréfico 1: Diagrama de extracciones de semen, elaboracion y congelacion de las

pajuelas seminales correspondientes al tratamiento control.

En los tratamientos (G1D1 y G1D2) se utilizd tres ovinos adultos. Este tratamiento
tuvo una duracién de 4 semanas. Durante la primera semana todos los animales
recibieron GnRH (acetato de buserelina) a dosis del2 pg; 2,8ml/carnero.

En la segunda semana se realizd tres extracciones de semen los dias 8, 11y 14 y se

elabor6 y congeld las pajuelas.

Durante la tercera semana todos los animales recibieron GnRH (acetato de buserelina)

a dosis del2 pg; 2,8ml/carnero.
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Y en la cuarta semana se realizd tres extracciones de semen los dias 22, 25 y 28,
conjuntamente se elaboré y congeld las pajuelas seminales de 0,5ml del periodo
experimental como se muestra en el grafico 2.

SEMANA 1 SEMANA 2

Dial Dia2 Dia3 Dia4 Dia5 Dia6é Dia7 Dia 8 Dia 11 Dia 14

GnRH  GnRH GnRH GnRH  GnRH GnRH Gnry  EXtraccion  extraccion  extraccion

Elaboracién y congelacion de las pajuelas
SEMANA 3 SEMANA 4

Dial5 Dial6 Dial7 Dial8 Dfal9 Dia20 Difa21 Dia 22 Dia 25 Dia 28

extraccion  extraccion extraccién
GnRH GnRH GnRH GnRH GnRH GnRH GnRH  Elaboraciony congelacion de las pajuelas

seminales.

Grafico 2: Diagrama de aplicacién de GnRH, extracciones, elaboracion y congelacion de
pajuelas de semen correspondiente a los tratamientos (G1D1y G1D2).

En los tratamientos (G2D1y G2D2) se utilizé tres carneros adultos. Los cuales fueron
sometidos a un periodo de experimentacion de 2 semanas. Durante la primera semana
todos los animales recibieron GnRH (acetato de buserelina) a dosis de 12 ug;
2,8ml/carnero; mientras que en la misma semana se realizaron tres extracciones de
semen los dias 1, 4 y 7 con la posterior elaboracién y congelacion del semen.

En la segunda semana todos los animales recibieron GnRH (acetato de buserelina) a
dosis de 12ug; 2,8ml/carnero y de igual forma que en la misma semana se realizaron
tres extracciones de semen los dias 8, 11y 14 con su respectivo proceso de elaboracion

y congelacion de las pajuelas seminales como se explica en el grafico 3.

24



SEMANA 1

Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6 Dia 7
GnRH GnRH +
. By GnRH +
+Extraccion y Extraccion y Extraccion,

congelacionde  GnRH GnRH  congelacionde  GnRH GnRH  elaboraciony
congelacion de

las pajuelas las pajuelas las pajuelas
seminales seminales seminales
SEMANA 2
Dia 8 Dia 9 Dia 10 Dia 11 Dia 12 Dia 13 Dia 14
GnRH GnRH
N B GnRH
+Extracciony +Extraccion y +Extraccion,

congelacion de  GnRH GnRH  congelacionde  GnRH GnRH elaboracion y
. ) congelacion de
las pajuelas las pajuelas las pajuelas

seminales seminales seminales

Grafico 3: Diagrama de aplicacion de GnRH, extracciones, elaboracion y
congelacion de pajuelas de semen correspondiente al tratamiento (G2D1y G2D2)

Luego de su recoleccion, fue importante que el semen se haya mantenido protegido de
los cambios bruscos de temperatura por lo cual se lo mantuvo a 37°C en bafio Maria,
sin permitir que tenga contacto directo con agua, metales, radiacion solar directa e
impurezas. Por lo tanto, todo el material que entre en contacto con el eyaculado fue de
vidrio o de pléstico, estuvo limpio y seco, y a la misma temperatura que el semen. Fue
de suma importancia que el tiempo que transcurrié entre la obtencion del semeny el

agregado del diluyente sea el menor posible(Cueto et al. 2016).

El volimen y concentracion espermatica fueron estimados antes de su utilizacién, para
realizar una correcta dilucion 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
(Cueto et al. 2016).
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Concentracion espermatica

La concentracion suele variar con el grado de estimulacion del animal. A pesar de que
la concentracién varie, este fue un importante indicador de la fertilidad potencial de
un semental. (Cortez y Gallegos 2018). Para llevar a cabo esta prueba se realizo el

método del conteo espermatico por medio de la cdmara de Neubauer.

Para obtener la concentracion espermatica se utilizé la siguiente formula
CE=NxFxD

CE= Concentracion de espermatozoides.

N=Numero de espermatozoides contadosen los cinco cuadrantes

F= Factor de multiplicacion: 1/50 mm?3

D =Factor de dilucion: 1/200

tmame tEED
PESe .

logitudinales

car cubreobjeto

Gréfico 4: Conteo de espermatozoides por medio de la cAmara de Neubauer

(Cortez y Gallegos 2018)
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Calculos

a. Debidoa que el area del cuadro tiene un volumen total de 0.1 mm?3 cada cuadro
grande tiene un volumen de 0.004 (0.1 mm?/ 25 cuadros) se contabilizaron
cinco cuadros grandes, constituyendo un volumen total de 5 (0.004) = 0.02
mm?® =1/50 mm

b. EIl semen se diluyé en una proporcion 1.200 (una parte de semen, con 199
partes de solucion salina formolada) (L6pez de Armentia 2019).

c. Por lo cual, el nimero de espermatozoides entre la fraccion de volumen
contabilizado por el factor de dilucién era igual al nUmero de espermatozoides
por cada mm?®
CE=N x 50 x200/ mm? = N x1000/mm? (N x 1000) / (1/1000 cm?) =
1cmd equivale a 1000 mm3, entonces 1 mm?3 = 1/2000 cm® =1/1000 mll
CE=Nx1000x1000/cm?® = N x 10 x 10%cm?, CE= Nx10x10%ml

Al obtener la concentracion por mililitro, esta se multiplico por el volumen de semen
obtenido, para luego obtener la concentracion total de espermatozoides del eyaculado.
Se realizé el método del conteo espermatico por medio de la cdmara de Neubauer. En
el centro de esta camara de cristal se encontraba grabado un cuadro de un milimetro
de largo, dividido a su vez por microscépicas rayas, otros 400 cuadritos (Gréafico 4)
(Cortez y Gallegos 2018).

Posteriormente a estas evaluaciones se realizd el proceso de congelacion del semen

por lo cual se realizd diferentes actividades como se indican a continuacién:

Célculo de dilucion de semen para pajuelas

El céalculo se hizo de la siguiente manera para obtener el nimero de dosis por

eyaculado:

Vol(mL)*Vives(%)+*Concentracion(mill por ml)

No. de dosis=

Concentracion por pajuelas (mill por ml)
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Posterior al célculo del nimero de dosis, se calcul6 la cantidad de diluyente a utilizar
y esto se hace considerando el tamafio de la pajuela, para el caso de ovinos, se
utilizaron pajuelas de 0.5 ml, en este caso es:

VVolumen total= numero de pajillas*0.5 ml

Cantidad de diluyente = volumen total- volumen de eyaculado.

Una vez que ya se tuvo el semen diluido, se mantuvo el semen a 36°C cuando se lo
utilizo en fresco. Fue importante no tener variaciones en cuanto a la temperatura ya
que esto podria generar variaciones en la viabilidad espermatica. En el semen
refrigerado era importante mantener cerrado el tubo en donde se mantenia el semen

por la muerte de células espermaticas.

Preparacion de congelamiento

Para la preparacion de congelamiento de semen se procedia a la dilucion del semen a
través del uso de diluyentes comerciales como lo son el (Triladyl®) y (AndroMed®)

de la casa comercial Minitube. (Ramoénez 2013).

Preparacion de diluyente

Los diluyentes se prepararon segun las recomendaciones de la casa comercial.

Andromed

El diluyente se mezclé en relacién 1:4 con agua destilada estéril previamente
temperada a +32 °C.

Para lograr las propiedades optimas de conservacién de Andromed, la cantidad
requerida de agua debia agregarse al concentrado y no viceversa. El diluyente
preparado Andromed se temperaba antes de su uso en un bafio maria entre 30°C-32°C.
Tras la llegada al laboratorio, al eyaculado se evaluaba y pre diluia en relacion 1:1. El

eyaculado era mantenido en bafio Maria entre 30°C y 32°C como méaximo durante 10
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minutos. Al momento de la dilucién el diluyente debia tener la misma temperatura que
el eyaculado (+/- 1 C°).

Una vez evaluado el eyaculado se realizaba la dilucion final. El eyaculado hasta
entonces alcanzaba la temperatura de laboratorio. (+20°C a 23°C), y a esa temperatura
era envasado en pajuelas de 0.5 ml. Estas pajuelas tenian una base de concentracion
de 50 * 10 ™ 6 spz/dosis. Posteriormente, el semen diluido y envasado debia ser
colocado en rejillas y equilibrado por al menos 2 a 3 horas a + 5C°, antes de ser

criopreservado (Ramédnez 2013).

Triladyl

Mientras que el Triladyl® (Minitube, Alemania) es un concentrado para la preparacion
de un diluyente de crioconservacion de semen basado en TRIS el cual se lo encuentra
en el mercado en una presentacion de 250 ml. La solucién madre se preparé mezclando
una parte de concentrado de Triladyl con tres partes de agua destilada previamente
temperada a +30°C hasta +35°C(Ramonez 2013).

Para completar la preparacion del diluyente, el dia de su utilizacién, se agregd una
parte de yema de huevo fresca a la solucion madre (Solucién final= 1:3:1 Triladyl,
agua destilada y yema de huevo). Esta Gltima se entibi6é previamente en bafio Maria
para facilitar la homogeneizacion. La yema debia ser fresca, proveniente de un huevo
de no més de 3 dias. La cascara de huevo se lavaba cuidadosamente, se limpiaba con
alcohol, y se dejaba secar. Luego de que se separaba la clara, la yema se situaba sobre
un papel filtro, cuidando de que no se rompa su membrana. El resto de clara se
terminaba de separar haciendo rodar a la yema suavemente sobre el papel. Atravesando
la membrana de esta Gltima con una jeringa, se extrajo la yema desde el interior y se
enrasé la cantidad necesaria. Una vez agregada la yema de huevo, la solucién se

homogenizaba varias veces y se mantenia a bafio Maria a 36 °C (Ramonez 2013).

Inmediatamente tras su llegada al laboratorio, la muestra de semen era evaluado y pre
diluido en una relacion 1:1 y mantenido a bafio Maria durante un tiempo maximo de
10 minutos, al momento de generar la dilucion el diluyente debia tener la misma

temperatura del eyaculado (+/- 1C°). Posteriormente a la evaluacién del eyaculado se
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realizaba la dilucion final. (Cueto et al. 2016).EI eyaculado alcanzaba la temperatura
del laboratorio (+/-23°C) a esta temperatura se realizaba el envasado de las pajuelas
de 0.5 ml, las cuales tenian una concentracion de 50*10° spz/dosis posteriormente el
semen diluido se colocaba en rejillas y se lo equilibraba durante 2 a 3 horas a +5 C°

antes de ser criopreservado(Naim et al. 2009).

Crio preservacion

Congelamiento lento

El semen al haber sido diluido y envasado en las pajuelas de 0.5 ml fueron colocadas
en rampas de congelacion durante 2 horas a +5 C° previo a su crio preservacion, la
congelacion de pajuelas se realizo en vapor de nitrogeno a una altura de 4cm sobre el
nivel del nitrdgeno liquido que se encontraba a una temperatura inicial de -120C° por
un lapso de 10 minutos y a continuacion se las conservo dentro de un termo de
nitrégeno a -196C° (Cortez y Gallegos 2018)

Manipulacion y almacenamiento del semen congelado

Las pajuelas se guardaron en porta pajuelas que fueron identificados en la parte
superior, dentro de los canastillos del termo. Durante su almacenamiento, fue
importante controlar el nivel de nitrégeno liquido, teniendo en cuenta que el mismo no
debe permanecer por debajo de los 10 cm. Cuando se manipul6 el semen dentro del
termo, era importante no elevar los canastillos por encima de la boca del termo(Cueto
et al. 2016).

Descongelamiento del semen

El descongelamiento de semen debia realizarse a una temperatura de 36 °C. El
descongelamiento del semen se realiz6 en pajuelas, las mismas que se sumergieron en
un bafio Maria a 36 °C, moviéndolas con una pinza durante 15 segundos bajo el agua.

Luego de su descongelamiento, la pajuela se sacaba del agua, posteriormente se
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realizaba al secado y cortado del tapdn del extremo con camara de aire. EI extremo
libre se tapaba con un dedo antes de cortar el otro extremo y se destapaba al momento
de vaciar el contenido de la pajuela en un tubo de hemdlisis previamente colocado en

bafio termostatico (Cueto et al. 2016).

Examinacion del semen postdescongelamiento

La estimacion de la calidad del semen descongelado fue de suma importancia. Debido
a lo cual se evalu6 108 pajuelas.

Luego de su descongelamiento, se procedi6 a la examinacion microscépica de una gota
de semen en un portaobjeto templado (100 aumentos).

Posteriormente se realizd la evaluacion de las pajuelas post-descongelado para

determinar los cambios que se generaron en la calidad seminal(Cueto et al. 2016).

Motilidad masal

Se observod la motilidad masal al descongelamiento, repitiendo la observacion 1 o 2
veces (Cueto et al. 2016).Después de 1-2 minutos con un objetivo 100X.

Se observé una gota de 5 a 10 ul de semen descongelado sobre un portaobjetos
templado a 35 ° C. Con lo cual se pudo tener una idea de la calidad seminal por la
velocidad con que se hacen y deshacen las ondas. La motilidad se estimé por el vigor
del movimiento de las ondas en una escala subjetiva entre O muertos (Sin
movimientos), 1 muy pobre (muy pocos movimientos), 2 pobre (No aparecen ondas,
pero se ven movimientos espermaticos) , 3 regular (Ondas de movimiento lento),4
buena (Ondas y remolinos vigorosos, pero no tan rapida) y 5 muy buena (Ondas densas

de movimiento muy rapidas) (Moreno et al. 2012)

Motilidad individual progresiva

Se estimé a través de la velocidad de desplazamiento hacia delante de los
espermatozoides vivos en una escala subjetiva entre 0 y 5(0, minimo; 5,
méaximo)(Naim et al. 2009).

Subjetivamente se evalud en una escala a partir de las siguientes apreciaciones:
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0, los espermatozoides no se mueven.

1, los espermatozoides se mueven en el lugar, giran sobre si mismos.

2, los espermatozoides se trasladan brevemente, pero “se quedan”.

2.5, los espermatozoides se trasladan, puedo seguir su trayectoria con la vista.

3, los espermatozoides se trasladan, es dificil seguir su trayectoria con la vista.

4, los espermatozoides se trasladan a mucha velocidad, practicamente no puedo seguir
su trayectoria con la vista, “los veo pasar”.

5, los espermatozoides se trasladan a tanta velocidad que no puedo seguir su trayectoria
con la vista, “no los veo pasar”.

Para aceptar una buena calidad seminal, las pajuelas debian poseer (luego de 4 a 5
minutos de incubacion a 36 °C en bafio Maria):

a) Motilidad masal al descongelamiento.

b) Motilidad individual progresiva igual o superior a 2.5

Resistencia osmotica

Para evaluar la resistencia osmotica se utilizd una prueba de Integridad Celular
utilizado por algunos centros de IA. Se utilizo la prueba (HOST: Hypoosmotic
Swelling test) en la cual se coloca el contenido de una pajuela en una solucion
hiposmotica de fructosa y citrato de sodio (100 mosm/l). Se utilizé 2 ul de la solucion
hiposmética para el contenido de pajuelas de 0.5 ml. Se incubaron en bafio Maria a
37°-38° C durante 60 minutos. Luego se coloc6 una pequefia gota (6 ul) entre porta y
cubreobjeto y se cuentan 200 espermatozoides a 400X. Los espermatozoides con colas
enrolladas estaban vivos (reaccionados). Cuantas mas colas enrolladas, mejor calidad
de semen. Debia haber un 40 % de reaccionantes para determinar que el semen es
fértil. La observacion de los espermatozoides se realizé a las 0 h, 2 y 4h. Para realizar
la preparacién de la solucion hiposmotica se mezclé 9 g de fructosa, 4.9 g de citrato

trisédico y 1000 ul de agua bidestilada( B6 2016).
Integridad del acrosoma

Para la valoracion de la integridad acrosémica se colocd una gota de 2 a 4 mm de
semen sobre un portaobjetos acompafiado de una gota similar de glutaraldehido al
0.2% diluida en buffer fosfato salino. El glutaraldehido detuvo el movimiento de las

células y previno el deterioro celular. El extendido se observo con un microscopio con
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una microscopia de campo claro como lo menciona (Carretero et al. 2015) . Y se
contabilizaron 100 células. ElI semen se evalu6 nuevamente a las dos horas de
incubacion a 36C°. El defecto que podia manifestarse eran la ausencia del capuchon
acrosomico o su perdida en distintas proporciones. Este método es altamente repetible
con un error de no més del 6%. Y por lo menos el 50% de las células debian mostrar
acrosomas intactos, posteriormente a las 2 horas de incubacion debia manifestar 35%
de espermatozoides con acrosomas ilesos, al realizar este tipo de evaluacion se uso una
tincion de Eosina Nigrosina en la cual se observo a los espermatozoides considerados
como Vvivos y con el acrosoma intacto con una coloracion rosada en la parte de la
membrana acrosomal y azul pélido en la base, mientras que los muertos presentaron

una coloracion azul oscuro(Cabrera et al. 2011).

Cabe mencionar que la importancia del acrosoma radica en que esta estructura ha sido
descrita como una vesicula grande situada en la parte apical de la cabeza del
espermatozoide. Y que dentro de esta se encuentran enzimas hidroliticas capaces de
digerir la matriz extracelular del ovocito (zona pellucida).Sin olvidar que estas enzimas

se liberan mediante la exocitosis del acrosoma (reaccion acrosémica)(Martinez s/f).

Evaluacion de la motilidad espermética luego del descongelado

La motilidad y la integridad del acrosoma son dos caracteristicas muy afectadas en el
proceso de la congelacién y la descongelacion. Por lo cual debian ser evaluadas tal y

como se manifestd con anterioridad.

Morfologia espermética %

La evaluacion se realiz6 con una gota de semen mas una gota de eosina-nigrosina sobre
un portaobjetos templado a 36° C y se contaron al menos 100 células. Recordando que

el minimo aceptable es 70 % de los espermatozoides normales (Al-Badry 2012).

Las anormalidades morfologicas se han dividido en dos categorias de acuerdo con su
origen. Las primarias se generan en el testiculo durante la fase de espermatocitogénesis
de la espermatogénesis y estan asociadas a la estructura genética del individuo, por los

que sus porcentajes no deben exceder 10% y se presentan de manera constante en la
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vida de un individuo, abarcan las anormalidades de la cabeza como macroceféalicos,
microcefalicos, dos cabezas, cabezas piriformes y otras como doble cola,
enrollamiento de la cola sobre la cabeza (Ferreira y Pérez citados por Cortez y
Gallegos 2018). Las anormalidades de tipo secundario se desarrollaron durante la fase
de espermiogénesis de la espermatogénesis y ocurren principalmente en el epididimo
por diversas causas ambientales, incluyendo subnutricion, estacionalidad reproductiva
y diversas enfermedades. El total de estas anomalias sumadas a las primeras no deben
exceder de 25%, incluyendo colas dobladas como ganchos, cabezas y colas sueltas que
en las epididimitis suelen aparecer en exceso, presencia distal de gota citoplasmaética,
entre otras (Trejo 2001 citado por Cortez y Gallegos 2018).

Segun Gomez y Migliorisi citados por Veloz (2017) las malformaciones primarias
por definicion son aquellas que se originan dentro del testiculo durante la
espermatogénesis y las malformaciones secundarias son aquellas que se originan

dentro del epididimo.

Santos y Barragan (2013) mencionan que las anomalias primarias y secundarias se

clasifican segun el criterio que se explica en la (tabla 2):

Anomalias
Primarias Secundarias
Forma de cabeza: piriforme, lanceolada, Espermatozoides con gota citoplasmatica
angosta o estrecha. proximal.

Acrosoma: desprendido, rugoso, pequefio. Espermatozoides con gota citoplasmatica

Tamario de cabeza: microcefalia, distal.
macrocefalia. Espermatozoide con cola enrollada.
Cabeza desprendida anormal. Espermatozoide con acrosoma desprendido.
Doble cabeza. Espermatozoide con cola quebrada.
Cuello paraxial Cabezas sueltas normales
Defecto diadema Acrosoma desprendido
Pieza intermedia anormal Gota distal

Células redondas

Tabla 2: Anomalias primarias y secundarias
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Para las fases en las cuales se determind los cambios de la calidad espermaética
se evalud (la resistencia osmotica a las 0, 2 y 4 horas, integridad del acrosoma a las 0
y 2 horas, morfologia espermatica, motilidad masal y motilidad individual progresiva
de semen ovino a las 0 horas post-descongelacion). Se establecio esta escala de tiempo
para evaluar si, la calidad del semen es viable ya que investigaciones realizadas en
semen congelado indican que estos lapsos de tiempo permiten observar los cambios
en lo que se refiere a la calidad, como lo realizo Al-Badry( 2012) el cual pudo
observar la motilidad del esperma bovino, mediante la determinacion del porcentaje
de espermatozoides con movilidad progresiva a las 0, 2 y 4 h a 37 ° C después de la
descongelacion de las células esperméticas. Memon et al. (1985) menciona que
estimd el porcentaje de motilidad de los espermatozoides y el porcentaje de acrosomas
normales a las 0, 2, 4, 6 y 8 horas después de la descongelacion de semen caprino en

su investigacion.
Concentracién espermatica

Para llevar a cabo esta prueba se realizé el método del conteo espermético por medio

de la cdmara de Neubauer como se menciond con anterioridad.

35



CAPITULO II1.

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Analisis y discusion de los resultados

Al comparar la concentracion del eyaculado y la concentracion de las pajuelas, antes
de ser congeladas, registraron no tener diferencias (P= 0,4843 y P= 0,0307
respectivamente). En el arreglo factorial se evalud la interaccion de GnRH*Diluyentes

en los cuales no se observaron diferencias (P= >0,9999) (Tabla 3).

Tabla 3: Efecto del acetato de buserelina sobre la concentracion en fresco de eyaculado
y sobre la concentracion de semen criopreservado diluido con dos productos
comerciales, de carneros criollos alimentados con Medicago sativa
contaminada/ADEVA.

GOD GOD G1D G1D G2D G2D . P- GnRH*Diluye
1 2 1 2 1 2 VALOR ntes
P- VALOR
CONC
EYACULA 0,0 0,484
992 992 9,73 9,73 9,88 988 >0,9999
DO 9 3
(spz/log 10)
CONC
0,1 0,030
PAJUELAS 8,73 8,73 867 867 912 9,12 3 ; >0,9999

(spz/log 10)

CONC: Concentracion espermatica; GOD1: Semen ovino sin GnRH diluido con Triladyl; GOD2: Semen ovino
sin GnRH diluido con Andromed; G1D1: Semen de carneros tratados GnRH a dosis continia diluido con
Triladyl; G1D2: Semen de carneros tratados GnRH a dosis continta diluido con Andromed; G2D1: Semen de
carneros tratados GnRH a dosis alternada diluido con Triladyl; G2D2: Semen de carneros tratados GnRH a dosis

alternada diluido con Andromed. SD: Desviacién estandar. (P<0,05)
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Tabla 4: Efecto del acetato de buserelina sobre la concentracion, motilidad masal
y motilidad individual progresiva del semen criopreservado diluido con dos
productos comerciales, de carneros criollos alimentados con Medicago sativa
contaminada/Arreglo factorial.

P- GnRH*Diluyentes
GOD1 G0D2 G1D1 G1D2 G2D1 G2D2 SD
VALOR P valor
CONC
/pajuel
PAPANEE 892 885 912 922 915 912 012 02034 0,7494
Triladyl/
Andromed
2.33 2.00 2.17 4,00 3.00
MMSL 250b 0,28 0,0002 0,3886
b b b a ab
2.33 4,00 3,67
MIP 2.00c 267bc 250¢c b 0,25 <0,0001 0,9272
c a al

CONC: Concentracion espermatica; SPZ: espermatozoides; GOD1: Semen ovino sin GnRH diluido con Triladyl;
GO0D2: Semen ovino sin GnRH diluido con Andromed; G1D1: Semen de carneros tratados GnRH a dosis continGia
diluido con Triladyl; G1D2: Semen de carneros tratados GnRH a dosis continta diluido con Andromed; G2D1: Semen
de carneros tratados GnRH a dosis alternada diluido con Triladyl; G2D2: Semen de carneros tratados GnRH a dosis
alternada diluido con Andromed

MMSL: motilidad masal, con un rango desde 0-5; 0: muertos (sin movimientos), 1: (muy pocos movimientos), 2: (No
aparecen ondas, pero se ven movimientos espermaticos), 3:(Ondas de movimiento lento) ,4: (Ondas y remolinos
vigorosos, pero no tan rapida), 5: (Ondas densas de movimiento muy rapidas).

MIP: motilidad individual progresiva; con una escala de 0-5; 0: los espermatozoides no se mueven;l:los
espermatozoides se mueven en el lugar, giran sobre si mismos;2: los espermatozoides se trasladan brevemente, 2.5:los
espermatozoides se trasladan, se puede seguir su trayectoria; 3, es dificil seguir su trayectoria con la vista;4: los
espermatozoides se trasladan a mucha velocidad, practicamente no puedo seguir su trayectoria con la vista, 5: los
espermatozoides se trasladan a tanta velocidad que no puedo seguir su trayectoria con la vista.

SD: Desviacion estandar; ab: medias con letras distintas entre columnas difieren significativamente (P<0,05).

En el ADEVA de concentracién de las pajuelas de Triladyl y AndroMed post
descongelamiento no se encontrd una diferencia entre los tratamientos: (P=0,2034).
(Tabla 4). Al evaluar el andlisis factorial no hubo diferencias entre el efecto de la
GnRH, diluyentes y su interaccion (P=0,0399, P=, >0,9999 y P=0,7494
respectivamente) (Tabla 5). En la comparacion de la concentracién entre semen fresco

y post descongelado no hubo diferencias.

La motilidad masal a la hora 0 mostrd diferencias (P= 0,0002) entre tratamientos,
registrando la mayor motilidad en el G2D1 (4) y de G2D2 (3) frente a los demas
tratamientos (Tabla 4); en el arreglo factorial hubo diferencias en el efecto de la GnRH
(P=0,0001) obteniendo una mayor motilidad masal en los tratamientos con GnRH

alternada (G2=3.50) (Tabla 5). El efecto de los diluyentes sobre la motilidad masal,
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registro una diferencia (P=0,0195), del Triladyl (2,94) sobre AndroMed (2.39) (tabla
5).La motilidad individual progresiva a la hora O manifestd una diferencia
significativa(P=<0,0001) en el tratamiento G2D1 (4) y en G2D2 (3,67) en comparacion
con los otros tratamientos; el arreglo factorial registro que, el efecto de la GnRH tuvo
una diferencia (P=<0,0001) con una mayor motilidad individual progresiva en los
tratamientos con GnRH alternada (G2=3.83). En cuanto al efecto de los diluyentes

(P=0,1789) no se registraron diferencias (Tabla 5).

Tabla 5: Efecto del acetato de buserelina sobre la concentracion, motilidad masal y motilidad
individual progresiva del semen criopreservado diluido con dos productos comerciales, de

carneros criollos alimentados con Medicago sativa contaminada. /Arreglo factorial

CONC spz/pajuela Triladyl/Andromed SD P- VALOR
0 8,88
GnRH
1 9,17 0,08 0,0399
2 9,13
. 1 9,06
Diluyentes 0,07 >0,9999
2 9,06
MMSL SD P- VALOR
0 217D 0,19 0,0001
GnRH 1 2.33b
2 3.50a
. 1 2,94 a
Diluyentes 0,16 0,0195
2 2.39b
MIP SD P- VALOR
0 217b 0.17 <0,0001
GnRH 1 2.58b
2 3.83a
) 1 3.00 0.14 0,1789
Diluyentes
2 2.72

CONC: Concentracion espermatica; SPZ: espermatozoides; GOD1: Semen ovino sin GnRH diluido con Triladyl;
GOD2: Semen ovino sin GnRH diluido con Andromed; G1D1: Semen de carneros tratados GnRH a dosis continla
diluido con Triladyl; G1D2: Semen de carneros tratados GnRH a dosis continda diluido con Andromed; G2D1:
Semen de carneros tratados GnRH a dosis alternada diluido con Triladyl; G2D2: Semen de carneros tratados
GnRH a dosis alternada diluido con Andromed

MMSL: motilidad masal, con un rango desde 0-5; 0: (sin movimientos), 1: (muy pocos movimientos), 2: (No
aparecen ondas), 3:(Ondas de movimiento lento),4: (Ondas y remolinos vigorosos), 5: (Ondas densas de
movimiento muy rapidas).

MIP: motilidad individual progresivo; con una escala de 0-5; 0: los espermatozoides no se mueven;l:los
espermatozoides se mueven en el lugar;2: los espermatozoides se trasladan brevemente, 2.5:1os espermatozoides
se trasladan, se puede seguir su trayectoria; 3, es dificil seguir su trayectoria con la vista;4: los espermatozoides
se trasladan a mucha velocidad, practicamente no puedo seguir su trayectoria con la vista, 5: los espermatozoides
se trasladan a tanta velocidad que no puedo seguir su trayectoria con la vista.

SD: Desviacion estandar; ab: medias con letras distintas entre columnas difieren significativamente (P<0,05).
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La morfologia tuvo una diferencia (P=<0,0001) en la cual GOD1(26,33%) Yy
GD2(27,33%) tuvieron el mayor rango de anomalias morfologicas en comparacion

con los otros tratamientos (Tabla 7).

En el arreglo factorial, la morfologia registro una diferencia(P=<0,0001) obteniendo
el mayor rango de morfoanomalias en los tratamientos GOD1 y GOD2con un

(26,83%). Sin llegar a registrar una diferencia entre los diluyentes. (Tabla 6)

Tabla 6: Efecto del acetato de buserelina sobre la morfologia del semen
criopreservado diluido con dos productos comerciales, de carneros

criollos alimentados con Medicago sativa contaminada/arreglo factorial.

P-
GOD
MRF (%) 1 GOD2 G1D1 GiD2 G2D1 G2D2 SD VALO
R
GO 26,83 a
<0,000
GnRH G1 17,58 a 1.40 1
G2 13,33 b
D1 19,17 a
Diluyentes D 1,15 10,9187
5 19,33 a

GOD1: Semen ovino sin GnRH diluido con Triladyl; GOD2: Semen ovino sin GnRH diluido con
Andromed; G1D1: Semen de carneros tratados GnRH a dosis contintia diluido con Triladyl; G1D2:
Semen de carneros tratados GnRH a dosis continta diluido con Andromed; G2D1: Semen de carneros
tratados GnRH a dosis alternada diluido con Triladyl; G2D2: Semen de carneros tratados GnRH a
dosis alternada diluido con Andromed.

MRF: morfologia; EI minimo aceptable es 70 % de los espermatozoides normales

Las anomalias primarias no deben exceder el 10% vy el total de las anomalias secundarias sumadas
a las primeras no debe exceder de 25%,

SD: Desviacion estandar; ab: medias con letras distintas entre columnas difieren significativamente
(P<0,05).
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Tabla 7: Efecto del acetato de buserelina sobre la morfologia del semen
criopreservado diluido con dos productos comerciales, de carneros criollos

alimentados con Medicago sativa contaminada/ADEVA

GnRH
) *
GOD1 GOD2 GiD1 G1Db2 G2D1 G2Db2 SD VALO ]
Diluyen
tes
MRF 26,33 27,33 1733 17,83 13,83 12,83 1,9 <0,0001 <0,0001

(%) bc c a ab a a 8

GOD1: Semen ovino sin GnRH diluido con Triladyl; GOD2: Semen ovino sin GnRH diluido con
Andromed; G1D1: Semen de carneros tratados GnRH a dosis continda diluido con Triladyl; G1D2: Semen
de carneros tratados GnRH a dosis continta diluido con Andromed; G2D1: Semen de carneros tratados
GnRH a dosis alternada diluido con Triladyl; G2D2: Semen de carneros tratados GnRH a dosis alternada
diluido con Andromed.

MRF: morfologia; EI minimo aceptable es 70 % de los espermatozoides normales

Las anomalias primarias no deben exceder el 10% vy el total de las anomalias secundarias sumadas a las
primeras no debe exceder de 25%,

SD: Desviacion estandar; ab: medias con letras distintas entre columnas difieren significativamente
(P<0,05).

Se registré una mayor presencia de anomalias morfoldgicas en los tratamientos control
(GOD1y GOD2) en los cuales se obtuvo un 6.3% de cabeza desprendida, cola quebrada
con 6.4% y 8.3%, con cola doblada en un 6.1% y 5.1% y cola enrollada en un 8.2% y
7.5% respectivamente. En cuanto a los tratamientos con GnRH continua, en G1D1 se
manifestd anomalias como cola torcida 5.7% y cola enrollada con 7.1%, a la par de
G1D2 con 8.3% de cola quebrada y 7.3% de cola enrollada. Sin haber diferencias

significativas en los tratamientos con GnRH alternada. (Tabla 8)
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Tabla 8: Efecto del acetato de buserelina sobre las morfoanomalias del semen criopreservado
diluido con dos productos comerciales, de carneros criollos alimentados con Medicago sativa
contaminada.

Macro Micro
Doble Cabeza Cola Cola Doble Cola Cola Cola

cabeza desprendida pequefia quebrada cola torcida doblada enrollada TOTAL

Cefalia Cefalia
GOD1(spz
en %)

GOD2
(spzen 0 19 53 4.9 0 83 0 19 51 75  349%
10%)

G1D1

(spzen
10%)

G1D2

(spz en
10%)

G2D1

(spz en
10%)

G2D2

(spzen
10%)

0 3,8 3,3 6,3 4,4 6,4 4 3 6,1 8,2 455 %

0 2 0 4,4 2,5 4,3 2,2 5,7 4,2 7,1 32,4%

0 3 0 51 2,5 8,3 2 4,8 4,3 7,3 37,3%

0,3 1,9 3 3,5 19 29 2 2,4 2,6 29 23,4%

0,1 1,3 3,4 2,8 2,3 2,7 1,5 3,1 2,8 2,8 22,8%

Los valores se ponderaron en una escala sobre 100 %0Anomalias primarias; Tamafio de cabeza: microcefalia, macrocefalia,
cabeza desprendida, doble cabeza. Anomalias secundarias: Espermatozoide con cola enrollada; espermatozoide con cola doblada;
espermatozoide con cola enrollada.

GOD1: Semen ovino sin GnRH diluido con Triladyl; GOD2: Semen ovino sin GnRH diluido con Andromed; G1D1: Semen de
carneros tratados GnRH a dosis contintia diluido con Triladyl; G1D2: Semen de carneros tratados GnRH a dosis continla diluido
con Andromed; G2D1: Semen de carneros tratados GnRH a dosis alternada diluido con Triladyl; G2D2: Semen de carneros tratados
GnRH a dosis alternada diluido con Andromed.

En el ADEVA la resistencia osmotica a las 0 horas presento una diferencia
(P=<0,0001) solo el G2D1 con un (43,28%) tuvo una resistencia osmotica aceptable;
a las 2 horas la resistencia osmética con una diferencia (P=<0,0001) tuvo valores
cercanos a los requeridos para una buena calidad seminal; en los tratamientos con
GnRH alterado (G2D1= 36.10% y G2D2= 32.92%).Ademas a las 4 horas post-
descongelacion se evalud la resistencia osmatica con una diferencia (P=<0,0001)
obteniendo bajos valores en los tratamientos con GnRH alterado (G2D1= 27.83 % y
G2D2= 24.33%) (Tabla 9).
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En el arreglo factorial hubo una diferencia (P=<0,0001) en el cual solo los
tratamientos con GnRH alternada a las 0 horas registro la mejor resistencia osmotica
con un (41.73%) en comparacion con los otros tratamientos, a las 2 y 4 horas los

tratamientos registraron valores menores a un 40% (Tabla 10).

La mejor integridad del acrosoma se obtuvo en los tratamientos con GnRH alterado
(>50%) a las 0 y 2 horas, ademas solo el G1D1 manifesto un valor mayor a un 35%

en comparacion con los otros tratamientos (Tabla 9).

Tabla 9: Efecto del acetato de buserelina sobre la integridad acrosomal vy la resistencia osmotica
del semen criopreservado diluido con dos productos comerciales, de carneros criollos alimentados

con Medicago sativa contaminada/ADEVA.

GOD1 GOD2 G1D1 G1D2 G2D1 G2D2 SD P-
VALOR

HOST hora 0
(%)
HOST hora2 24,08bc  21,40bc 26,53b 1995c¢ 36,10a 32,92a 1,24 <0,0001
(%)
HOST 15.00 b 14.05b 15.75b 1242b 27.83a 2433a 122 <0,0001
hora 4
(%)
Integridad -50% -50% -50% -50% 50% 50% -
del acrosoma
HORA0
%
Integridad -35% -35% -35% -35% 35% -35% -
del acrosoma
HORA 2
%

31,82c 30,38c  32,63bc 29,08c 43,28a 40,17ab 1,77 <0,0001

HOST: Resistencia Osmotica; >40 % representa una buena calidad de semen; < 40 % representa una mala calidad
seminal.

Integridad de acrosoma: Al menos el 50% de las células deben presentar acrosomas intactos, y el 35% luego de las
2 horas de incubacion

SD: Desviacion estandar; ab: medias con letras distintas entre columnas difieren significativamente (P<0,05).
GOD1: Semen ovino sin GnRH diluido con Triladyl; GOD2: Semen ovino sin GnRH diluido con Andromed; G1D1:
Semen de carneros tratados GnRH a dosis continta diluido con Triladyl; G1D2: Semen de carneros tratados GnRH a
dosis continta diluido con Andromed; G2D1: Semen de carneros tratados GnRH a dosis alternada diluido con
Triladyl; G2D2: Semen de carneros tratados GnRH a dosis alternada diluido con Andromed.
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Tabla 10: Efecto del acetato de buserelina sobre la resistencia osmética del semen criopreservado
diluido con dos productos comerciales, de carneros criollos alimentados con Medicago sativa
contaminada/arreglo factorial.

HOST hora 0 (%)
GOD1  GOD2 GID1  GID2 G2D1 G2D2 SD P- VALOR
GnRH 0 31.10b 1,25 <0,0001
% 1 30.86 b
2 41.73 a
Diluyentes 0 35,91 1.02 0,0717
% 1 33,21
HOST hora 2 (%)
GnRH 0 22.74 b 0.88 <0,0001
% 1 23.24b
2 3451a
Diluyentes 1 2891a 0.72 0,0003
% 2 24.76 b
HOST hora 4 (%)
GnRH 0 14533 b 0.87 <0,0001
%
1 14.08 b
2 26.08 a
Diluyentes 1 19.53 a 0.71 0,0144
% 2 16.93 b

HOST: Resistencia Osmotica; >40 % representa una buena calidad de semen; < 40 % representa una mala calidad
seminal.

SD: Desviacion estandar; ab: medias con letras distintas entre columnas difieren significativamente (P<0,05).
GOD1: Semen ovino sin GnRH diluido con Triladyl; GOD2: Semen ovino sin GnRH diluido con Andromed; G1D1:
Semen de carneros tratados GnRH a dosis continta diluido con Triladyl; G1D2: Semen de carneros tratados GnRH a
dosis continda diluido con Andromed; G2D1: Semen de carneros tratados GnRH a dosis alternada diluido con

Triladyl; G2D2: Semen de carneros tratados GnRH a dosis alternada diluido con Andromed.

En la concentracion del eyaculado y la concentracion de semen post-descongelado no
se reportaron diferencias, seguramente a que la aplicacion de GnRH no genera un
cambio a nivel de los receptores ER-BETA a nivel testicular para aumentar la
concentracion de espermatozoides ,con relacion a la concentracion del eyaculado,

semejante a lo reportado por (Bustos 2020).La concentracién de semen post
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descongelado no tuvo diferencias significativas al ser comparado, debido a que los
diluyentes, ni el proceso de congelacién lento generaron cambios sobre esta

caracteristica seminal(Tabla 3).

Se presentaron mas anomalias morfologicas en las muestras de semen post
descongelado de los tratamientos control (GOD1 y GOD2) y en los tratamientos con
GnRH continua (G1D1 y G1D2) (Tabla 8), lo cual seguramente esta relacionado con
el consumo de fitoestrégenos como el cumestrol en altas cantidades, llegando a actuar
como antagonistas al unirse a los receptores ER beta. Produciéndose un acoplamiento
del estrégeno al receptor, cambiando su trascripcion genémica y disminuyendo la
cantidad de hormona liberada por el hipotadlamo. Provocando cambios reproductivos
sobre los ER beta receptores que se encuentran a nivel testicular en el epididimo,
conductos deferentes, prostata, células de Sertoli, espermatogonias y espermatocitos;
al relacionar las morfoanomalias secundarias que se presentaron se podria asegurar
que hubo un cambio en la espermatogénesis que tiene lugar en las células de Sertoli,
especificamente en las fases acrosomal y de maduracion, fases en las que se da el
cambio de espermatides a espermatozoides Yy se forma el flagelo, respectivamente.

(Pérez y Valiente et al., citado por Bustos 2019)

Los tratamientos con GnRH alternado (G2D1 y G2D2) registraron menos
morfoanomalias secundarias (13,83%) y (12.83%) respectivamente en comparacion
con los otros tratamientos seguramente porque la aplicacion de GnRH sintética actua
sobre las células de Sertoli, provocando un normal proceso de espermatogénesis
disminuyendo el porcentaje de anomalias morfoldgicas. Estos datos tienen una
semejanza a lo Giriboni, J., Gokdal, O., et al. (2019) refiri6 en su investigacion al
administrar de acetato de buserelina continuamente en carneros, los cuales registraron
una disminucion de la cantidad de cabezas sueltas, en las muestras seminales que el
evaluo. Debido a que la GnRH actia sobre las celulas de Sertoli, provocando la

efectiva disminucion de anomalias morfoldgicas. (Tabla 7)
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La motilidad masal e individual mostraron diferencias debido a las morfoanomalias

del espermatozoide que por razones explicitas impedian la capacidad de movilizarse.

Se obtuvo una mejor motilidad masal e individual en los tratamientos en los cuales se
aplico GnRH (tabla 5), seguramente porque los espermatozoides estaban mejor

capacitados debido a que tuvieron un bajo porcentaje de anomalias morfoldgicas.

La motilidad masal mostré un efecto significativo del Triladyl sobre AndroMed (tabla
5), seguramente porque la adicion de yema de huevo al dilutor tiene un efecto
favorecedor sobre el porcentaje de motilidad al momento de realizar la congelacion,
ya que las lipoproteinas de baja densidad de la yema de huevo actGan como
crioprotectores, frente al shock térmico y conservan la viabilidad del espermatozoide
(Fiser y Fairfull citados por Cabrera; Prospero; Ayulo y Pantoja 2011).

Herold et al citado por Ramoénez (2013) obtuvo resultados semejantes, ya que
después de descongelar semen bovino, reconocié que la motilidad fue mayor al
utilizar el diluyente Triladyl que con el diluyente AndroMed. Dichos resultados son
semejantes a los que mencionados por Cabrera; Prospero; Ayulo y Pantoja (
2011a) al usar Triladyl.

No hubo diferencias significativas en la motilidad individual progresiva entre
tratamientos al congelar el semen con Triladyl y Andromed, seguramente por la
proporcion de acido citrico que contienen los dilutores, ya que este elemento ejerce
una accion directa en la membrana espermatica en la adherencia de calcio, que junto
con los iones de sodio y potasio, mantienen el equilibrio osmético favoreciendo de esta
manera la motilidad de los espermatozoides Borque et al citado por Cabrera;
Prospero; Ayulo y Pantoja (2011b). Ademas, Muifio (s/f)menciona que la adicion
de 4cido citrico y glicerol a un diluyente con yema de huevo aumenta la motilidad.
(Tabla 5)
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Solo las pajuelas que se evaluaron a las 0 horas con el tratamiento de GnRH alternado
mantuvieron un indice adecuado de HOST (43,28% y 40,17 %) debido a que se
requiere de un minimo de 40% para determinar una buena calidad seminal segun lo
describe ( B6 2016). Estas evaluaciones indicarian que el semen utilizado tuvo una
adecuada integridad funcional de la membrana espermética con los mecanismos de
intercambio de fluidos funcionando correctamente. Lo cual genera la entrada de agua
provocando en estas células un hinchamiento y enrollamiento del flagelo. Esta prueba
HOST somete a los espermatozoides a un medio de presion hiposmotica mas baja que
la presion hiposmotica fisioldgica, iniciando la entrada de agua en la célula en un
intento de equilibrar la presion osmotica interna con la del medio externo (Chirinos
2004 a). (TABLA 9)

Al haber obtenido valores semejantes a los requeridos en cuanto a la integridad del
acrosoma en los tratamientos con GnRH alternado (>50%) a las 0 horas y a las 2 horas
postdescongelamiento un valor (> 35% ) solo en el tratamiento G2D1 en comparacion
con los otros tratamientos se podria afirmar, debido al efecto protector de la yema de
huevo ,por su fraccion de lipoproteinas de baja densidad (LDL), las cuales serian las
responsables de la resistencia al choque térmico, a través de la prevencion de la pérdida
de los fosfolipidos de la membrana Amirat y Cardoso et al., citados por Restrepo
et al (2017). Ademas, se menciona que la yema de huevo junto a un dilutor Tris llega
a reducir la pérdida de enzimas acrosomales y previene cambios degenerativos en el
acrosoma durante el almacenamiento liquido del semen ovino Cérdova, et. Al citado
por Valdez (2013). (TABLA9)

Con referencia a los valores inferiores a 50% a la hora 0y < 35% después de dos horas
en los tratamientos control y en los tratamientos con GnRH continua se podria
mencionar que los mismos se generaron debido a que durante el proceso de
criopreservacion se produce una depreciacion del 50% de la viabilidad espermatica,
debido a que las células espermaticas manifestaron un dafio en la membrana por lo
cual no experimentaran cambios en la forma del flagelo, este dafio pudo generarse por

efecto de la temperatura y la presibn osmdtica, que generan cambios en la
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permeabilidad, composicion lipidica de las membranas espermaéticas y en el liquido
intracelular Thomas et al citado por Prospero Cabreray Pantoja A. (2002 c).

El dafio efectuado por la temperatura pudo haberse manifestado por el proceso de
congelacion lenta al cual se sometid a las pajuelas evaluadas, debido a que a través de
este proceso se pudo haber formado cristales de hielo dentro de las células germinales
seguramente debido a que la dilucion seminal alcanzo6 temperaturas entre -5y -10°C
llegando a formar nucleos de hielo, que se distribuyeron en el medio extracelular
(Monzon 2005a).

A bajas temperaturas suele presentarse la cristalizacion en el medio extracelular dando
lugar a la formacidn de hielo puro, generandose una crioconcentracion, es decir: los
solutos progresivamente se concentran en la fraccion liquida, la cual se hace
hipertonica y en respuesta a la diferencia de gradientes de concentracion, la célula se
deshidrata. Ademas, se produce la maxima concentracion de solutos llegando a
solidificarse junto con la fraccion no congelada. Al producirse la cristalizacién, hay
una liberacion de energia en forma de calor latente de solidificacion, el cual elevo

transitoriamente la temperatura de las muestras seminales evaluadas.

La lesion celular crioinducida de células espermaéticas evaluadas, con valores
inferiores a los estandarizados pudieron manifestarse también por la accion combinada
de factores fisicos como: el estrés osmético y la presion que sufren las células en sus
membranas por la expansion del hielo, la cual produce una deformacién celular que a
bajas temperaturas resulta letal. Las membranas celulares son las estructuras que
soportan un mayor dafio en la criopreservacion, por la pérdida de fluidez de sus
componentes lipidicos. Ademas de que a temperaturas entre 10 y 16°C se genera la
transicion de lipidos fluidos a sélidos lo cual altera todas las funciones de la membrana,

confiriéndole un alto grado de fragilidad (Monzén 2005b).
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Ademaés, Prospero; Cabrera y Pantoja (2002d) menciona que a temperaturas
menores a 37 °C, el fluido de iones, moléculas y proteinas a través de la membrana

espermatica disminuye. (TABLA 9)

Los tratamientos con una integridad acrosémica menor a los valores indispensables,
seguramente tuvieron lugar por un hinchamiento y disrupcion de las membrana
acrosomal, cambios en la fluidez, alteracién del flujo de calcio y cambios en la
actividad enzimética que pudieron inducir una capacitacion espermaética anticipada,
estas alteraciones tienden a presentarse en el proceso de refrigeracion, congelacion y
descongelamiento Pefia y Linde-Forsberg citado por Prospero Cabrera y Pantoja
(2002e).

Es debido a esto que la velocidad de congelamiento es un factor importante en la
criopreservacion. Porque cuando la velocidad de congelamiento es muy rapida, la
célula no es capaz de deshidratarse lo suficiente produciéndose una inadecuada
deshidratacién y el agua que se encuentra dentro de la célula forma cristales de hielo,
que tienen un efecto letal para la célula. Por el contrario, si la velocidad es demasiado
lenta, la deshidratacion serd extrema llegando a un colapso celular, produciéndose la
desnaturalizacion de macromoléculas y una disminucién del tamafio celular hasta el
colapso irreversible de la membrana plasmatica. Por lo tanto, la velocidad de
congelamiento debe ser lo suficientemente rapida para reducir el tiempo de exhibicion
del espermatozoide a condiciones hiperosméticas y debe ser lo suficientemente lenta
para que ocurra la deshidratacion celular. Ya que gracias a esto la supervivencia celular

serd mas elevada a una velocidad de congelamiento adecuada (Boiso 2001).

La velocidad de congelamiento es un factor que se debe tomar muy en cuenta debido
a que las velocidades de enfriamiento mas altas son necesarias para la congelacion
exitosa de espermatozoides de carnero, y el control cuidadoso de la velocidad de
enfriamiento es esencial para la recuperacion maxima de células viables vy

funcionales(Kumar et al. 2003).
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Se puede mencionar que las pajuelas post descongeladas de los tratamientos G2D1 y
G2D2 tuvieron la mejor calidad seminal debido a que manifestaron una MMSL de 4
y3,MIP 4y 3,67 (TABLA4), MRF 13.83% Yy 12.83 (TABLA 7), HOST alas 0 horas
de 43,28% y 40,17% e integridad acrosémica 50% a la hora 0 y 35% a las 2
horas(TABLA 9),determinando que la correlacion de estas pruebas permiten
pronosticar una buena capacidad fecundante del semen (Hafez; Zaneveld y
Jeyendran; Van den Saffele et al., citados por Chirinos 2004 b).

3.1 Verificacion de hipotesis

Segun los resultados obtenidos en este proyecto investigativo se acepta la hipétesis
alternativa ya que el acetato de buseralina aplicada de manera alternada influy6
eficientemente sobre la calidad del semen al presentar una integridad funcional de la
membrana espermatica, relacionando a esta variable con su capacidad fecundante, en
conjunto con un menor indice de morfoanomalias primarias y secundarias que
provocaron un efecto positivo en la motilidad del semen criopreservado y diluido con
dos productos comerciales, de carneros criollos alimentados con Medicago sativa

contaminada.

CAPITULO IV.- CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1 CONCLUSIONES

% Se evalud los efectos de acetato de buseralina (12 ug) a dosis continua y
alternada sobre la calidad espermaética de semen ovino post-descongelado a
través de un espermatograma, obteniendo que la dosis alternada de GnRH
alcanzd mejores resultados como se evidencio al disminuir el indice de
morfoanomalias primarias y secundarias, al aplicar el analogo unos 30 minutos
antes de la extraccion seminal durante 7 dias continuos (G2D1-G2D2) ,ademas

consecuentemente se generd un adecuado rango de motilidad masal como
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individual. Aunque no se registraron diferencias significativas en cuanto a la

concentracion espermatica.

¢+ Se determind los cambios en la calidad de semen criopreservado en funcion del
tiempo de post-descongelacion, registrando que a las 0 horas se mantenia una
buena calidad seminal en los tratamientos con acetato de buseralina alternada,
mientras que en los otros tratamientos no se obtuvo una buena calidad seminal
debido a que se obtuvieron resultados menores a un 40% en la prueba HOST,
por otro lado se determind que a las 2 y 4 horas los valores obtenidos fueron
<40 % determinando que este semen carecia de una buena calidad seminal,

segun los parametros establecidos para semen criopreservado .

++ Seevaluo laceficacia protectora de Triladyl y Andromed en la criopreservacion
de semen ovino a través de un espermatograma, en el cual el Triladyl tuvo una
diferencia significativa en la motilidad masal, mas no en la motilidad individual
progresiva, concentracion espermatica ni en la morfologia, por lo cual los dos

dilutores no difieren significativamente en la criopreservacion.

4.2 RECOMENDACIONES

Se recomienda la aplicacion de acetato de buserelina a dosis de 12ug/carnero IM 30
minutos previos al proceso de extracciéon seminal, junto con la elaboracién de pajuelas
seminales de 0.5 ml con Triladyl para criopreservacion, debido a que mejora la calidad
seminal de carneros criollos alimentados con Medicago sativa contaminada al 70% del

hongo Pseudopeziza medicaginis.
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Anexos

ANALISIS DE LA VARIANZA

MOTILIDAD MASAL

Variable N

R2 R2 Aj

Cv

motIlidad masal 36

0,54 0,47 25,31

Cuadro de Analisis

de la Varianza (SC tipo IIT)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 16,33 5 3,27 7,17 0,0002
tratamientos 16,33 5 3,27 7,17 0,0002

Error 13,67
Total 30,00

30 0,46

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=1,18525
Error: 0,4556 gl: 30

tratamientos Medias n E.E.

G2D1 4,00 6 0,28 A
G2D2 3,00 6 0,28 A B
G1D1 2,50 6 0,28 B
GOD1 2,33 6 0,28 B
G1D2 2,17 6 0,28 B
GOD2 2,00 6 0,28 B
Medias con una letra comun no

diferentes (p > 0,05)
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MOTILIDAD INDIVIDUAL PROGRESIVA

Variable

N

R2

R2 Aj

Cv

motilidad individual 36 0,63

0,57 21,16

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl CM F p-valor

Modelo 18,81 5 3,76 10,26 <0,0001

tratamientos 18,81 5 3,76 10,26 <0,0001

Error 11,00 30 0,37

Total 29,81 35

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=1,06335
Error: 0,3667 gl: 30

significativamente

tratamientos Medias n E.E.
G2D1 4,00 6 0,25 A
G2D2 3,67 6 0,25 A B
G1D1 2,67 6 0,25 B C
G1D2 2,50 6 0,25 C
GOD1 2,33 6 0,25 C
GOD2 2,00 6 0,25 C
Medias con una letra comin no son
diferentes (p > 0,05)
RESISTENCIA OSMOTICA HORA 0
Variable N RZ2 R2 Aj CV
resistencia osmética hora 36 0,64 0,58 12,55
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Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 997,25 5 199,45 10,60 <0,0001
tratamientos 997,25 5 199,45 10,60 <0,0001
Error 564,74 30 18,82
Total 1561,99 35

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=7,61911
Error: 18,8247 gl: 30

tratamientos Medias n E.E.

G2D1 43,28 6 1,77 A

G2D2 40,17 6 1,77 A B
G1D1 32,63 6 1,77 B C
GOD1 31,82 6 1,77 C
GOD2 30,38 6 1,77 C
G1D2 29,08 6 1,77 C

Medias con una letra comuin no son significativamente

diferentes (p > 0,05)

RESISTENCIA OSMOTICA HORA 2

Variable N R? R? A3 CV

resistencia osmdbética hora .. 36 0,82 0,79 11,34

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 1244,59 5 248,92 26,88 <0,0001
tratamientos 1244,59 5 248,92 26,88 <0,0001
Error 277,79 30 9,26
Total 1522,38 35
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Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=5,34361
Error: 9,2595 gl: 30

tratamientos Medias n E.E.

G2D1 36,10 6 1,24 A

G2D2 32,92 6 1,24 A

G1D1 26,53 6 1,24 B
GOD1 24,08 6 1,24 B C
GOD2 21,40 6 1,24 B C
G1D2 19,95 6 1,24 C

Medias con una letra comuin no son significativamente

diferentes (p > 0,05)

RESISTENCIA OSMOTICA HORA 4

Variable N R? R? A3 CV

resistencia osmdbética hora .. 36 0,81 0,78 16,44

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 1183,95 5 236,79 26,36 <0,0001
tratamientos 1183,95 5 236,79 26,36 <0,0001
Error 269,45 30 8,98
Total 1453,40 35

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=5,26278
Error: 8,9815 gl: 30

tratamientos Medias n E.E.

G2D1 27,83 6 1,22 A
G2D2 24,33 6 1,22 A
G1D1 15,75 6 1,22 B
GOD1 15,00 6 1,22 B
GOD2 14,05 6 1,22 B
G1D2 12,42 6 1,22 B
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Medias con una Jletra comun no

diferentes (p > 0,05)

ANALISIS DE LA VARIANZA
MORFOLOGIA

Variable N RZ2 R2 Aj CV
morfologia 36 0,62 0,56 25,25

son

significativamente

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. sC gl CM F

p-valor

Modelo 1150,25 5 230,05 9,74 <0,0001
tratamientos 1150,25 5 230,05 9,74 <0,0001

Error 708,50 30 23,62
Total 1858,75 35

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=8,53395
Error: 23,6167 gl: 30

tratamientos Medias n E.E.

G2D2 12,83 6 1,98 A
G2D1 13,83 6 1,98 A
G1D1 17,33 6 1,98 A
G1D2 17,83 6 1,98 A B
GOD1 26,33 6 1,98 B
GOD2 27,33 6 1,98

C

Medias con una Jletra comuin no

diferentes (p > 0,05)
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ANALISIS FACTORIAL

MOTILIDAD MASAL

Variable N RZ2 R?2 Aj CV

motIlidad masal 36 0,54 0,47 25,31

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 16,33 5 3,27 7,17 0,0002
GnRH 12,67 2 6,33 13,90 0,0001
Diluyentes 2,78 1 2,78 6,10 0,0195

GnRH*Diluyentes 0,89 2 0,44 0,98 10,3886

Error 13,67 30 0,46
Total 30,00 35

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,67930
Error: 0,4556 gl: 30

GnRH Medias n E.E.

G2 3,50 12 0,19 A
Gl 2,33 12 0,19 B
GO 2,17 12 0,19 B

Medias con una letra comun no son

diferentes (p > 0,05)

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,45948
Error: 0,4556 gl: 30

Diluyentes Medias n E.E.

D1 2,94 18 0,16 A

D2 2,39 18 0,16 B

Medias con una letra comun no son

diferentes (p > 0,05)
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Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=1,18525

Error: 0,4556 gl: 30

GnRH Diluyentes Medias n E.E.

G2 D1 4,00 6 0,28 A

G2 D2 3,00 6 0,28 A B

Gl D1 2,50 6 0,28 B

GO D1 2,33 6 0,28 B

Gl D2 2,17 6 0,28 B

GO D2 2,00 6 0,28 B

Medias letra comun no son significativamente

diferentes (p > 0,05)

MOTILIDAD INDIVIDUAL PROGRESIVA

Variable

N

R2 R? Aj CV

motilidad individual 36 0,63

0,57 21,16

Cuadro de Analisis de

la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 18,81 5 3,76 10,26 <0,0001
GnRH 18,06 2 9,03 24,62 <0,0001
Diluyentes 0,69 1 0,69 1,89 0,1789
GnRH*Diluyentes 0,06 2 0,03 0,08 0,9272
Error 11,00 30 0,37
Total 29,81 35

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,60943

Error:

GnRH Medias n

0,3667 gl: 30

E.E.

G2
Gl

3,83 12 0,17 A
2,58 12 0,17

B
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GO

2,17 12 0,17

Medias

letra

diferentes (p > 0,05)

comun no son significativamente

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,41222

Error:

Diluyentes Medias n

0,3667 gl:

30

E.E.

D1 3,00 18 0,14 A
D2 2,72 18 0,14 A
Medias letra

diferentes (p > 0,05)

comin no son significativamente

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=1,06335

Error: 0,3667 gl: 30

GnRH Diluyentes Medias n E.E.

G2 D1 4,00 o6 0,25 A

G2 D2 3,67 6 0,25 A B

Gl D1 2,67 6 0,25 B C

Gl D2 2,50 6 0,25 C

GO D1 2,33 6 0,25 C

GO D2 2,00 6 0,25 C

Medias letra comun no son significativamente

diferentes (p > 0,05)

RESISTENCIA OSMOTICA HORA 0

Variable

N R2 R2 Aj CV

resistencia osmética hora .. 36 0,64 0,58 12,55

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo IIT)

F.V.

SC

gl CM F p-valor
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Modelo 997,25 5 199,45

GnRH 924,13 2 462,07
Diluyentes 65,61 1 65,61 3,49
GnRH*Diluyentes 7,50 2 3,75 0,20
Error 564,74 30 18,82

Total 1561,99 35

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=4,36669

Error: 18,8247 gl: 30

GnRH Medias n E.E.

G2 41,73 12 1,25 A

GO 31,10 12 1,25 B

Gl 30,86 12 1,25 B

Medias con wuna letra comin no son

diferentes (p > 0,05)

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=2,95363

Error: 18,8247 gl: 30

Diluyentes Medias n E.E.

D1 35,91 18 1,02 A

D2 33,21 18 1,02 A

Medias con una letra comuin no son
diferentes (p > 0,05)

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=7,61911
Error: 18,8247 gl: 30

GnRH Diluyentes Medias n E.E.

G2 D1 43,28 6 1,77 A

G2 D2 40,17 6 1,77 A B

Gl D1 32,63 6 1,77 B C
GO D1 31,82 6 1,77 C
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GO D2 30,38 6 1,77 C
Gl D2 29,08 6 1,77 C
Medias con una letra comun no son significativamente
diferentes (p > 0,05)
RESISTENCIA OSMOTICA HORA 2

Variable N R?* R? Aj CvV
resistencia osmética hora 306 0,82 0,79 11,34

Cuadro de Analisis de la Varianza

(SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 1244,59 5 248,92 26,88 <0,0001
GnRH 1062,57 2 531,28 57,38 <0,0001
Diluyentes 155,00 1 155,00 16,74 0,0003
GnRH*Diluyentes 27,02 2 13,51 1,46 0,2485
Error 277,79 30 9,26
Total 1522,38 35
Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=3,06255
Error: 9,2595 gl: 30
GnRH Medias n E.E.

G2 34,51 12 0,88 A

Gl 23,24 12 0,88 B

GO 22,74 12 0,88 B

Medias con una letra comun no son significativamente

diferentes (p > 0,05)

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=2,07151

Error: 9,2595 gl: 30

Diluyentes Medias n E.E.

D1 28,91 18 0,72 A
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D2 24,76 18 0,72 B

Medias con una letra comun no son significativamente

diferentes (p > 0,05)

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=5,34361
Error: 9,2595 gl: 30
GnRH Diluyentes Medias n E.E.

G2 D1 36,10 6 1,24 A

G2 D2 32,92 6 1,24 A

Gl D1 26,53 6 1,24 B

GO D1 24,08 6 1,24 B C
GO D2 21,40 6 1,24 B C
Gl D2 19,95 6 1,24 C

Medias con una letra comuin no son significativamente

diferentes (p > 0,05)

RESISTENCIA OSMOTICA HORA 4

Variable N R? R? A3 CV

resistencia osmdbética hora .. 36 0,81 0,78 16,44

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 1183,95 5 236,79 26,36 <0,0001
GnRH 1111,16 2 555,58 61,86 <0,0001
Diluyentes 60,58 1 60,58 6,75 0,0144
GnRH*Diluyentes 12,21 2 6,11 0,68 0,5144
Error 269,45 30 8,98
Total 1453,40 35

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=3,01622
Error: 8,9815 gl: 30
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GnRH Medias n E.E.

G2 26,08 12 0,87 A
GO 14,53 12 0,87 B
Gl 14,08 12 0,87 B

Medias con una Jletra comin no Sson

diferentes (p > 0,05)

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=2,04017
Error: 8,9815 gl: 30

Diluyentes Medias n E.E.

D1 19,53 18 0,71 A

D2 16,93 18 0,71 B

Medias con una letra comun no son

diferentes (p > 0,05)

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=5,26278
Error: 8,9815 gl: 30

GnRH Diluyentes Medias n E.E.

G2 D1 27,83 6 1,22 A
G2 D2 24,33 6 1,22 A
Gl D1 15,75 6 1,22 B
GO D1 15,00 6 1,22 B
GO D2 14,05 6 1,22 B
Gl D2 12,42 6 1,22 B

Medias con una Jletra comin no son

diferentes (p > 0,05)
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MORFOLOGIA

Variable N RZ2 R2 Aj CV
morfologia 36 0,62 0,56 25,25

Cuadro de Analisis de la Varianza

(SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 1150,25 5 230,05 9,74 <0,0001
GnRH 1143,50 2 571,75 24,21 <0,0001
Diluyentes 0,25 1 0,25 0,01 0,9187
GnRH*Diluyentes 6,50 2 3,25 0,14 10,8720
Error 708,50 30 23,62
Total 1858, 75 35
Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=4,89101
Error: 23,6167 gl: 30
GnRH Medias n E.E.

G2 13,33 12 1,40 A

Gl 17,58 12 1,40 A

GO 26,83 12 1,40 B

Medias con una letra comun no son significativamente

diferentes (p > 0,05)

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=3,30828
Error: 23,6167 gl: 30

Diluyentes Medias n E.E.

D1 19,17 18 1,15 A

D2 19,33 18 1,15 A
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Medias con una letra comun no son significativamente

diferentes (p > 0,05)

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=8,53395
Error: 23,6167 gl: 30
GnRH Diluyentes Medias n E.E.

G2 D2 12,83 6 1,98 A

G2 D1 13,83 6 1,98 A

Gl D1 17,33 6 1,98 A

Gl D2 17,83 6 1,98 A B

GO D1 26,33 6 1,98 B C
GO D2 27,33 6 1,98 C

Medias con una letra comun no son significativamente

diferentes (p > 0,05)

CONCENTRACION POR PAJUELA Y POR EYACULADO

Analisis de la wvarianza

concentracién seminal por pajuela

Variable N R2 R? Aj CV

concentracidén seminal por .. 36 0,32 0,21 3,55

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 1,42 5 0,28 2,88 10,0307
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tratamientos 1,42 5 0,28 2,88 0,0307
Error 2,95 30 0,10
Total 4,37 35

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,55067
Error: 0,0983 gl: 30

tratamientos Medias n E.E.

G2D1 9,12 6 0,13 A
G2D2 9,12 6 0,13 A
GOD2 8,73 6 0,13 A
GOD1 8,73 6 0,13 A
G1D2 8,67 6 0,13 A
G1D1 8,67 6 0,13 A

Medias con una letra comun no son

diferentes (p > 0,05)

Concentracién por eyaculado

significativamente

Variable N R? R? A CV

Concentracidén por eyaculad.. 36 0,13

0,00 2,27

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 0,23 5 0,05 0,92 10,4843
tratamientos 0,23 5 0,05 0,92 0,4843
Error 1,50 30 0,05
Total 1,73 35

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,39267
Error: 0,0500 gl: 30
tratamientos Medias n E.E.

GOD2 9,92 6 0,09 A
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GOD1 9,92 6 0,09 A
G2D1 9,88 6 0,09 A
G2D2 9,88 6 0,09 A
G1D2 9,73 6 0,09 A
G1D1 9,73 6 0,089 A

Medias con una letra comin no son significativamente

diferentes (p > 0,05)

Nueva tabla : 9/1/2020 - 21:35:56 - [Versidén : 20/9/2019]

ANALISIS FACTORIAL

concentracién/pajuela fresco

Variable N R2 R?2 Aj CV

concentracidédn/pajuela fres.. 36 0,32 0,21 3,55

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 1,42 5 0,28 2,88 10,0307
GnRH 1,42 2 0,71 7,20 0,0028
Diluyentes 0,00 1 0,00 0,00 >0,9999

GnRH*Diluyentes 0,00 2 0,00 0,00 >0,9999
Error 2,95 30 0,10
Total 4,37 35

concentracién/pajuela postdescongelamiento

Variable N R2 R2 Aj CV

concentracidén/pajuela post.. 36 0,21 0,07 3,12
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Cuadro de Analisis de

la Varianza (SC tipo III)

gl CM F p-valor

F.V. SC
Modelo 0,62
GnRH 0,58
Diluyentes 0,00

GnRH*Diluyentes 0,05
Error 2,40
Total 3,03

50,12 1,55 0,2034
2 0,29 3,59 0,0399
10,00 0,00 >0,9999
2 0,02 0,29 0,7494

30 0,08
35

Nueva tabla : 9/1/202

0 - 21:38:13 - [Versidn

ANALISIS DE LA VARIANZA

concentracién/pajuela fresco

Variable

N R2 R2 Aj

concentracién/pajuela

fres.. 36 0,32

0,21 3,55

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl

CM F p-valor

Modelo 1,42 5
tratamientos 1,42 5
Error 2,95 30
Total 4,37 35

0,28 2,88 00,0307
0,28 2,88 00,0307
0,10

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,55067

Error: 0,0983 gl: 30

tratamientos Medias n

E.E.

G1D2 8,67
G1D1 8,67
GOD1 8,73
GOD2 8,73

6 0,13 A
6 0,13 A
6 0,13 A
6 0,13 A

73

20/9/2019]



G2D2 9,12 6 0,13 A
G2D1 9,12 6 0,13 A

Medias con una letra comun no son significativamente

diferentes (p > 0,05)

concentracién/pajuela postdescongelacién

Variable N RZ2 R?2 Aj CV

concentracién/pajuela post.. 36 0,21 0,07 3,12

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 0,62 5 0,12 1,55 10,2034

tratamientos 0,62 5 0,12 1,55
Error 2,40 30 0,08
Total 3,03 35

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,49704
Error: 0,0801 gl: 30

tratamientos Medias n E.E.

GOD2 8,85 6 0,12 A
GOD1 8,92 6 0,12 A
G2D2 9,12 6 0,12 A
G1D1 9,12 6 0,12 A
G2D1 9,15 6 0,12 A
G1D2 9,22 6 0,12 A

Medias con una letra comun no son significativamente

diferentes (p > 0,05)

Nueva tabla : 9/1/2020 - 21:58:21 - [Versidén : 20/9/2019]
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ANALISIS FACTORIAL

concentracién/pajuela postdescongelacién

Variable

N R2 R2 Aj CV

concentracién/pajuela post..

36 0,21 0,07 3,12

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 0,62 5 0,12 1,55 0,2034
GnRH 0,58 2 0,29 3,59 0,0399
Diluyentes 0,00 1 0,00 0,00 >0,9999
GnRH*Diluyentes 0,05 2 0,02 0,29 0,7494
Error 2,40 30 0,08
Total 3,03 35

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,28486
Error: 0,0801 gl: 30

GnRH Medias n

E.E.

GO 8,88
G2 9,13
Gl 9,17

12 0,08 A
12 0,08 A
12 0,08 A

Medias con

una

letra

diferentes (p > 0,05)

comun

no son significativamente

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,19268
Error: 0,0801 gl: 30

Diluyentes Medias n

E.E.

D1
D2

9,06 18 0,07 A
9,06 18 0,07 A

75



Medias

letra

diferentes (p > 0,05)

comun

no son significativamente

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,49704

Error: 0,0801 gl: 30

GnRH Diluyentes Medias n E.E.
GO D2 8,85 6 0,12 A
GO D1 8,92 6 0,12 A
Gl D1 9,12 6 0,12 A
G2 D2 9,12 6 0,12 A
G2 D1 9,15 6 0,12 A
Gl D2 9,22 6 0,12 A
Medias letra comun

diferentes (p > 0,05)
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KARDEX PARA EL CONGELAMIENTO SEMINAL

Durante el congelamiento Post descongelamiento
A B C D E F G H Conc.
Mot
Vol MIP
. N Masal
Identif. Conc SPz ) AlVol Esperm
vol eyac DOSIS | Vol.total | Vol diluy
carnero esperm | totales B:

E/50 F*0,5 (G-0)
base

(Cueto et al. 2016)

A. Identif carnero: Identificacion del animal

B. Vol eyac: Volumen del eyaculado en ml

C. Conc esperm: Concentracion espermética en millones/ml

D. Spz totales: NUmero total de espermatozoides en el eyaculado (C x D)

E. N dosis: Numero de dosis a obtener del eyaculado (Espz totales/NUmero de
espermatozoides por dosis= E / 50)

F. Vol total: Numero de dosis a obtener del eyaculado x Volumen de la dosis (F x 0.25)
G. Vol diluy: Volumen total — Volumen de eyaculado (G — C)

H. Vol A/VVol B: Volumen de diluyente A y Volumen de diluyente B (H/ 2)

Mot. Masal: Motilidad masal del semen post descongelamiento (Escala subjetiva:
Tiene motilidad masal-No tiene motilidad masal)

MIP: Motilidad individual progresiva post descongelamiento (Escala subjetiva:
maximo, 5; minimo, 0)

Conc esperm: Concentracion espermatica por dosis post descongelamiento.
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Pesaje de Agar papa + dextrosa para
preparar los medios de cultivo del
hongo Pseudopeziza medicaginis

Colocacidn de agares en cajas Petri
para una posterior contaminacion
con el hongo Pseudopeziza
medicaginis.

Medios de cultivo con hojas de
Medicago sativa contaminada con el

hongo Pseudopeziza medicaginis

Cultivo contaminado con
Pseudopeziza medicaginis
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Pseudopeziza medicaginis observado

con el microscopio

Colocacion del hongo en botellas

Fumigacion del alfalfar

Corte del alfalfar
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Alfalfa contaminada con

Pseudopeziza medicaginis

Secado de los forrajes

Obtencidn de harinas forrajeras
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Realizacion del balanceado

Vaginas artificiales

Extraccion seminal
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Evaluacién de concentracion seminal
de las muestras seminales

Elaboracion de pajuelas seminales
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Extraccion de pajuelas del tanque de
nitrégeno

Evaluacion de pajuelas post
descongelamiento

Observacion de espermatozoides en
camara de Neubauer
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Observacion de integridad del
acrosoma

Motilidad masal

Anomalias morfologicas
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