LUNIWERSIDAD DE LA REPUBLICA

FACLULTAD DE AGRONOMIA

EFECTOS DE LA CENTRIFUGACION SCBRE LA MOTILIDAD, LA CONCENTRACION
¥ EL PORCENTAJE DE ACROSOMAS INTACTOS EN SEMEN ODVING
CONGELADO Y DESCONGELADO

por

Julian AMEIELLE MATOEAS
Alvaro CARDOZO ORTEGA
Luis MARTINES FEREIRA

TEEIE presentada como uno de |os
requizilos para cbhiener el titulz de
INGEMIERD AGROMNDOMO

MOMTEVIDED
URUGLAY
a8



Tesis aprabada par

Director:
Or. Alvaro Lopez
Nombre complato y firma
Dra, Baguel Pérez
Moambre completo y irma
Dr. Daniel Queirolo
Mambre complets v firma
Fecha
Aulores

Julian Ambielle Matosas

Alvaro Cardozo Ortega

Mambre completo v firma

Luis Martinez Pareira

Mombre completo v firma



AGRADECIMIENTOS

El grupo agradece ala Ing Chiesa, a la Dra Van Lier, al Sr. Garcia v al Sr.
Goralceyk por 2us apones ala realizacion de este frabaje, y a todos los que da una forma u
otra colzbararon a la ggcucion del misma,

Agradezeo particularmente a mi primo Juan Danigl Sanizllan por su nvalorahbls
ayuda, sin la cual no hubiera culminade mis estudios, v @n general a tods mi familia.

Quiero agradecer a Luis Martinez v a Julian ambielle sin los cuales no podria haber
defandido |a tesis, hago tambign exiensive miagradecimisnio a minovia Xenia Silverra, v 8
mis padres Osvaldo Cardoze v Laura Onega.

Cluisiera agradecer @ minovia, hermana y madre por todo el apoyo v cormprension
brindada, a mis companeros de tesis, paricularmente a Julizn Ambielle por el compromiss
gzumido desde oz inicios de este emprendimiznte, v a todos aguelios gue directa o
indirectamanta contnbuyeron para que asta obra se hiciera realidad



TABLA DE CONTENIDC

PASINA DE ARRDBEDIAL .\ e ssessson s s nk i o s ey gbs s i soaiias s sio pas 5 Al
AGRADECIMIENTOS | R B R e [
I, INTRQDUCCICN. 1
Il REVISION BIBLIOGRAFICA 2
A INTRODUCCION 2
B, EL SEMEN ¥ SUS CARACTERISTICAS 2
1. Plasma seminal 3

Z Espermalozoidses L d

2 TSR v it s A 4 R s Y A B A AT 2

b Metabebismd: ol mnatini i s i ia s i e s 5

e Factorss que afectan 18 sUpemiveNCIE. ...

G M AN I DR NI s e s s e e T e s 8
1. Extraccién del semen. . &

a. Recogida del semen por Vagina Artificial, .. ... v

b. Recogida del semen par estimulo electrica, | &

D. WALORACION DEL SEMEN g
1. Intreduceién . . 3

2. Tesls Macrscopicos 0

a. Colory olor del semen. 10

b Welumean de semen 11

S DONBISIENISIA. et "



4, Tesls microscopcos , PR 11
a Concemracidn de espermaloZoid@s. e s e 1T

+ Matodo del Recuento Celular Directa. . . 12

+ Colorimetro.. .. 12

¢ Comador electrénico da particulas. 12

b Motilidad de los @spermaloZoides. i i Ta

« Onda de mevimiento. ... .4

+ Proporcian de espermatozoidas moviles. ... 15

+ Método del Hemocitometrs 15

+ Folografia con exposicicn de tiempo. i

+ Analizadoras computarzados 16

c. Morfologia de os espermatozaides. . 16

4 Tests bioguimicos. 7
& meficiente Fespitatori: s i e e e S e e S L H e 2 v
b, Indice de Fructalisis | 17

2 Poder deshidrogenanta B ¥

5 Tests bioldgicos .18
a, Porcentaje de prenez 18

b Rezistencia del eapermaloZoid| oo e e i e et e b e e .18
E. SIGMNIFICADD DE LA CALIDAD DEL'SEMEN. ... icindinaianiid:A9
1 Motilidad, 19
¢ Modologia celular, Integridad Acrozamica (FAL 20



T e o e W e G LA R R

3. CONSERVACION. .....oocieeie 23
1. Principios de le conservacion dal esperma. oo, i 23

8 TEMPEFAILUIA. .o : 23

o B T o = = e Ry ; &

c. Presién osmotica y equilibrio alectrolitico. ... 24

d. Accion amoriguadora y ol 23

2 |nhikicion del crecimianto de microorganismas. | 25

. Proteccidn de los esparmatozoides contra el fria, 24

2 Alternalivas de conservacion del semen R

a, Conservacion atemperatura ambienie 27

b, Conservacion durante poco tiempoe a en frio 28

c. Conservacion mediante congelado G0

L (ot P

+ Proporcian de gheeral 2n el diluyente, L L a4

« Adicionde glicerol ... 30

H METODOS DE CONGELACION. ... 38
1 Descongelade del semen. A0

| FACTORES QIUE AFECTAN LA FERTILIDAD EN LA LA e 43
MATERIALES Y METOQDOS | 47

A LCCALIZACION Y ANIMALES 47
B, MANEJO DEL SEMEN 47
C DISEND EXPERIMENTAL ¥ ANALISIS ESTADISTICO. a8



Wl

VI

WL

RESULTADOS

DISCUSI0N

COMCLUSIONES ...

RESLIMEN,

BIBLIOGRAFIA.. ..

44

58

81

)
[



L. INTRCDUCCION

La inseminacicn arificial es una técnica con destacada importancia en 1o gue
respecta al mejoramienio genstico, que ha logrado su maximo desarmclio en los bovinos, y
gue sin dudas puede alcanzar buenos resuliados en ovinos, sigmpre y cuando s ulilicen
semantales de probado mento genética, semen congelado de huena calidad y una técnics
sencilla, econdmica, rapida v efectiva de inseminacion {citado por Lopaz, 1987)

Mo obslante ¥ 2 pesar de gque hace ya muchos anos que se practica la LA, en
ganado ovino (Duran del Campo, 1980), la difusion d2 asta técnica se ha visto imitada en
su desarollo como consecuencia de [os bajos niveles de ferilidad logrados con semen
congelado, lo gue restringe a LA, en esta especie 3 |3 uthzacion da semen liquido, o qus
limita el uso de mataral genético supenor. por la imposibilidad de mantenaro por mas de 24
hioras(Colas vy Courot, 1977

Las causas de esios pobres resultados s pueden resumir en tres punios: 1) falia de
una lécnica de cangelacién y descongslacién, y de diluyenies adecuades para el semsn
owing (Visser, 1274, cilado por Pérez, 1927 2] la dificultad que presenta el cervix de la
aveja parad | transporie espermatico (Azzarini, 1991; Fernandez Abella, 1987 Lightfoat v
Zalamon, 1270] v 31 a la dificultad de efectuar la 1A intrauterina (Fukui v Roberts cilado par
Ferez, 1987}

Segun Duran del Campe, (1987) s evidente que 13 fertilidad del semen ds carnsro
@5 20% a 26% inferiar a la de semen congelado de toro. mignlras gue en los bavinos &l
semen puede introducirse en el cervix en profundidad o incluso en el Uterc, en los ovinos
no puede depositarse mas alla del cervix

Far su pare BEvans v Maowel (19890 expresaron que aparentements @ fertilicaa
relativamente baja del semen congelado. después de la inseminacion cervical, estd
relacionada can la raducida vabilidad de los espermalozoides sometdos 2 procesas de
congelado v descongelado. Ademas existen muchas dificultades parz obiener una
adecuada poblacian de espermatozaides viables a nivel de cérvix, y 50 transporte a lravas
de este v del diero parz llegar al oviducto. En dltimo caso son pocos los espermatozoides
vidbles o sin danar que son capaces de [legar al lugar de la fertilizacion, por o qus |2
fartilidad se ve muy disminuida

£l objetive del presente trabajo fue evaluar el efecto de la velocidad de
centnfugacion sobre la concentracion, fa mofilidad v 12 morfologiz espermsatica del semen
ovino cangeladn en pajuelas. Con &l presents frabajo se pretends aumeniar el numero de
szpermatozcides por unidad de volumen ¥ por o fante por pajuela cuando se ullice la
presents scmca de congelacion de semen de camesro.



1. REVISION BIBLIOGRAFICA

A INTRODUCCION.

La mullipheacién de animales de calidad superior &n una poblacién 25 uno de os
eglementos esenciales del mejoramisnte genstico. La velocidad del progreso genético
depends, entre aotros lactores de la tasa reproductiva de los animales. que pusde opsrar
mediante la modificacion de la intensidad de seleccidn y de los intervalos generacionales
Azzarin (1992)

En los dltimoas veinle anos se han consequida progresos importantes an las técnicas
de coniral de la reproduccion en [os ovinogs, ias qus aplcadas 2 [os programas de
mejoramiento genefico pueden influir nolablemente en la rapidez del cambio genético
AZZArMI [1922).

El mizmo autor destaca como las mas importantes la Inseminacien artificial (LA, 13
superovulacion, 1a transferencia de embrionss v 12 crioconssrvacion de gamelos

La L&, =5 el matodo de reproduccion en el que |os gametos masculinos son
transporados al tracio genital femening, a travas de medios mecanicos gue sustituyen a los
habituales drganos especializados. (Duran del Campao, 1985}

Ademas de la mperancia gue esta tecnica tene desde 2l punbc de wiste del
progreso genstico, ssgun este autor |8 misma cuenta con a fundamental veniaja de parmibie
el incremento de la cantidad de hembras fecundadas con un 2olo regroductor,

Por 2u parte Evansg v Mawwell (1290 desiacan, ademas de las yva mencionadas
ventgas, las  der facilitar &l transpors del matsrial genghoo permitic una prologads
consarsacion del semen, aumentar |z eficiencia reproduciva, reduccion o eliminacion de
sementales, prevencion y contral de enfermeadades, utlizacion de machos ncapaciados,
mantenimiante de registros seguros,

Fernandez Abelia (1987), cancluye que la | A, ademas de permilir la introduccion de
una ceracteristica sltamentz heredable o un cardcter transmitdo por uno solo gsn o
pEqueno grupo de ganes, permile aumeaniar &l nomsaro de ovejas positle de fecundar por
avaculado v por ende por camero, mejorar sanitariamente 2l semen uilizado, evitandoss
enfermedades nfectocontagosas y permite sustituir la alimentacidn dastinada a machos

Mo obstante las destacablss venlaas de esta  lecnica, exsten  algunos
inconvenientes  enire 05 gque podemos  mencionar  riesgs de  consanguinidad,
reproductividad insegura, propagacion de enfermedades, fertilidad reducida, costos
elevados (Evans y Mawwell 1590
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En la aciualidad, la 1A se limila a situacionas puntuzles a rivel comerncial v mas
recuentemente a los planteles, cuyo objeto es wilizar de manera amplia un sclo carmers o
facilitar el métade de servicio individual cuando se deses smplear varios carneros [Azzanni,
1902).

Este mismo autor sostiene que la falta de una 1écnica eficaz en al uso dal seman
congelado ha sida una de las pnncipales Imitantss para el aprovechamisnto pleno defa LA
como ayuda para el mejoramiente genalico. La inseminacion cervical tradicional es
zZpicable cuando se utiiza semen fresco o refrigerado, pero no cuando €l semen ha sido
congelado. La principal dificultad radica en poder establecsr un numern suficisnts ds
esparmalozades viakles en el cuelle utenng, asi como en las dificultades del transporie a
raves de este (Azzarini, 1992

B EL SEMEN ¥ 5US CARACTERISTICAS.

El semen ez el liquide generativo del macho gque contiens los gametos masculines o
espermatozoidss. El mismo esta constituido per dos constiluyentes principales &l plasma
saminal v loz espermalozaides propiaments dichos (Evans v Mawwell, 1990}

1. Plasma seminal.

El misme conshituye una mezcls de liguidos secretzdos por las glandulas
vesiculares, los epididimes, conductos deferentes y otras glandulas sexuales accesorizs. Bl
plasma seminal desempena basicamente tres funciones (Evans v Maxwell 1990

I} Actia come vehiculo pars los aspematozoides.
il Actua como activador de los esparmatozaides, praviameante no maviles,

il) Proparciona un medio nco en nuinentas tamponade que colabora en maniener |a
supervivencia de los espermalozoides daspuss de depositarse éstos en =l aparato genital
de |a hembra.

El plasma saminal normalmeante a3 un liquido nautra & 3oldnico sienda su prncpal
componante &l agua (7%

La presién asmdlica del semsn se mantiene fundamentaimente &n base a los
camponentes organicos, los que predominan sohre 0% inorganicos. aungue  existen
cantidades considerables de sedio, potasio y cloro. Las principales meléculas organcas
presentes  an al semen owvine Son  fruciosa,  sorbitol, inositol,  acide  citrica,
glicerifosienlcoling, fosfolipidos, prostaglandinas v profeinas La fructosa, dervadz de |z
glicosa de la sangre, 22 el azucar mas lacimenis metabolizable v constituye 13 princigal
fueniz de 2nergia para los espermatozoides (Evans y Maxwell 1890
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rMormalmente el pH del plasma seminal s& mantiene muy carcanc a 7, participando
para alle un complejo sistema amortiguadoer que bene por funoion ewtar los cambios
bruscos de pH protegiends de esta manera las celulas espermaticas, que de otra forma
varian enormemente alectada su supervivencia [Evans y Maxwell, 1990)

Las prostaglandinas, por su parte s& encuentran en una alta concenlracion en el
szman de carnaro y de macho cabric, 5& ha sugerido que las mismas podrian colaborar en
&l transporte de los espermatozoidas a traves del aparato genital femening debido a que las
mismas 2on capaces de estimular poderogas canfracciones de la musculatura uterinag, no
abstants la sxplicacion de esias altas concentraciones no esta del todo clara (Evans v
Mawwzil, 19208

Ezpermatozoides

k3

Estructura,

Al

Los espermalozoides 2on células altamenle especializadas formadas por dos partes
principales: la cabeza vy la cola,

La cabeza rodeada por una membrana celular deble, 25 plana y ovoide y ests
ocupada en su casi lolalidad por el nocleo. Este a su vez esla constituido basicamente por
a5 cromosomas, responsables de la informacion genstica paterna. es5ta cubiemo por una
doble membrana porpsa, La parte antenor de la cabeza esla envuelta por una capariza
sspecial denominada acrosoma, portadora de las enzimas necesanas para 2l proceso de
fantilizacion (Evans y Maxwsll 1990)

La cola por su parte, semeante & un flagelo, es el grgano locomotar dz los
espermalozoides, provizta de un hag de fibras axiales desplazado longitudinalmanta El
movimiento de (@ cola 25 el responsable de la propulsion de los mismos en os medios
iquidos. La misma esta unida a la cabeza mediante un cuello corto conocide como regidn
de implantacion. En épocas calurosas o situaciones sstresaniss el cuslio pusds lesionarse
separandose de esta mansra [a cabera de la cola Esta dltima a su vez puede diferenciarsa
en tres regiones fJundamentales pieza proximal, pieza principal ¥ pieza tsrminal.

La pieza proximal es |la region mas gruesa de le cola provisia de una lamina
mitecondnal, siendo las mitocondnas las responsables de suministtar la energia necasana
para la locomocion, La pieza intermedia, constituye la parte mas larga de la cola y contigna
la mayor parte de ia magquinana propulsora estando revestida por una vaina fbrosa. La
pieza terminal por 2u parle es relalivamante cora vy no liene vaina |
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[z, Metabalismeo.

La energia necesaria para mantener la motilidad v viabilidad ds los espermalozoides
procedes de los azicares, especialments de la fructunsa, presentes en al plasma seminal El
metabolismo de estos azdcares deja como resultado una concentracion crecisnts de
didxido de carbono, agua y en menor importancia acido lactcol{Evans v Maxwell, 1950}

El anhidride carbonico en altas concantracionss tene |2 capacidad de inhibir la
malilidad de los esparmalazoides ulilizandose este orincipic para la conservacion de ssmsn
2 coro plazo. Mo cbstante, si bien 25 posible anular este sfecto medante dilucdn con
diluyents fresco. |a acumulacidn de acide [Actico melabdlico an el semen puede descendar
2l pH v reducir irrevarsiblementz la viabilidad de los espermatozoidas. Como consecusnaa
ae ello s& recomenda la utiizacion del semen lo mas fresco gue sea posible (Evans y
Maxwell, 19907,

o, Factores que afectan la supervivencia.

El semen, sea de cErnero o de macho cabrio, 5 muy sensible a los cambios
ambientales y atras circunstancias por 1o que es imprescindible tomar medidas precactonas
para conservar |2 calidad del semen en buenas condicicnes. Enire los faciores que pusden
alectar la suparvivencia dal semen se pueden destacar

iy Temperatura: la femperatura del g2emen en el momento de la aeyaculacion e:2
prosima a la del cuerpo (23770 El metabolismo de los espermatozodes esta inhmamenis
asceiads a los cambios de temperatura, La exposician del semean a temperaluras supenores
a la indicada delerming un aumento del ritme metabalico o gue a su vez condicicna un
agotarmisntn de |as resemnvas de ensrgia v por consiguiente un descensa de la vida madia de
los espamatozoides. Por ofra parte la disminucidn de la temperatura reduce el metabolizmo
y &n el casoe de que dicho descenso se produzea bruscaments, parlicularments por debajo
de 10 °C. la viabiidad de oz espermatczoides se wvers drasticamente afectada. Este
fendomeno se conoce como shock de frin. Mo obstante el nesgo del enfriamignto subito, &l
enfnamisnto lento del semen a 2-5°C no es fatal, sing gue gor el contraris la reduccidn del
metabolizme asociade a las bajas temperaturas contibuiria a prolongar |2 visbilidad de los
pspermazoidss (Evans y Maowsll, 1990)

i Luz: La luz solar direcia es muy penudicial para el semen, Lina exposicion corta a
la |luz solar puede raducic 1@ viebiidad de |los espemmatozodes y 51 853 Saposicion e
prolanga por espacis de 30-40 minuios, la miama puede ser determinanie de muerte
celular. Consecusntemente, s aconsejable svitar la exposicion directa dsl semen 2 1a luz
solar por o gue las operaciones de recogida y manejo deben  hacerse en intenoras,
protegqidas de los rayos solares directos.



O

) Contacto con metal: El contacio con metal, de cualguier lipe @s peligroso para las
espermatozoides, por esta razdn, solo se debe utilizar matenal de vidric o equipos de
matenales sinteticos ineres cuando se trate de recoger, diluir, conservar e incluso practicar
la inserminacion.

vy Contacto con agua: £l agua reduce |a presion osmotica del plasma seminal lo
Jue puede matar a loz espermalozeides por deshidrataciaon, Por tanta, el agua s& companta
come un pehigroso agente espermicida, por o que nunca debera ponerse en contacio
directo con &l semen

vl Impurezas y bacterias Los contaminantes del semen, cualquiera fuers su fipo
ihactenas. polve, pelos, orina, etc.) reduciran la viabilidad de los espermalozoides

vl Desinfectantes: Los desinfectantes y antiséplicos son muy peligrosos para los
asparmalozoes, por lo que se evitard su uso, Para esterilizar el materisl se puede utilizar
alconol al ¥0% en agua, si bien debard secarze cuidadosamente previo a su ulilizason. El
material de vidno puede esterilizarse mediante calor seco.

vi} Exposicion 8l &ire; 2l oxigens del airg incrementa |la sctividad metabhalica de los
espermatozoides lo que conduce a una acumukacion crecients de Zcido lactico. Este acido
pusde reducir €l pH del semen por debajo del optimo {pH=7} con la que |la viabilidad de los
ezpermatozeides se reducira nolablements, par consiguiente €l semen, una vez recogide.
debera usarse de inmediato, va sea para inseminacion o para conservacion,

viil) Ademas de los puntos resaltados, existen olros de fundamental importancia en
0 que respecta a la supsrvivencia v visbiidad del semen como ser pH oy susiancias
tamponas del diluyente a utilizarse y presion osmotica del mismo,

S, MANEJO DEL SEMEN

1. Extraccicn del semen

En la generalidad los meétocdos para la colecta de zemen e pueden dividir en dos
grandes grupos: metodos indirsctas y metodos directos (Femandez Abells, 1987).

En la actualidad los metodos de mayor difusion vy utilizacion son oz metodos
directos, vagina arificial y electroeyaculador, habiendo quedando &n desuso los metodos
indirectos debido a8 gue no garantizaban una buena asepsia v cantidades adecuadasz de
semen (Salizbury, 1978, Fernandez Abella, 1987 Lopez. 1987; Azzanm, 1951



a Recogida del semen por Vagina Artificial.

Es el matodo de mayor preferencia dada su rapidez v limpiaza, praparcionanda un
semen recolectade dg mejor calidad, no siende esirgsante para el zemenial permitiendo
rapetidas colecoiones an el dia (Evans v Maxwell, 1950

La vagina artificial e2 una imitacian de la vagina de la oveja la que proporcona al
estimuls termico (temperatura) ¥ mecanico [Dresion) Necesarios para producir 1a ereccion v
postenar eyaculacion del macho previa desviacian del peng de manera que penelre en a
misma (Lopez. 1987).

La misma, similar a la utilizada en toros, consigle en una capeniza extemna de 20 x
55 cm fabricada en goma resistente, plastico o otro material sintéticc que tenga
propiedades aislantes, y un conducto interna fabricado en goma o atro matenal sintética
apropiado, el que debera ser ligeramente elastico. E! tamanfo de la vaging asta en ralacion
con la lengitud del pena, El conducts interno suels tener 2-3 cm mas que |8 capsruza
externa con el fin de poderze plegar scbre esta, determinandcse entonces un espacia ibre
entre ambos conductos El conducte exismo o caperuza normalmenis tisns una valvula
ubicada lateraimente la que parmite el ingrezo de agua y aine al espacio Fbre de manera de
lograr las condicionas necesanas que aseguren 13 eyaculacion del macho sometido 2 este
fratamiento (Lopez v Valencia, 1982)

Uno de los extremos del conducio intemo se deba lubricar ligeramente con vaselina
neutra o acelles minerales qus no danesn los espermatozeides en una extensicn gue no
supere [os 3 cm En el otro extreama se debe colocar un tubo de vidrio estsnl v caliorado
cara recoger 2l semen.

La tempsratura de la vagina artificial, inmediataments antes de recoger o semen,
debera ser de 42-45 ", lo que se puede cantrolar mediante 1a insercion de un termometre
I ¥ [a presion adecuada es de 40 - 80 mm de mercudio lo gue se consigue meadants
insuflacion de aire a traves de la valvila mencionada (Duran del Campo, 1980; Ot y
hMemaon, 1980). La presion aplima para algunos machos 2olo puede conocerse a travas de
la expenencia (Evans y Maxowsll 19900

La vagina debera estar limpia, seca vy esteril, evilando utilizar la misma vagina para
distintas recagidas de semen. Después de cada uso s debe lavar, enjuagar con agua
destlada v secar profundamente. Se evitara en todo momento, |z presencia de agua en 2l
fubo intemo debido a laz caracleristicas espermicidas de la misma

=l semen se debe recoger en un ambienis libre de polvo v se debe limpar
sudadosamente el prepucio del macho asi coma la pane frasera de [a hembra sefuelo a fin
fe evilar cualaqwer contamimacion del seman. Asimismo vy con 13 finalidad de evitar &l shock
2e frio los vidrios de colecta se deben calentar a una temperatura de 35-37 °C (Ouran del
Campo, 19380)



La frecuencia con la que se puede coleclar ¢l semen depende de la edad, de la
condicién vy del temperamento. Los carnaros pusden montar v ayacular antre 10 y 15 veces
por dia

El volumen la concentracian y consscuentemeante & numearo de espermatozoidss
por eyaculado disminuyen con las sucesivas oolectas, sin embargs un régimen de 3-3
recogidas dianas, duranle periodos de 4-5 dias, separados duranis periodos de 2-3 dias de
descanso no reducird sensiblemente |la cantided v calidad del semen (Evans v Maxwell
200,

L. Recogida del =emen par astimulo eléctrica,

Dicha metodologia 52 basa en la estimulazion eléctrica de los cantros lumbares de |a
greccion ¥ eyvaculacion para cbiensr el semen, siendo Sste difsrente al recogido mediante
vaging artificial (Evans y Maxwell, 1920).

Existen difersntes tipos de estimuladeres eléctricos siendo el mas corriente el gque s2
conoce con el nombre de electroeyaculador &l cual consiste en un 2lectrode bipolar de
aplicacion rectal {15-20 cm). Dicho estimulador es accionade por peguedas baterias que
determinan una salida de 6-12 voltios (120-200 miliampenos} debigndose aplicar sucesivos
estimules altarnando con pariodos de dascanso (Maxwsll y Evans, 1980

Mo obstante lo comenta de esta técnica, exslen opinianes diferenciales ssqun los
distintos autores en lo que respecta 3 1@ duracion de fos estimulos v paricdos descanso,

Fernandez Abella (1987Y) dsterming estimulos de 3-4 segundos de duracién y
pericdos de descansc de igual duracién siendo necesarios dos 2 bres choquss sléciricos
para gue se produzca la eyvaculacion, sugiriendc no aplicar mas de 3-8 chogues por
carners; Evans y Maxwell (1290) por su parte manegjan aplcacionss cortas de 3-8 segundos
sllernanda con descansos de 15.20 segundos.

Decha tecnica tiene |z primordial ventaja de que positilita la recoleccion de semen
zin la necesidad de un acostumbramignto previo del carmero. tal como sucede con 2l caso
ae |a vagina artificial. lguslmenie presanta fa utilidad de permitir la recoleccion de semen ds
aquellos cameros impedidos de realizar monta normal por defectos anatamicos no
nereditanos, asi como tambign permite la evaluacién de ferlilidad de sementales 2 campo v
confirmar resultados positivos de |as vasectomias realizadas previo a la utilizacian de loz
machos marcadores o retanas [Lapeaz, 1867)

Asimizmo la electrosyaculacan liene |a ventaa de que casi la totalidad de los
carnaras sxpermentan respuesta favorable a este tipo de tratamients (Lépez, 1987

Coma yva fuera mencionado, existen diferencias entre las caracteristicas dal seman
recolactado mediante electroeyaculacion y 2l recolectado mediante vagina artificial



L

El semen obtemdo por esta tecnica presente mayor velumen debide a una mayor
cantidad de liquido seminal provenients de las glandulas ansxas. La concentracion de
sspermatozoides s menor [0 gua determing una manar resisiencia al chogue de Ino y al
congelamienta (Fermandez Abslla, 1987, Lopsz, 1987

For su parte Duran del Campo (1980) detecto un pH mas =levado v una mayor
concentracion de fructosa an semen obtenido mediame estimulo eléctrica vy Marley,
Maornson v White (1977} encontraron una menor concentracian de glicerol - fosforilczlinag
ajo el misme tratamiento

Si bien la electroeyzculacion cuenta con algunas ventajas como las que ya
mancionamos, este metodo tiena al inconvenienta de que produce malestar an el macho
no permite realzar exiracoiones con mucha frecuencia v tiens nesgo de contaminacion del
s=2men con orna Estas causas son canducentes al hecho de que sea preferible gl metodn
de |la vagina artificial a la estimulacion eléctrica, tanto en ovinos come en ofras especies (Ot
¥ Memon, 1280].

0 WVALORACION DEL SEMEN.

T T L )

Es de suma importancia. tanto desde =l punto de vista biclogico come también
sConomico, que unicamente se ulifice semen con grandes posibilidades de fertilizar En este
sentide &5 imprescindible organizar metedos adecuados que permitan examinar cada ung
de los eyaculados previo a su ulilizacidn, desechandose todas aquellas muestras gue no
reunan las condicionas minimas necesarias. (Evans y Maxwell 1990)

El unico test con mayor grado de eficacia capaz de predecr la ferilidad de un
reproductar, 25 sin duda, €l porcentaje de prefez resultante de sus servicios naturales o
arificiales llevados a cabo en hembras zanaz y en condiciones narmales, Mo abstanis, una
meladalogia disporible, aungque de menor exactitud, 5 el denominado meétcde de
valoracion del semen, que mas alla de las excepciones se constituye =n una lecnics
sumamente rapida v bl permitigndo asimismo lograr una idea de la feralidad del semen
pravio a su comercializacion (Duran del Campe, 1980)

En respaldo de esla tecnica Azzanni v Fonzoni (19749), sxpresaron qus &l examean
de semen es una medids indirecta de la ferilidad Eslos autores obluvieron una correlacian
multiple de 0,49 entre 13 fecundidad y las siguentes caracteristicas del semean: movilidad. %
te sspermatozeides vivos normales, % de espermalozoides angrmales, % de cuslios
anarmales y % de piezas medias anormales.

LA valaracion del semen comprende |os siguientes examenes (Duran del Campa,
19800



TESTS MACROSCOPICOS

Color v Olor del semen.
Yalumen
Coansistenoa.

TESTS MICROSCAORICOS

hotilidad
Concentracion
Morfologia.

TESTS BIOQUIMICOS

Coeficiente Respiratorio
Indice de Fructalisis.
FPoder deshidrogenante v acidez

TESTS BIOLOGICOS

Forcenlae de prenss
Fesistencia del espermaiozoide

Indudablemente 2l manejo de esiz tecnica requiere Jde cierta habilidad siendo
meoortantes el entrenamignto y exparisnca previa en o que respecta a tales aobservacionss
requiriendose instrumental especifico el que debe utilizarse con total informacion vy
destress

En definitiva es esencial €l conocimiento de todos los detalles asociados g dicha
metedologia. Se necesita estar familiarizado con jos  instrumenlog ¥ CONDCET  5US
aphcaciones para descubrr nmediatamente los positles errores. Es fundamental no
descuidar en ningun momanio la limpieza dal instrumental asi como del labaratono

2. Tests Macroscopicas.

Inmadiatameants despuss de |a recogida debe hacerse un examen macroscopico del
semen eyaculado en el tubo de coleccion. El mismo comprende la observacion del color v
opacidad del semsan asi como |8 cuidadosa compraobacon de g ausencia de sustancias
gxiranas. Asimismo debe registrarse af volumen gque constiluye un dalo nacesario para
lograr una dilucion adecuada,

g Color y oler del semen,
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El semen normal de carners &5 inodong, salva en caso de procesos infecciosos, & su
vez la presencia de orfna serd determinante de un olor caracteristico, asi como supondra
una coloracion menaos ntensa.

Ern lo gue a coloracién respecta, el mismo 23 de color blanco lechoso o crema
oalida. o que puede vanar de un eyaculada a otra, aun haklando de un mismo macho. Por
=l parte |as coloracionas rosaceas son indicadoras de presencia da sangre y coloracionas
gnsss o pardas son indices de cantaminacion o infeccion del aparato reproductor.

o Volumen de semen.

El mismo se puede madr directameante 2n el twho de recogida, 51 esta calibrado. o
con mas 2egundad wiilizands una pipeta calibrada. Cuando la coleccion se realize mediante
vagna artificial el volumen promedio gira slrededor de 1,0 ml dependisndo de la sedad v
condicion del animal, frecuencia de recoleccian y destreza del operaro

o Consislencia.

La misma depende de |a relacion de contgnidc de sus dos constiuysniss,
pzpermalozoides y plasma seminal, Bl examen de cansistencia es un meétodo rapido v
simple que estima la concentracion del semen de acuerdo al siguiente cuadrz:

VALOR COMSISTENCIA  No. DE ESPERMATOZOIDES(*)
MEDIA  WARIACION

ACUOSA INSIGHNIFICANTE
1 MNEBLILOSA 07 0,310
£ LEGHOSA 20 1.0:-2.5
3 CREMOSA TEMNUE 3.0 2535
4 CREMOSA 4.0 3,54 5
5 CREMOSA ESPESA 50 4 5510

[*] Expresado en miles de millonas Mota: El semen lechoso, nebuloso o acuase no
debe utilizarse para Inseminacicn Anificial {Evans v Maxseell, 1290).

2 Tesls micrascopicas.

Concantracion dz esparmalozaides.

1k

Coma es sabido, 12 relacian de dilucidn esta estrechamente vinculada al ndmera de
zspermaiozoides por unidad de wolumen, de ahi la imporancia de determinar dicho
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paramelre con la maxima exactitud posible, Mamalimante el semen de carmero de buena
calidad contiene a razon de 3,5 - 6,0 mil millones de espermatozoides par mililitro.

+ Mztodo del Recusnto Celular Directo.

Consiste en contar direclamente gl numero de ezspermatozoides mediante o gus se
conocs como hemoctametro @ contador de células sanguinsas (hematies) Bl mismo asia
constituido por una camara de cantaje. un cubre objetos y dos pipetas de mezcla provistas
de un tubo flexible v una boguilla. La camara de contdje 25 un portd obetos de vidrio
grueso. provisio de dos reliculas de conlaje El diseno de la reticula varia sequn el tipo de
memocitametro, pere normalmente contiene grupos de diecisgis cuadrados pequenos
Sivididas por lineas dobles o triples en cuadrados mas grandes (Evans y Maxwsll 1990)

El semean &5 diludo generalmente en una proporcion 1:200 utihzandoss un diluyents
12l que permita inmavilizar a los espermatezoides para el contaje v dizpersarlos uniformente
a fin de svitar |3 aglutinacion de los mismos | Salisbury. 1978 Duran del Campao, 1980).
Entre los posibles diluyentes podemos destacar solucion de Clorure sodico al 4%
iSahsbury, 1878), solucidn de Clorszeno 3l 4% o Solucion de Floxing &l 10% (Duran del
—ampo, 1280)

La dilucién se realiza en las pipetas mezcladaras madiante agitacion vigoroza de
forma tal de lograr unas distribucion uniforme de las células espermaticas. Lusgo da la
dilucian la mezcla 58 introduce &n la camara de recuento, de volumen conocido, 58 degjan
sedimentar los espermaiczoides ¥ posteriormente se procede al conteo.

+ Colarimetro.

Este constituye un métada indirecla, porgue =l aparalo debe calibrarse meadianis
comparacion de resultados con muesiras de concentracion conocida. Por su exachitud v
rapides, la técrnica del colorimatro presta una notable colaboracion sn cenvos ds
nzeminacian donde deben obtenerse v procesarse al mizmo liempo las concentracicnes de
muchas muesiras de semen, no abstaniz su elevado cosio determima qus su ubhzacan no
z& justifigue en trabajos de pequeta entidad {Duran del Camgo, 182300

El metode e basa en la canlidad de luz que deja pasar la muestra liguida, |a

cantidad de luz transmitida 2 traves de la muestra varia inversamente con 2l niamere de
asparmalozoidas 2n la misma,

+ Comtador electronico de particulas.



Para utilizar esta metodologia es neceszrio diluir el 2emen con solusién salina
narmal & una proporcion 18000 La suspension s2 hace pasar despuds por aspiracion 2
través de una aberura circular gue mantiene un voltaje, Cuando las células sspermaticas
pasan por la aberlura, se producs un subite cambic de la resistencia elécirica Se amplifica
2l pulse del veltzie resultante y puede contarze electronicaments. Este método es muy
£xacio pero su aho costo limita su utlizacien rutinaria (Glover v Phipps. 1982, Foote v
Sredderman, 1969; citados por Salisbury, 1978)

o Metilidad de los espermalozoides.

Un hecho caracterizstics de las sspermatozoides. que a la vez es prerequisto para
a ferilizacion, 25 su motilidad. por lo gue la determinacion de ésta nos pusde suministrar
ana medida indirecta de |a calidad del semen (Evans y Mawwell, 1990)

For movilidad se enliznde el desplazamiento del espermatozoide el qus pusde
caracierizarse en los siguientes tipos (Femandez Abelia, 1987}

1 Frogresive o rectilinec, el ezpermalozaide s provecia hacia delante.

Iy digzagueante o de retroceso, el espermatozoide muesira un recomido vacilanie
con frecuentes curvas

i) Oscilatann, el espermatozoide gira sin avanzar con movimentos reducidas haca
amoos lades.

vy Vibratorio, el espermalozade muestra movimisntos convulsives sin progresa
cambio de posician

Los melodos comunes de determinacion de la motilidad de os sspermatozoidss
son principalmenta visuales y log resultados s2 expresan por lo generzl en lérminos
comparaivos 2n fugar de absclutos. Mo existen medios faciimenis utlizablzs ocara
caracterizar la distrbucian de la motilidad de las células espemalicas aisladas en una
muesira de seman, por lo que la caracienzacion de la mothdad s= realiza sobre 12 base de
una muesltra total o come |z media de la poblacian.

Las observacionss de motlilidad pueden verse influidas por la concentracidn e
celulas espermaticas y por otros numerosos factores enfre los gue podemos destacar
mélode de recogida del semen, factores ambientales, manego del ssmen despuss de
recogido v la wvaloracion y wariacionss del propio semental, por lo que debe ponerse
especidl atencion para detectar las mencionadas influgnoias v corrsgirlas. Las mismas
deben realizarse 2 |la lemperatura del organismo, en razén de gue la melilidad varia
nMversamsnte con la temperatura (Salisbury 21 al, 19788

Existen dos metadaes para cuantificar este aspecto, cuando el semen s2 utliza
fresco la valoracion por onda de movimiento es el maiodo mas practico, sin embargo
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cuards 2 mismo ha sido extensivarente diluide o congelado vy descongelado se debe
Jtilizar la metodelegia basada en la valoracion mediante proporcién de espermalozoides
progresivamente moviles (Evans v Maxwell, 1990,

+ Jnda de mowmenio

Dicha metodologia se base en la valoracion de la onda de movimiento de los
szparmalozoides |a que e: caracteristica de cada tpo de ssmen y espece. La misma
cansisie en colocar una gots de semen scbre un portachjeto limpio, seco y templado (37
“C) y observar la respectiva onda con pocos aumentos (Mormalmente 40x - 100x)
‘zlorandose en propercion al vigor o polencia de la misma Dicha estimacion, s bien a5
zubjetiva, |z misma puede resultar sumaments segura una vez que el observador ha
zadquinds la suficiente practica

La wvalaracion s2 realiza sobre |z base del siguiente cuadro [(Evans v Maxweall, 1890
JALOR CLASE OESCRIPCICH

L Muy buena Densa. ondas de movimignio muy rapidas
Mo s pueden observar las celulas
individuales. E! 50% o mas de los
espermatozordes son activos.

4 Buana Movimignta vigoroso, pero las ondas v
los remclings N 2on rapidos coma los
de valor & Alrededar de 70-B55% de las
caluias activas.

3 Fagular Solo aparecan endas de maovimienio
lzntn. S& pusden ver espermatozoides
aizlados. El 45-85% de las células zon

activas

2 Fobrs Mo aparscen ondas aungue s chservan
movimienios de espermalazoides. Salo
viven el 20-40% de las calulas
asparmatcas vy su movilidad es pobre

1 Wiy pobre fuy pocos espermatozoides (alrededor
del 104%%:) presentan 2ignos de vida
pero con movimientos debiles.
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0 Muerios MNingun espermatozoide presents
micasirmisnbo.

Las muestras de buena motilidad (4 o0 3 puntos) 2on las que 32 pueden ubibzar para
4 las muestras con valoracion 3 o menos 52 aconse)a desecharas

¢ Froporcion de espermmaiozoides moviles.

Esta metedologis se uliliza fundamentalmenta para muastras de samsn que se han
diludo y conservado ¥ gue por @llo puaden tener movilidad reducida (Evans v Maxwell,
1890},

La técnica mas sencilla y seguramente la mas difundida, consiste en la observacion
mediante microscopio de gran aumente (400x), de muestras de semen deposiladas sobre
porta limpio, seco y lemplada (A7°C), tratando el operano de visualizar varios campos y
«zlorar entonces [a proporcion de espermatozoides que son progresivameants maviles, Es
nacesario desarrollar un sistema de calentamisnto gue mantenga la temperatura indicada
en forma constanie (Evans, Mawswall 1280

£ste metodo saglun citan Salisbury et al (1978) fue desamoliado en la Universidad
Za lllinois donde se determind gue la exactiud del mismo dependiz del gradeo de dilucian
cel control de ls empearatura, v de la habilidad del 1Benico. Asmismo esla 12cnica podia
norementar sus resultados, en lo gue respecta a la precision de las determinacones
mediante a utilizacion de microscopio de contrasie. suginéndose &l emplso de coloraniss y
zustancias fluorescentes, asi como Uz uitraviolets para el casoe da ohsarvaciones de samen
diluide sobre la base de yema de huevo o leche, 1o gue mejora scusadamente las
detgrminacicnas segun astudies realizados por VWan Demark {1858, citada por Salisbury

A T

= KLy

Adesmas  dsl  desarrollado,  existen  otros  metodos  que  permiten  lograr
Jzterminaciones mas pracisas antre las gue podemos destacar:

# Método del Hamoaoitdmeatro,

Brady vy Gildow (citado por Salsbury, 1973) fueron los pnmeros en describic un
metodo anteramante objetivo. basado en al empleo del hemocitometra, &l cual cansiste an
Ziluir gl semen por una parte con suero sa3lino en una progorcion 1100 v por ofra con
zliconol en la misma proporcién para matar las celulas espermaticas. Las soluciones s
“oiocaban por separado en ambas camaras del hemocitdmealro, en las dos se conlaba el
tumero de espermalozoides mmoviles vy s& calculaba por diferencia &l nomero de
sspermatozoides con mavimiento.
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Szgun los estudics reslizados por Bane (Citado por Salizsbury, 1978) existe una
correlacion de 0,907 entre las determinaciongs de motihdad mediante utiizacien dsl
nemocitometre v [as hachas ocbzarvando 2eamen no diluido bajo cubrechjelos Mo obsianis
lo efectiva de esta técnica no se traduce en el plano practico o que ha desestimuladao su
utilizacion, empleandose  fundamentalmenta vy con resulladas  favorables para &l
adigstramiento de tecnicos.

Ademas permite monitorear los resultados cbienidos mediante |2 metodologia
anterigrments descripta, por lo que conviene comprobar s mismos ocasionalmante con las
telerminacicnes logradas mediante hemocitometro (Salisbury, et al., 1578)

+ Fotografia con exposicion de tiempo

La fotografia temporizada, realizada a traves del microscopio 8 campo Qscuro,
medianie axposiciones de das segundos cada una y consecuents proyecoion de las
MAQEnEs y Comparacian de |as mismas permite realizar determinaciones exactas en o qua
z2 refizre al numera de espermatozoides maviles y caracteristicas del mowimento para sl
Zaso de muestras sometidas & congelado v descongelado {Zalisbury, et al., 1278],

+ Analizadores compularizadas

Estos equipos permilen evaluar difereniss vanables de fa motldad (trayectoria,
glocidad, etc.) de gran cantidad de espermatozoides an tiempo muy reducido y en forma
aojetiva, La mayor limitante de fos mismios es su costo pero tambien debe considerarse gue
su condicién de “método abjetive” también tene |2 imitacon de (3 parica del tgcnico gus
realiza las manipulaciones (Rodriguez-Maringz et al 1397).

Mo chsiante lo exacio de esia técnica, este metode no es comientementa utilizado
cepido al allo coste del egquipn requerdo. bindands (@ pomera Senics considerada
resultados satisfactorios en lo gue se refiere @ programas da | A (Evans y Maxwell 159580

c. Marfalagia de los espermatozoides

Fundamentalmenle &l examen morologice del semen constiluye una prueba de
calhdad, Cada eyvaculado contisne una sere de espermatczoides ancrmales, pero sila
oroporcion de éslos as muy alla entonces &l seman debsra desschares (Evans v Mawowsl|
18901,

Para &l examen rutinano de |z morfologiz se puede utilizar |z fincion eosina
nigresina, colorante que tiene @ siguente camposicion Eosina (solubls en agua) 167 g -
Wigrosing (soluble en agua) 10,00 g - Citrato sodico 2 80 g - Agua destilada {c.2.p) 100 mi



Los compenentes del colorants se disuzlven en un recipiente adecuado v se calocan
=1 baneo de agua calients, previo a su utilizacion se debe fitrar

Los pasos a seguir para valersr la morfologia de |la2s células espermaticas son los
siguientes (Evans y hMaxwsll 1990)

I} Colocar &n lugsres separados. 1-2 gotzs de coloranie y una peguefa gala de
samen, sobre el extremo de un porta, templads (37 °C)L

iy Mezclar 2l semen y el colorante v exlendsr sabre el porta, pudisndess wilizer para
2l el borde de atro porta, de tal manera que 2o forme una delgada paliculz sobre s
mismae. 5ila misma es demasiado gruesa la observacion se vera dificullada

iy Permitir gue la muesira sequs v observar al microscopio {Aumeanto 400%)
v} Ewxaminar por lo menos cisn espsrmatozeides de  diferentas  campos,
zenziderando que cuantas mas células se valoren mas se incrementa |2 segundad de s

oruebs

Las muestras de semsn gus contengan mas de un 15% de espermalozodss
anormales deben desecharse (Evans vy Magwell, 19901

Tests bioguimicas,

Lil

Cosficiente Respiratorio.

lvanoy {cilado por Duran del Campo, 1920} observo gue el aumenia de la canlidad v
fundamentaimente actividad de [os esparmatozoides es corespondida con un aumento
caralelo de la absoroon de oxigeno Sobre |3 base de esizs consideraciones Walton y
Edward disefarcn un mecanisme capaz de determinar exaclamenia |z cantidad de oxigenc
consumida por determinada canbidad de espermatozoides. Mo obstante, si bien esta
constituye una tacnica que parmite estimar con buena pracision 3 ferihdad del semen. la
Tizma es sxfremadamesnte delicada como pars considararse come el rulinano

o Indice de Fructdhss,

El mismao constituye uno de los tests mas modemnos habigndose encontrado una
=strecha relacion entre fertilidad e indice de fructdlisis, sin embargo dads su complejidad ne
25 frecuentemente utilizads
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¢ Poder deshidrogenants.

Esta metodologia, desarrallada par Sorensen en 1941 (citade por Duran ge! Campo,
18980), denominada test de produccion de metileno v quizas una de las mas disculidas por
gzpecialisias e nvestigadorss, se basa en la actvidad catalizadora dessmpenada por
certds enzimas citoplasmaticas denominadas deshidrogenasaz qgue en determinado
moments provacarian una liberacion de hidraneno.

Un indice de |la actividad deshidragenants celular, la que [dgicamente debera vanar
zn funcicn de la cantidad y actividad de los esparmatozoides, se delerminara efectivamerie
midiegndn la cantidad de hidrégeno hberado. La misma puede ser estimada indirectameaenta,
de ahi su denominacicn, medianle agregado de azul de melileno, sustancia con alta
afinidad por el hidrégene que sl captaric se convierte en leucoazul de metifeno, lormandose
ncolors.

De esla manera, cuanto mas celulas espermaticas hava en una muestra o mayor
ted s5u gctividad, mayer sera el hidrégeno liberado v menor 2era el tiempo necesario para
Jue el azul de matleno se vuelva incoloro.

Si bien la cantidad y actividad de los espermatezoides no son de hecho sinénimo de
ferlilidad, 1a reduccion del azul de metilenc en pocos segundos es un dato sumamente
favorable y promisorio. Mo obstanie esta tecnica ha sido objeto de numercsas criticas en el
zzntido gue la actividad hidrogenaza no e2 patrimanio exclusivo de  [as calulas
zzparmalicas,

A pesar de 2l Gonsalus et 2l (1941} citado por Duran del Campo {(1980) demaoslid

gug las potenciales caélulas contaminantes del semen, no son suficientes como para vanar
gl iempn de reduccion del azul de metileno.

Tesis biolégicos,

ori

(NE]

Porcentaje de prefez

Constituye esta una evaluacion indirecta del zemen, midiéndose la calidad del
TiEma a fraves del porcentae  de hembras prenadas, ya sea por monta natural o por
nseminacion artificial, pero requiere en amkos casos gue las hembras =ean normalmente
fertiles y lengan un adecuado estado higigmco ¥ sanitano.

o Resislencia del espermatozode



Estos examenas se nan desarrollado con la hinalidad de investigar 1a resistencia de
5 msmos & determinados agenies agresores. Dentro de los mas conocidos se desiacan
rasistencia al clorure de sodio y el conocida como de shack termico.

El pnmearo de ellos deado por Milanov, pretende medir 12 resistencia de 1as cslulas
sometiendolas al efecta de volimenes crecientes de una solucién de MNaCl al 1%
chismendose de esta forma un coeficiente segun |13 relacion R=V/v donds V= volumen
zaztado de MaCl y v=volumen de semen ulilizado (Duran del Campeo, 1980

FPor su parle 2l shock 1érmico congiste en sumerqir, en agua a 0 *C, por espacio de
Tz minutos, und musstra ds semen. La difersncia obienida, entre la cantided de
sspermatczoides antes y despuss dal tratamiento, nos da una idea del indice de resislenoa
de log mismos. [0 que a 5u vez se cormelaciona positivamente con |z femilidad

E SIGNIFICADOD DE LA CALIDAD DEL SEMEN

El objetive da (os intentos por medir la calidad dal semen 25 garantizar que |a
‘zrtilidad consiquienta de dicha semen se encuenire dentro de los paramstros nomales.
sahsbury, 2t al., 1978).

2 Maotihdad

La evaluacion de la matiidad aspermatica consliiuye & &cmca mas frecuentemants
Jtlizada para estimar |a calidad del semen. sin embarge segun Elliot {1878) 12 coralacion
=ntre motifidad del semen fresco y la ferlilidad no es alta Estas alirmaciones son
ompartidas par Salsbury et al (1978 quisnas sostienen gue la motilided de una muesira
‘2 semen recientemente eyaculada no s una buena predicoan de (8 fedilidad, mode |a
zapacidad de las celulas espermaticas de sobrevivir al proceso de congelacion

Sin embargo, Lopez (1987) sostiene que la metilidad dael seman tras la
descongelacign tiene alta correlacién con la ferilidad sobre fodo cuando sz emplean
fzrmicas objetivas de evaluacian lo que es absolulamente coincidente con las alirmacionas
1z Salisbury el al (1978) en el sentido que 13 valoracon sxacta del porcentae ds celulas
frogresivas despues de la congelacion reviste enorme imporiancia permitiendo de esla
manara medir la vitalidad del semen descongelade y determinar la tasz de dilucidén que
Jebe emplearse.

Faor su parte Fernandez Abella, et al, {1952% observaron que |a fertilidad abtemda “in
cvn’ (tasa de procren) mosire una alta correlacion con |a motilidad evaluada “in vitra”

Estas observaciones s2 fundamentan en laz afirmacicnes de Ferndndez Abella
19%93) en el 2antide de que si bien las contracciones vaginales mavilizan &l semen hacia el
cugllo utaring, es |la motbdad |2 que determina |2 entrada v pasaje a traves del cérvix v la
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penetracion del oocito Ademas |z unidgn Otero-tubal constituye una importante bamera
capaz de reducr |z poblacion espermatica, jugando enlonces un papel trascendents |3
mctilidad espermatica a log efecios de sorlear |a mencionada bamers.

5& ha observado que fa motilidad disminuye cuando el semen e diluide, snfriada
S5 COoma cuanasa es somehdo a tratamenios de congelacion ¥ descongelacian. Las
posibles causas de esla disminucian serian la remocion o @ aligracian de componentes
cellares o gque provoca un trastorne del intercambic idnico (Curiel v Méndez, 1931}

Ademas 25 posible que el mecanisme de inactivacion espermatica por dilucidn v
lavade ses basicamenta parecido al envejecimiento de los espermatozoides cuando son
almacenados, este fendmeno se caracteriza por hinchamienlo y degeneracion del complejo
ico-proteica, seguids por cambios fisicos y guimicos come la oxidacion de grupos
sulfnidrilos intracelulares, esenciales para la movilidad normal, disminucion en €l contenido
e enzimas vitales como el ATF g incremante  en la permesbilidad ezpermatica o cual
actasions la perdida de proteinas intracelulares (Curnel y Méndez, 1981).

£ Morfologia celular, Integridad Acrosomica (PAI

Como consecusncia de que 2| porcentde de acrosomas intactos, en adelante PAI
esta comelacionade positivamenie con el porcentaje de no retormo al estro, incluso en un
grado mavor gue la motiidad, |2 misma constituyve una técnica de gran inlerés en la
evaluacion espermatica {Ellict, 1574,

Esto a su vez adguiere mayor Imporlancia si s considera que la motilidad no
siempre es afectads por ef dafo acrosémico sequn ha sido demaostrado por Tasssron, 2t al,
{1877

ldanticos resultados ha obtenido Femandez Abealla (1887) quien afirma que exisie una
elgvada comelacion entre el porcenigie de farmas anarmales v el podsr fecundante del
semen, de forma tal gue un eyaculado con un porcentaje de anormalidades supsrior al 20%
deberia desecharss

o2 ha observado que el espermalozoids ovino sufre mayor dafo acrosomico
duranie el progeso de congelacion y descongelacion que e espermatoroide boving, La
evaluzcion se realiza obzervando el borde apical en preparaciones dilvidas v fijadas con
aolucion de Hancook. Cuando el acrosoms nNo estd dafizdo el borde apical 22 observa comn
una media luna oscura en la parte ansnor de la cabeza del espermatozoide (Lopez v
Péraz, 1984).

Las ancmalias o ancrmalidades morfolagicas pueden clasificarse en (Fermmandez
Abella, 1987
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iy Primarnas: aguelias que s2 originan durants gl proceso de espermatogenesis y son
rundamenizlmente anomalias de acrosoma ¥y de cabeza,

in Secundarias aguelias que 2a originan luego de formados |02 esparmalozodas v
lzs mas frecusntes sonlas anomalias del flagelo.

Las anormalidades secundarizs tienen menor importancia debide a que son las
menos refacionadas con la ferlilidad del zemen (Femandez sbella, 1987

Mo se recaomisnda ulilizar muestras con mas de 10% de anormalidadss prmarias y
Z20% Jde anormalidades totales (Lopgez v Parez, 1934}

FOILUCION.

i bien, de acuerdo a los trabajos de Watson vy Martin (1978), la dilucidn del semean
no cAUsE una gran reduccion de |3 fertildad del mismo, mas alla de resultados obienidos en
favaor de 2amen no diluido en comparacion con aguel diluido, existen dos razones bhasicas
aue avalan dicha técnica ya ses para su uso inmadiatc o parz congalacion del misma,
zagun establaecen Evans v Mawwell (18990)

1) Razonss f2cmcas: La nseminacian artificial 25 una heramients de fundamsntal
mportancia en lo que a regroduccian se refiere en lanto gue permite potencializar el
numera de hembras a cubrir en comparacion con |la monta natural. Evidentemants es
posizle reducir el velumen z2i como el numero de espermalozoides  que conliens cada
dosiz con relacion a |8 inssminacion natural, o que aumenta sustanciaimenis e nimeans de
nembras viables de cubrir can cada eyaculado

2] Razones bioldgicas: El problema de reducir 2l numere de espermatozoides a la
s requenda, manteniends un volumen acepiakle, se soluciona mediante |z dilucidn del
semen. A su ver los diluyentes apropiados proporcionan 3 los espermalozaides nuinenles
(Fuente de energia), sustancias amortiguadoras de los cambios de pH y un ambiente
isotamica, Asimismo protegen a los esparmatozoides frente al denominado shock de frig,
cuando se enfrian y conservan o cantra las injurias ocasionadas por congalacian dal
Smen.

Salisbury {1978 por su parte manifiesta gue los diluyentes cumplen dos funoiones
fundamentales canservar la fedilidad de [as células espermaticas v aumentar el valumean
iofgl de fa deosiz de forma tal gue la misma pueda ser envasada v ullizada
convenienlemenis a la vez que permita mangar unag concentration ial de celulas qus
gzequren la maxima tasa de fertilizacidn sin desperdiciar espermalozoides.

La dilucion del zemen debe realizarse ian pronto comg zea posible una vesz
racolzctado v evaluado el semen,
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Como ya ha sido mencionade antenormente, pravio a la dilucion es necesario
determingt el numers de espermatozoides v volumen requendo 2 los fines de un programa
de Inssminacion Artificial:

A} Volumen: El volumen de ingeminado puede vanar ligeramente dentro de ciertos
lmites, El imite infenor viene determinado por el volumen minimo gque se pusds manejar
convenientemente, con cierla seguridad vy asimismo practicidad. El limite superior esla
delerminado por 13 capacidad del drgano o lugar de |2 insaminacion para retensr 2l semen.

De esta manera y de acuerdo al lipo de inseminacion se recomiendan los siguientes
valimenss:

nseminacion Vaginal: 0,30 - 050 m
Imseminacion Cervical: 005-020ml
Inseminacion Intrauterina 0,05 - 3,10 ml

[Fara cada cuerno)
{Eslas volumenes deben contener el minime numsaro de espematozeides maviles)

Bl Mumero de espermalozcides  Como regla general  se reguieren menas
sspermalozoides para la nseminacicn uierina que para la cervical & igualments mencs para
2sta ultma que para la vaginal Independignismente del lugar de inseminacién el namers
da espermatezoides moviles afecta la fertilidad, estableciéndase de esla maners un numero

minime de segundad de acusrde 3 los diferentes lugares de inseminacién 2l gue 3
cantinuacion se detalla:

FRESCO CONSERVADD COMNGELADD
A VAGINAL 300 NO EFECTIVG MO EFECTIVO
A CERVICAL 100 160 180
A INTRAUTERINA
A1WA CERVIR G0 0 a1
iSolo cabra)
B WiaA LAPARASCOPIA 20 20 20

La dilucion que se puede hacer del semen depende de |z concentracion de
sspermatczoides aclives en la muestra v del nomerc de dosis de nsemnacion que se
orecisen. Las muestras con baja concentracion o motilidad regqueriran diluciones mas bajas
DErD N0 5 recomienda utihzarlas.

Far su parte, Femandez Abella (1987) establece que |z relacion de dilucion es
mportante debido que 2 madida que aumenta la dilucion los espermatozoides pisrden
maviidad y disminuye su resistencia al shock térmice. No obstante Lopez (1987} no detects



Sferencias en lo gue a metilidad y porcentaje de acrosomas intactos respecta utilizando
Zizbintos grados de dilucidn

Aznarez y Meneéndez (1994) expresaron gue todo diluyente, para ser considerado
Ieal debe cumplir los siguientes requisiloz

1) lgual preszion oczmotica que =2l esperma (300-320 milicsmoles) y manlener
=quilirio electrolitico.

2i pH similar 2l semen (56-58) y posesr poder buffer, para amoriguar las
JEnacionas del mismse

2) Contanar nutrienles que sirvan como fuente de energia para los requerimientos
iz los espermatozoides.

&) Carente de toxicidad v tener buena estabilidad,

5) Suministrar proteccion a la célula espermatica contra los procesos  de
znfriamiento, congalacion y descongelacion.

5y Aumenlar el valumen del semean de forma tal gue permitan una manipulasion
zdecuada de las dosis.

5. CONSERMACION

Principios da la conservacion del esperma.

La conservacion del seman de carnero, 88 como gl de otras especies domasiicas,
pusds efactuarse en estads liquido (3 coro plazo) o congelado. El ehjetive, en cualguiers
oe los casons =5 el de disminuir @l metabolismo de [os esparmatozoides y poder prolongar
#s51 el tiempo por el cual mantienen su capacidad fedilizante (Azzarnn:, 1991)

= Tempsaralura.

Sequn Sahishury (1978) 12 tasa metabolica tiende a ser proparcional a la temperalura
ansoluta. por lo gue [a disminucion de la misma ha sido &l pincipal medic para disminuir las
reacciones guimicas y de esta manera prolongar la vida

For su pang Evanrs y Maweell (1920) sostienen que el fundamenlo de conservar el
s2men 85 prolongar la capacidad de fertilizacion de [os espematozoides medianta la
reduccian o detencion de la movilidad y del rilma metabdlico, 2 través de |2 disminucion
pdulatinag de la temperatura,
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o Fuenies de enargia.

Loz espermatoroides nacesilar la ensrgisz fundamentalments para cuorr os
requenmientos derivados de todos los procesos vilales y satisfacer los gastos resullantes
e la moviidad, aunque presumiblemente se reguiere energiz  adicionsl para s
conservacian Por estas razonss es necesanio ulilizar diluyentes que aporsn fueniss ds
znergis simples como la fructosa o la glucosa de manera de proteger las reservas v los
componentes celulares (Salisbury, 1978)

Lops: (1987) v Fermandez Abslla (18987 establscen gqus los diluysntss mas
frecusntemente ulilizados para semen de camerd son algunos azdcares simples coma ser
clucosa, fruclosa, lactosa, rafinosa.

Estos arucares tambign interviensn 20 el mantenimiento de la presion osmotica del
medic (Fernandez Abella, 1987,

Coincidianda con este dulimo actor, Salisbury (1978) estableco que 2l bensfico
resultanle de su adicién ne sole se debia al hecho de suministrar un sustralo
nmediatamente utilizabla, sino también al heche de  aportar electroliios para sl
manienimignto del equilibric osmatico.

Los azicarss di v tnsacaridos no pueden sar metsbolizados por los ezpermatozoides,
no obstante cumplen funcionss comao criopreservadores, ya gue contribuyen sl eguilibrio
asmohco apontando electrolitos (aalisbury, 1978}

Sin embarge, la ferilidad del zemen congelade con azucar como cnoprotector
Jtlizando yerma de huevo, fue inferior que cuando se incluia alguna cantidad de glicarina
Magase, et al., 1968).

Salamon y Eitar (1982) observaron que los espermalozodies de SSmen capring
zamelkios a congelacion leran una vanacion impeortante de concentracion de TRIS, sin
smbargo la sobrevivencia de as células dependia enormemente del tipo de azlcar
utiizade, Glucesa y Fructosa se comportarian mejor qua Lactosa v Rafinosa.

z Prasian osmatica vy equilibrio electrolitico

Los componentes. solutos, disueltos en el medio, ejercen ciena presion sobre la
membrana celular Este fenamenno se conocs comao presmon osmotica v aumenid o
dismiruys segon la concentracien de solutos en el medio (Evans y Maxwell 1980). Las
célulaz esparmalicas s& comportan como osmometros ¥ son capaces de experimentar
amplias modificaciones de tamane, degpendiendo de @ tonicdad del medio en que ss
ancuaniren Los sspermatozoides son capaces de tolerar um rango moderado de
osmolaridades sin disminuir fa fertilidad no ohstanle se sugiers ubilizar diluyentes sotonicos
para no producr alteracionss morfologicas ni funcienales (Salizbury, 1978
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La cemelalidad - numsro de particulas suspsndidas como soluto - influyen no
zolamante sobre la presion osmaotica de la solucion, sino también z2obre el punto de
congelacion del salvente, Una concentracion osmolal de un soluto en agua disminuye su
ounto de congefacion en 1.85 "0, es decir un miliosmal disminuye &l punto de congelacion
2n 000788 "C (Sahsbury, 1978).

1. Accicn amorfiguadera y pH

Lzs vanaciones del pH. va sea haciz la alcalinidad o acidez, disminuiran la viabilidad
Z2 los espermmalozoides por lo qus los diluyentss de semen mas recomendados contienen
zmoriguadores, es decir zustancias capaces de mantener el pH del medio csrcano al
zptimo {(Evans v Mawwell, 1990).

El pH aptima varia con la tempearatura de consarvacion y con los olros componemes
.

cgl diluyents, de forma tal que el optimo para un fampan Fosfato es 7.5 v para los
Tluyentes Tris v Citrato es de & 5.7 0 (Salisbury, 1973

Salamon y Ritar (1982) trabgjando con semen de chiveos de angora somelidos a
orocesos de congalacion profunda detectaron interaccion enfre concentracian de TRIS v
tpo ¥ cancentracién de fusnte de energia. Ceon diferentes concentraciones de TRIS-
slucosa o TRIS-Fructosa se lograron mejores resultados que con TRIS-Lactosz o TRIS
=afinosa. La mejor tasa de sobrevivencia para las diferentes fuentes de energia se obluva
on 430 mi de TRIS Las combinaciones mas sabsfactonas pare esa concentracion de
TRIS fueron 41.625 0 82.250 mM de glucosa y B3 250 0 124 825 mM de frustosa

2 Inhibicidn del crecimiento de microorganismas

Las diluysntes cormentsmente utilizados, normalmenta constituyen un  fguisimo
medio para la proliferacién de microorgamismeos, los cuales dan lugar a2 18 liberacion de
zustancias que pusdsn ser perjudicisles para los espematozoides. Debkido a eslo se
zugiare la utlizacidn de znlibidhicos comao s8¢ peniciling v estreptomicing para controlar
dichos microorganismos {Evans v Maweell 1990

En coincidencia con esto Lopez (198Y) establece que todos los diluyentes deben
contener una proporcion de antibiotico para contrelar los diferentes microorganizsmos
oatogénicos o no gue compiten con &l esparmatozoide por fuentes de energia v producen
catabolitos toxicos para esie

f Proteccion de los esparmatozoides contra el frio.
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Cuando las células son enfriadas a8 & “C, las mismas son sometidas @ un chogue
‘zrmico gue determina la pérdida de anzimas inlracelulares, polasio, lipoprateina, ATRP v
Jiraz suslancias. Ademas disminuys i3 motihdad v el flagelo pueds llegar 3 curvarse vy se
rziuce marcadaments la aclividad respiratora v la gledlisis, El acide etilznod@aming
tziracetico (EDTA) puede disminuir los efecics del dencminado chogue de fric v si las
zalulas ge enfrian lentameante, especialments por debajo de 20 °C 13 85100 85 manos gqrave

gue indica que los espermatozoides pueden expermentar wvanaciones adaptativas
Zalishury, 1978)

Este mismo autor senalo que se produce chogue a frigore cuando  los
sspermatozoides bovinos san samelidos a enfriamiento sobito. La magnitud del efecto
lepende de la emperzturz final, de la velocidad de disminucion de la misma, de |la relacicn
12 dilugion y de la longitud de tiempo en gue los espermalozaides se hallan expusstos a la
emparatura final.

cxisten dos grandes grupos de diluyentes para protaceion contra al chogue de fric,
25 gue contienen yema de huevo y los que contienan leche que reflgjan las onentacioness
21z las escuelas australianas vy francesas respeclivamente {&zzarini, 1591), Mo cbatanie
~opez {1987) sugrid que se podrian considerar dos grupos adicionales, los gue no
-ontenen ningunc de los ingredientas antericrmeante mancicnados y los gue cantienen
ZMNo0S

Sequn Salsbury (1978) los medios mas eficaces para proteger los espermatozaoides
frente & lesicnes por enfriamianto, son aguelios gue contengan leciting proteinas
coproteinas v compleos similgres que s8 encuentran en la yema de huevo. El mecanismo
crotactor puede sar la eslabilizacion de la membirana celular, que determing |a reducoion de
2 permeallidad de la membranzs lo que permite soporar lag alteracicnes ezpeclaculares
croducidas por el denominade choque a frigore.

Philigs {18939) fue &l pnmsro en senalar que la yema de huevo unida con 2l tampan
‘osfatos conservaba la motilidad v [a ferilidad de loz espermatozoides de toro refrigerado
_z formula era 0.2 g de KH2ZFO4, 2.0 g NaZHPO4. 12H20, 100 ml. de agua destiladz v 100
Tl de yama de huewva.,

Salizbury (1578) por su parte, frabajando con semen de lora, indicd que &l cilrata ds
zodio favorecia la visbilidad de los espermsatozoides cuando se |2 adicionaba un volumen
jual de yama de huava, El cilrato sédico liene la venlaja sobre al tampan fosfates de gue
22 un agenie quelants v tiene 13 capacidad de dispersar los glebulos grases de |a yema de
Tdevo, meprando asi @ visthibdad cuando se sxaminan ‘os  espermaloroidss  al
THLrOSCOpID.

Mas alla de las bondades gue presenta la yvema de huevo an o gue respecta a
oroteccion contra frio ewsten ofras sustancias, tales como |z leche, gue ya fuera
TEncicnada, cuvas proleinas (caseina) v ipoproteinas son las responsables dszola



—revencion contra @l chogque por fric (Sabsbury, 1978) Este diluyenie tiens la snorme
cantaa de que Bene un cosio reducido v es de muy facil chiencian [Lopez, 12987

Mo obstanie, previo a su ulilizacion, debe 2er somelida a un ralamento deslinado a
=nular la presencia de lactening, componente termelabil, asociado a la fraccion albamina,
iz gocion espermicida (Femandez Abella, 1887 Este sz logra medianle calenlamisnio de
z leche a 95 °C por espacio de diez minutos, debiéndose evitar que la temperatura alcance
23 4700 70 o que inactivaria los efectos prolectorss de |2 misma por coagulacion de las
croteinas (Lopez. 19871,

= Alternalivas de consarvacion del semen

= Conservacion a temparatura ambiente,

Este matodo fue desarrollado per Van Demark (1957} cilado por Salisbury {1578)
Tuien imento prolongar la vida de los espermatozoides provocando una anaerobiosis acida

tzzarrollade, conocido come VT (llincis Varable Temperatura), se constiluye sobre la base
iz 2,00 g de citrato sédico deshidratade, 0,219 de bicarbonato sodica, 0,049 de cloruro
cotasico 0.30g de glucosa v 0,30 g de sulfanilamida en un velumen de 100 ml de agua
dzslilada vy 20 partes de vema de huevo

Melrose, citade por Salisbury (1978) obtuvo un 56% de tasa de no-retornc a 112
2'as frabajando con esperma de loro sabre la base de diluyente VT, empleado a & ',
Juramte un periode de 2 - 6 dias. Ctro diluyente utilizado como testigo, con 2,0% de leche
zzsnatada en polvo glicerinada dio un valor medio de solamsnte el 40% durante &l mismo
cerioda, lo que demuesira que el diluyente IVT gaseado con COZ pueds utilizarse con
zaita para consen/acion de semen durante varios dias a temperaturas de 5 C

En sus ensayos, Malkoy, citado por Duran del Campo (1280) logre un 76,9% de
fertilidad conservando el semen medianle anzerchiosis acida utlizands un diluyente
constiiude sobre la base de: citrato de sodio (2,85 g), glucosa (0 82 q), bicarponalo de
zodic (0,22 g}, clorure de polasio (0,35 g), sulfamilamida (0,20 g). penicilina {100.000 U),
asirepiomicing (120 ma} ¥ agua desiilada 100 cc. El diluyente luego de preparads debe ser
gasificado durante 10 & 12 minuios con anhidndo carbonico, agregandose finalmente 11 g
g yema de huevo

Otra investigacion realizada a los efeclos de comparar la conssreacion en frio a 0 *C
mediante diucion sobre la base de citrato, yema de huevo y glucosa v la conservacion a
temperaiura ambienle (7 a 20 "C) durante dos dias diluido en base a acido citrico, no
maostrd diferencia algunz entre ambas melodologias (67 2% contra 67 9% de pranez). Os
eslo se desprende guz este 25 un método tan eficez come la conservacien madianie
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enfriads, con la ventaa de que no &5 necesano @ ublizacion de higlo, o qus revisis
mpontancia para algunos paises o regionas trogicales (Duran dal Campo, 1580)

Fadilha {1965} citado por Duran del Campo {1880% por su pare, ftrabajando con
amods tecnicas logra un indice de fertilidad del 4517 % para conservacion 2 temperatura
ampienie y un indice de ferlilidad del 53 6%% para conservacion mediante enfriade en
ovejas de la razs Merino Fara la razs Cormedale, los indices de fertilidad alcanzaron un
85 96% vy 78 T0% respectvaments.

Mo obstante, Evans vy Maxwel (1990) consideran que dicha 2enica no ha permibido
iograr resultados exitosos, hechs que ha delerminado que la misma no hayva  sido
difundida ampliamenis.

o Conservacion duranie poco liempo o en fric.

La tecnica de preservacion de z2emean par enframiento 25 de refativa ulilidad, desde
2l moamento que la capacidad fecundante del zemen ze pierde rapidamente, De hecho, no
g5 convaniente ulilizar perindas de congervacion mayares de 10 a 158 horas, 1o cusl hace
necesans que el semen sea ulilizado el mismo dia de recogido (Azzarni, 1921). La mayor
J2ntaja de esta forma de conservacion del seman aving, radica en que los poresnlaes de
pancian qus se pusden obtener, suelen ser mayores gue oz gue se cbhiienen con semen
congelado. Maxwell y Salamon (1993) publicaron una complseta revision sobre consensacion
te semen oving refrigerade,

Femandez Abella {1952} coincidiendo con fo anteriormente mencionado, delectd
ciferencias significativas entre resultados cbtenidos con semen fresco v conservado,
sstableciando que en el semen consenvado 2 temperaturas de 10 - 16 °C por periodos de
10 - 12 horas se dan disminuciones de fertilidad como consecuencia de reduccionas 2n la
zoorevivencia de los espermatezaides en &l tracto genital, ocurmendo pérdidas de movilidad
¥ capacidad fecundanie. asi como aumento en las pérdidas embrionarias

Este mismo autor establecic que considerando los menores porcentajes de paricion
ogrades con el usa del semen conssrvado respecto al fresco vy el costo de los diluyentes,
zoin s& justifica en aguelios casos en gue exizta imposikilidad de traslado de oz machos wo
Tembras a un misma predio

Cekbido a las razones delalladas, segun Azzarnn (19891). esto significaria una
mitants imporiante en la mayoria de las situaciones, ya qua

1) Ze debe disponer del reproductor a whibizar solameante en un radio relalivamente
cercann g su lugar de uso,
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21 Fuede emplearse sdic en las épocas mas propicias para la recoleccion del
zemen, fundamentalments en las razas can estacionalidad reproductiva acentuada.

3 5e ve imitada |a posibilidad de uso, 3 la vida del reproductor.

2in embargo, Cardoba Softo (1%87), estudiando |a fertilidad obtenida al inseminar
ovejas con semen fresco v refrigerada durante 8 horas a 15 "C, ulilizando doz diluyentes
diferentes (citrato de scodio v acido cifrico y leche ultrapasterizads con antibicticos) no
encontre diferencias significativas entre semen fresco v el conservado ni 1ampaocoe entre
Hiuyentes.

For su parte en Espana, Garces (1283], trabajands con periodos de conservacion
Io B - 12 horas 8 16 °C concluye que 2l tempo de almacsnamiento del semen no afecio |a
fertildad.

El matodo referide conzistie en enfriar el semen diluido desde 20 2 [lemperatura de
Tluciang a 15 “C o mas frecusntements a & °C, mantenigndolo en esta temperawra hasis 2l
momento de su ulilizacion,

El enfriamiento del zamen debe realizarse en farma gradual, poniendo especial
atencion enire los 18 v 5 °C, debido & que en este margen los espermatozoides son
zspecialmants sensibles al shock de frio, par o gue deberan avitarss descensns bruscos ds
ramparatura. Corrientemente se aconseja un tiempo de 1,0-1.5 horas para enfriarlo a 15 °C
¢ 2,0-3,0 horas para enfriarle a 5 °C (Evans y Maxwall, 1580)

FPara |la conservacion del semen a tempsaraluras por encima de la congelacion, &l
=nfriamientc lanto ha demecstrado ventajas frente al enfriamiento rapide en cuante 2 |a
conservacion de la motiidad v capacidad del sspermatozoide para metabolzar susratos
Zalisbury, 1978).

Las ecnicas de preservacian del semen an estade liguido, con buenas posibilidades
Jae maniener su capacidad fecundante, s& basan en dos slementos que 52 usan como
protectoras de los espermatozoides: la proteina de la leche o de la yema del hueve
Azzarni, 1991).

Lz t2cnica de rutinag utiizadzs en Francia, emplea un diluyente isotonico sobre la base
Je leche descremada recanstituida o lechs entera someatida a calentamienio a 82 - 95 'C en
bario Maria durante 8 a 10 minutos para desnaturalizar ciertas proteinas perjudiciales para
3 supervivencia dal esparma Los diluysnies en bass 2 yema de husvo vy una soluoon
buffer son mas usados an Ausiralia, dende 2l efecto beneficicso del mismo parece radicar
zn alguna molécula proteica o lipoproteica que se adhiere a la membrana dsl
zzpermatozoide v o protege del proceszo de enfriade. & diferencia de la anlerior lacnica,
gzla permile realizar un enfnado @ menor temperatura (£ °C). daungue sin embargo no e
recomienda conzanvario por mas de 12 a 24 horas (Azzanm, 1881)
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Los diluyentes a utilizarse deben brindar proteccion contra el shock de frio
consecuencia del enfnamiento. entre los gue s destacan Yema de husvo - TRIS -
Fructosa, Yema Jde huevo - Cibralo - Glucosa o Leche de vaca, Leche enlera calentada,
leche en polvo reconstituida o leche UHT (Evans v Maxwell, 12200 Esios mismo autores
soslienen que &5 necesaro adicianar 1000 Ul de peniciling sodica vy 1 mg de sulfalo de
gstreptomicing por cada ml de diluvente a los efectos de contralar el crecimiento
micrablano

Van Demark {1950} y Foote y Bratton (1849, citados por Salbsbury [(1978)
cemostraron que la fefilidad del semen liguido se mejoraba significativamente madianie |z
adician de un diluyente que contenga yema de husvo antes del enframiento. Sin embargo
no &5 &l unico aspecto a considerar, debide a que la lasa de enfriamiento puede afectar
marcadameants [a fertilidad.

=, Conservacion mediante congelado

La congealacion del semen, determing que 1as reacciones metabolicas permmanezcan
detanidas, o por lo menes muy reducidas, esto permite 1a consarvacion del mismao durante
largo tiempeo lo que ha tenido, sin lugar & dudas, impeorantes reparcusiones (Evans y
Maxwell, 1290,

A traves del métoda de congelacian, se pusds praservar una celula a temperaturas
sxtremadamante bajas, pamifiendao que el metabolizmo se reduzca absolutamenta, sin que
pigrda su potencial de vida. A temperaturas de - 198 “2 no hay reaccionas bioguimicas ni
znergia tarmica dentro de la célula espermaltica, aun mas, no hay evidsnoa de que pusdan
haber cambios de indole genética (Palscios, 1994},

AzZzanm (1991) por su pare astablecio que mediante estos metodos, semejantes a
05 gque s@ amplean para conservar & semen de taro, |2 actividad metabalics de os
czpermatozories e supnme compleiamente cuandc zon llevados 3 la temperaiura del
nitrogeno y lecricameants puaden ser conservados indefinidameants

Loz procesas de congelacién y descongelacion daterminan que un porcentajs
Jdanatle de los espermatozoides no scbreviva a esle proceso, exisliendo fres causzas
fundamentales qua sxplican estos hechos

1y Lz formacian de cristales de hielo nternos que afectan la estructura del
zsnematozoide.

21 Deshidratacion de las c2lulas espermaticas.

3} Interaceidn de ambos factares

se ha comprobado que al reducr la lemperatura por debgo de los 20 "C, el
zEpermatozoide comienza a presentar cambics bicfisicos, princigalmente en la membrana

=

olasmatica, paro no 85 SN0 cuando se la somate a temperaturas entre los 0 'C vy los - Z0
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2, o hasta los - B0 °C. que el espermatczoide sufre efectos de descompensacian idnica vy
de ligudos, suficientemsante graves como para causar un choque termico.  Esto 52 puede
deteciar al microscopic por la presencia de espermalozoides con la cola doklada, con
perdida de motihidad por |2 disminucién de snsrgia, o rsalizando movimientos en circula, |o
cual se debe al aumento de fa permeabilidad de la membrana plasmalica ¥ a la zalida de
ixnes ¥ moleculas [Falacios, 1254).

Segun este ultimo autor, el preblema en la crioconservacion no 25 la habilidad del
pEpermatozoide para mantensrss visble a - 1968 "C sino sortear el dana gue ocurre duranis
2l congelamiento v descongelamients, al pasar la celula por una zona de temperaiura crifics
gnfre - 165°C vy - 60 "C durantz 1a cual s& producsen fenameanos que se denvan dsl proceso
de enfriamiento, 1ales como formacian de cristales intra v extracelularmente, deshidratacion
y chstarsion d= la membrana.

Las principalas consecusnoias fisicas vy oquimicas de |3 congelacion son (@
sgparacion del agua pura de la solucion para formar higlo y la crecente concentraon de
solutos resultante del liguide residusl, lo gue determing la deshidratacion de los
gspermatoroides, Estos hechos v sus efectos sobire las celulas se hallan influidos por &l
mvael v los diferenies tpos de agentes crioproteciores, por la osmolalidad v el pH del
diluyenta asi como por [a velocidad de congelacion (Salsbury, 1978]

El punio de congelacion de una solucion determinada depende de |la concentracion
de particulas gque contiene como sojuto. De esta manara, un peso molecular dado de un
glectralito capaz de disociarse al disolverse, disminuird &l punto de congefacion mas gues &l
mismo pasoe proporcional de una molécula gues no 52 disocia Bl descenso de a
lemperatura detemmina que el agua e congele, o gue condiciona que fa concentracidn de
particulas aumente en la solucion remanenta o que trae apargjado un descenso continuo
del punto de congelacion de la migma. Las concentracicnes crecientes de solulo groducen
la deshidratacign de las células esparmaticas lo que a su vez se potencializs s las
velocidades de congelacion son excesivamentes lentas. En el mismo senlida, evitando este
ipo de lesiones, se aconsgan velooidades de descongslacion rapidas (Salisbury, 18978)

La congslacion dstermina |2 formacion de crstales de hielo extracelularss. que no
conslituye causa de lesiones extremadamente perjudiciales, mas alla de las zimples
lesiones que pueda ocasonar. Sin embargo, con pocas excepciones, el hielo intracelular es
latal {Salisbury 1978)

Durante la congelacian, la temperaiura a la gue se dafan los ezspermatozodes

novings s& ha hallado mas ba@a en un diluyente hipotonico gue en otro isotanico (Yassen y
Foole, 1257

La conceniracion de soluto, la rapdsz de sus modificaciones p los efecios
perudicisles sobre [os esparmalozoides dapeanden de la temperatura y de su velocidad de
cambio (Salisbury, 1978).



Falacios (1584) establace gue con un ritmo de congslamisnto lento (reduccon de
temperatura menor a 5 "C/minuto) s& pusde evitar el congelamiento celular, porgue esle
ntmo permite gue el agua intracelular y extracelular encusntren su equilibrio. va que e agus
ntracelular puede salir continuameante, miantras el exterior s& va congelando. Llega un
momente, ¢l de la temperatura de nucleacion de hielo de la célula en que ésia
cracticamenta no tiene agua y no s& congela, Hay ewvidsno@s que ndican qus coando
apraxmadamente el $0% del agua es removida. el 10% restante no es capaz de congelarse
4 ninguna tempearatura

Durante la congelacion lenta, las células se hallan expusstas durantz pericdos
pralongados & concentraciones de solutos que aumenian con relativa lentilud v pueds
producirse ciera deshidratacion cslular, Con la congelacion rapida disminuye ia longitud de
EXpOSICION 4 las concentracionas perjudicialas de soluto y puade evilarse de esia manera
I3z lesicnes por deshidratacian (Salisbury, 1978

Sin embargo la congelacion rapida da lugar a la formacién de cristales
Infracelulares, que afectan la membrana, como consscusncia de gue velogidades de
descenso de |3 temperatura muy altas determinan que se agote &l tiempe necesaric para
que =l agua congelable difunda dasdes |3 celula (Salisbury, 1978)

Cuando el ritmo de enframisnto 23 rapido {reduccion de lemperalura mayer a 10-20
Ciminuto). &l agua intracelular no tiene liempo a salie. per lo gue se forman cristales que, al
aumentar el nimo ds congelamiento, se hacen cada ver mas pequenas, hasta hacerse
impearceptible aun con el microscopio slectrdnico. Esto es saludable para la célula misnlras
CErmanszca 2n ese estado. Mo obstante, esos micraonstales son termodinamicamente
mestablas, por o que al ser descongslades, tienden a ser reagrupados {rechstalizazion) v
formar cristales mas grandes, que si son letales para la célula, por lo que 1z solucidn es un
rimo de dezcongelacién répido (Palacios, 19594

Picotes y Komarek (1987), citado por Palacios (1994), observaran una perdida de
pidos durante la congelacien posiblemente por parmeabiizacion de las membranas
celulares

La lasién de I membrana puede explicar también la mayaor pérdida de enzimas de los
sspermatozoides tras la congelacion sin glicenna (Granam y Pace. 1967

Tales altaracicnes son  posiblemente los resultados del aumento de  las

concentraciones de solutos que determinan la desnaturalizacién de laz proteinas.

¢ Crioprotectores.

En raspussta a los danos denvados de |z dilucion y congelacion dal semean. 52 ha
bustads dizminuir los  mismos desarrollando tecnicas adecuadas de congelacién vy
fundamentalments ulilizando los dencminados agentes crioprolectoraes



Tedricamenta s& podria hacer mas resistente a un asparmatozoide reduciéndole e
numero de poros en la membrana vy reduciéndole las funoiones ATP-dependientas. zsi
como la agregacian protginica v formacion de blogues lipidices, Presumiblements ésta es la
gccion de las lipoprolginas de la yema de hueve o de |la leche en los diluyentes y de los
croproteciores. como por @jemple del dimetil sclfoxida, la betaina v &l glicsrol (Palacios,
1594)

En 1949 investigadores ingleses, Polge, Emith v Parker introducen el glicerol en los
diluyentas habitualmente ufilizados y descubren accidentalments, que esie slementa evita
ia formacion de cnstales de hislo lo gue indudablemente marce un paso imporlanta en
materia de congelacion de semen, lograndose por primera vez sorprendentes
recuperationes de los espermaiozoidas sometidos a aste tratamiente (Duran del Campao,
1560

& partr de este momeanto. &l glicerol 58 ha constituido en el agente crioprotecior mas
difurdwio {Visser, 1974, Salizbury, 127E].

El gheerol es el agente crioprotector mas frecuenlements utilizado &l que actis
sobre |as propiedades del diluyemts. provoecande un descensc del punto cricsedpico
minimizando entonces & dano osmaatico (Mazur, 1980)

Ls cricproteccion proporcionada por la gheerina, se atnbuyd en prnopo 2 la
aleracion que fa misma inducia sobre el tamano y forma de los cristales de hielo, lo que
nosiplemente disminuia su efecto de dano mecanico { Salisbury, 1978].

Peosteriommente se concluyd que la glicsring actla madiante un mecanismo de
amponamiento saling, uniendose con &l agua y disminuyandao el punto de congelacian de
las soluciones, por lo que a una femperatura dada se forma menos higlo. En consecuencia
la concentracion de solutos en el liguide residual se reduce en forma proporcional La
nfluencia perjudicial de los solutos concentrades parece depender de la ternperatura, de
aqui gque la glicerina. al reducir la temperalura a la gue s& obliznen lales conceniraciones
panudiciales de solutos disminuye sus efectos (Salisbury, 1978)

Ademas de la glicering, sxisten otros agentes cricprotectores, sin embargo ningln
sustituto ha dado resultados tan satisfactorios Entre ellas podemos citar &l etlzn glicol | &
progilen glical y 2 DMEC {dimetil solfoxido) que penetra rapidamente en la célula y as mas
gficaz durante congelacion lenta. Exislean ademas algunos disacaridos y nsscandas, qus
han masirado tambien efectos criopreservaderes, gue no penetran en s céluls y parecen
ser mas eficaces cuando se emplean en congelaciones -apidas (Salisbury, 1978)

Evans y Maxwell (18901 sefalaron gque de [ns agentes cnoprotectores disponibles
nnguno ofrece mejor proteccian aue el glicaral
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Por su parte Curiel y Méndez (18813, al congelar semen de carmero encontraron
que &l dano celular &n espematozoides congeladas fue menor cuands utilizaron glcerc
fque cuando utilizaron TS0

+ Praporcion de glicerel en el diluyente.

Uno de los mas importantes factores gue determinan la concentracian de gliceral
necesaria para una oplima criapreservacion 25 13 velocidad de congelado. Mo obstante |a
concentracian cptima de glicerol puede estar influenciada por otros componentes del
difuyente utihzado sntre los qus se destacan: contenide de sdlides totales en diluyeniss a
base de leche, contenido de yema de huevo y concentracionss de citrato de sodio, Tris v
lactosa [Fiser y Fairfull, 1988).

Estos musmos autores sefalaron que existe una  fuerle inleracoion  entre
concentracion de gliceral vy veloodad de congelacion de manera tal que si se diminuye el
porcentage de ghosral s2ra necesario incrementar la velocidad de cangelacion para abtener
resuliados satisfactonos

Conforme |la funcidn que la glicering desempena, €l nivel optimo de la misma an al
diluyznte aumenta de acuerdo a los aumentos de tenicidad del resmae (Salisbury, 19780

First at. al. (19581) wilizando concentracionss de glicsral de 0%, 2%, 4%, 6% 8%,
Yo, 12% v 15% en un diluysnte sobre la base de leche, observarcn gue la meor
recuperacion esparmatica se logro con concentracionas de §% a 8% d= glicenol

For su parte Graham, Crabo y Face (1$78) concluvaron gue ¥4 de glicerol permitia
oblenar mejores resultados gue 3.5% o 14%, Reafirmando estas conclusionss esios
mismos ‘autores delerminaron que la supervivencia sspermatica fue significativamente
mayor utilizando niveles de glicerol de 6% a 8% que trabajando con niveles por debajo de
B% o por ancima de 10%, utilizando un diluyente sobre |3 base de leche.

Mo obsiante olros investigadorss sugeren que no existiia diferencia wiilizando
concentraciones de glicerol de 375% o 75% en cuanio a supsrvivencid espermatica
iJones, 1968)

Lapez (1987 trabagando con TRIS - yema de huevo y 3%, B% v 9% de glicerol
ootuvo diferencias significativas entre [os tras niveles, logrando |os mejores resultados con
A% ¥ lusgo con B% tanio para motilidad =l descongelade como para porcentaje de
acrosomas intactos

Jones: [1963) encentrd que en €l rango de 3% a 7% de glicerol, un incremento dal
mismo aumentaba |z motilidad pero digminuia 128 proparcion de espermatozoidss con
acrosoma normal
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Das y Rakorwar (1994} estudiande los cambics morfoldgicos del acrasoms durante
gl procesc de congelado de semen caprno con diluyente basado en fruclosa, yema ds
hueve y diferentes niveles de glicerol (5.8 y 7%} cbservaron que no existian difersncias
significativas entre los distintos porcentajes de glicercl. no obstante los resultados fusron
sensiblemente supericres rabajando con 79 de gliceral,

El incremento en los porcemajes de acrosomas danades conferme disminuye la
concentracicn de glicersl coincidio con los hallazgoes de Jainudeen y Dass (citado por Das y
Rajkonwar, 1994}

+ Adician de glicsrol,

i} Temperatura.

22 ha sugerde gue el glicerol 23 levements tdxco para el espermatozoide aving,
aun frabajandeo con concentraciones tan bajas como 4%, no obstanie los efeclos tdxicos
disminuyen cuando la adicién se hace a lemperaturas cercanas @ 0 °C (Colas, 1975)

Este mismo autor tambigén concluyd que la tasa de recuperacion de los
esparmatozoides es funcion de |z ternperatura a la gue es agregado el ghceral

5e ha comprobado que los efectos del gliceral disminuyen s el mismo se enfria
rapidaments (Entwistle y Martin, 1972; Colas, 1975).

Folge {1953), ctadoe por Salisbury (1878), trabajando con semen de toro. sefald gue
gl reavivamiento de los espermalozmdes despues de la congelacion era mayor 5 la
glicaring 2e anadia a8 5 'C. que cuando |a misma se agregaba a 20 °C

Por 2u pane Miller y Van Demark {1954, ctado por Salisbury {1978) obluvieron un
porcenta)e de motilidad de los espermatozoides igeramente mas alto cuando (@ glicenna se
afadio a2 45 "C qus cuando s& realizo a 10 °C v que a su vez se lograron resullados
superiores gue cuando la glicenna se agrego a 156 "C

Mo obstante, y mas alld de la evidencia en favor de esta metodologia, Graham,

Crabo vy Pace {1978) informaron gue ne existian diferencizs en cuanto al agregade de
giicerol a 2 °C 0 257,

Coincidienda tambien con estos resuliados, Lopez (1987} sefald que no detecli
difgrencias en €l porcentaje de acrosomas infactos, agregando 2l gheerol @ 5 °C como a 35
C, trabajando con un diluyents sobre 13 base de TRIS - yema de huevo - ghceral

Las efectos perjudiciales ds la expesicion & la glicenna a tempearaturas allas son reversibles,
gl manos parcialmente lras la pasterior equilbracion a 5 °C Esto indicaria gue |2



supervivencia podria afactarze en mayor grado en muestras ghicerinadas a temperaturas
altas cuando =l tiempo de equilibracion se reducia {Salisbury, 1978).

En favor de esta cbservacion Crabe, Brower v Brown (197 1) sefalaron gue g 1ass
de liberacion de la enzima glutamico oxalacstica (GOT) ne diferia con glicerinacion a 5 °C o
a7 °C, lusgo de equilibrado durante cuatro horas

Foole (1570) frabajandn con diluyente sobre |2 base de TRIS - yemsa de husvo v un
equilibrado de tres horas safald que no detecto disminucion de la fertihdad por la adicion ds
plcering a 35 °C

For su parte, Jonss (1969 trebsjandc con semen ovino, sefald que existe
nteraccion entre la concentracion de glicerol v el liempo de equilicrs.

ii] Tasa de dilucidn

Salisbury (1878) observd que existe cisrto bensficio en |a adicion de glicerna en
varias elapas al semsn de toro, pero no se detectaron venlajas con mas de cuatrn
adiciones

Apoyando estas observacionss, Wickersham vy Almaguist (1855), citados por
Salishury (1973), sefalarcn gue la viabilidad de los sspermalozoldes en 2l semen liguido sa
veia favorecida por la adicién de glicenna sucesivamente en partes de 20, 30 vy 50% con
mtervales de 10 minutos en lugar de anadirla en una sola operacion

Mo obstanta, Entwislal v Marbn (1872)  trabgando con semen de camero no
delectaron diferencias significativas comparando el glicerinado en una sola fraccion contra
glicerinado an fres fracciones con nlervalo de vemnts minutos entre una y ofra.

iy Tiempo de equilibing

El periodo de equilibrio es 2| periodo que madia desde que s2 produce &l agregado
de glicerol hasta gue sa inicia el proceso de congelacion

Ciertos investigadores han demostrado gue la molilidad vy la ferllidad tras |a
descongelacian de los espermatozoides bovinos se favorgcen aumentando el intervalo
entre |a adicion de glicarina y &l comienzo de la congelacian (Salisbury, 1278),

Imiciaimenta 2a le dio mucha importancia a este aspecto, pero luego 58 DhssSrvD qus
lo esencial no es el tiempo en gque esta presante @l glicerol, sine que &2 necasario que 'os
espermatozoides permanszean por un lapso de bempe dado a una temperatura de 5 °C.
previo g su congelacion (Lopez, 1287).

Algunos autores ancontraron que el tiempo de equilibrio no tenia efecto significativo
(Qjones, 1259 Kalatham, Ewin y Easwaran. 1986).



supervivancia podria afectarse en mayor grado en musstras glicerinadas a temperaturas
altas cuando el iempe de equiliracion se reducia (Salisbury, 1978)

En favor de esta obsarvacion, Crabo, Brower y Brown {197 1) sefalaron qus |a tass
da liberacion de la enzima glutamico oxalacética {GOT) no diferia con glicerinacién a 5 °C o
37 °C, luege de equilibrado durante cuatro horas

Foote (1870) trabgjando con diluyente sobre la base de TRIS - yama de huavo y un
quilibrado de tres horaz sedald que no detectd disminuaion de fa ferhlidad por g adicion de
alcering a 35 "C.

For su pars. Jones [19689) frabajando con semen ovino, sedald que exisle
intEraccion entra [a concentracion de gliceral v el tempo de equiibno.

il Taza de Jilucion,

oalisbury (1978) obsarvé qus existe cierto beneficio en |a adicién de glicerina en
varias stapas al semen de toro, perc ne se detectaron venlgjas can mas de cuatro
adiciones

Apovando estas observacionss, Wickersham v Almguist (1959), ciladoz por
Salsbury {1978), sefalaron que |a viabiidad de los espermatozoides en &l semen liquido se
veia favorecids por |2 adicion de glicering sucesivarmente en partes de 20 30 v 0% con
ntervalos de 10 minutos, en lugar de anadirta en una sola opsracion

Mo obstante,  Entwistel v Martin (18720  trabgjando con semen de carmnero no
detsctaron diferencias significativas comparanda el glicerinade en una sola fracoion conira
glicerinado en tres fraccionss can intervalo de veinte minuios entre una vy ofra

iy Tiempo de equilibrio

El periodo de equilibrio &5 &l periodo gue madia desde gue sa produce el agreqgado
iz glicerol hasta gue 2@ inicia al proceso de cangelacion

Ciertos investigadores han demostrade que @ moliidad y la fertilidad tras |2
descongelacion de los espermatozoides bovinos se favorecen aumentando el intervalo
entre la adicion de glicerina y al comienza de la congelacion (Salisbury, 1978,

Iniciglmenta se la dio mucha mpartancia a este aspecto, pero luego se ohserva gque
o s#sencidl no es el tiempo en que esta presante el glicerol, SN0 gue &5 Necesann qus los
gzparmalozoides permanazcan por un lapso de tiempe dado a una temperstura de 5 °C,
pravia 3 su congalacion {Lopez, 1987)

Algunos autores encontraron que al tiempao de equilione no tenia efacte significativo
Djones, 186%; Kalatharn, Ewin vy Easwaran, 19385



For su parte Graham, Crabo v Pace (1978) senalaron resultados contradictorios an
cuanto al efecte de la duracion del pericdo de equilibracidn y la recupsracion de los
gspemmatozoides luego de la congelacion, Estos investigadores atribuyeron los rescliados a
la posible ocurencia de interaccion entre |z duracidn del periodo de equilibro, 13
concentracion de gliceral, 1a tasa de dilucion v 13 tasa de enfriamiento.

Cas y Rakonwar (1894 obtuvieron [os mejores resuliados. en cuantoc a porcentae
fe acrosomas intactos. con periodos de equilibracidn de una hora, y gue nclusive se
detactd gue perindos de equilibracion de ssis horas resultaron manos favershlas que
perodos de una hora.,

Estos datos coinciden con [os hallazgos de Aguirre el &l (1978), citado por Das v
Rajkonwar (1994) quisn detecto menarss porcentajes de dafc acrosomico con periodos de
equilibracion de 2 a 4 horas gue con pariodas de & a 22 horas.

Sonzalez (1974) por su parte, ctade por Das v Eakonwar {18994} reqistrd
gorcentajes de concepcion mas alios con periedos de equilibracién de una hora, trabajands
COM SEMEN Ovina.

Iv1 Enfriamienio.

Como norma general se ha recemendado que el enfriamignta del ssmen comignce
inmediatamante despuss de la recogida v dilucion. En cualguier caso debe afadirse al
semen un difuyente gue contenga suslancias que puedan mpedr 8l chogus & frigore
(Salisbury, 1978)

Este mismo guior tambien sefald gue la tzsa de enfriamienia puede afecta)
marcadamente la ferilidad, siende prefenble enframisntos lentos a enfriamientos rapidos

El tiempo empleade para disminuir 12 temperatura desde 35 °C 2 5 °C no presanta
muchas diferencias entre los diferentes sutoras, Dziuk etal. (1872 ulilizaron una hora,
WissET (19745 2 a 2 5 noras y Colas (1975 2 noras

Jones (1969 por su parts enconlro una interaccion entre tasas de enfriamienio v
tempo de equilivrio. Cuando el fiempo de enfriado del semen desds 30 "C a 5 °C aumento
de 1 a 3 horas 13 propercion de espermatozoides moviles era mayor en el manor liemgo

Ceka y Rac (1987) trabajando con semen capring v enfriando desde 35 °C a2 5 'C en
0.5, 1y 25 heoras concluyeren gque aparentemsente los cambios acrosomicos rasultaron
manos Importantes cuando se realizé enfriamiento lento. Mo obstante si bien €l porcentaje
de espermatezoides pregresivaments moviles v la incidencia de los diferentes cambios
acrosomicos  difiio  significativamente (P=0.01) entre los  difereniss  estados  del
procesamiento del semen [Fresca, Enfrigdo a & °C, Equilibrade v Descongelada) pere no
entre |las diferentas velocidades de enfrizmienio



Esto es totalmsnte ceincidente con ‘Westhuysen (1978) citado por Deka v Rao
(1927 quien no obserd ningun sfscta de la duracien del enfriamiento de semsn caprno
{0,5,1,2 horas) sobre la motilidad posdescongelade utilizando un diluyenie basade en TRIS

H METODOS DE CONGELACION.

Lz preservacian del seman ouving a lempseraturas ultra bajas se realiza hace ya
muchos afos, Mediante estos métodos. semejantes a los gue se  han uliizade para
conssrvar semen de toro, la aclividad metabolica gueda detenida y tedricamenta pueden
conservarse indefiridamsante (Azzarini, 1991).

Visser (1974) asevers que el semen de toro congelado pusde ser conservado por
warios anos sin gue decrezea su capacidad fertilizadora, se han cbtenido buenos resultados
luego de tres afios hasts doce anos.

Salamon (1572) obiuvo una tasa de procreo dal 53% trabgjandc con semen
congelado por varnos anos FPor su parte Visser {1974) establecio gue |a fernilidad del semen
de carnero. congelado an nitrégeno liguida, no decrece can £l paso del tiempo.

Cuanto mas baja es la temperalura de congelacion, mas tempo pusde conservarse
la motilidad v fertihidad (Sabsbury, 1978).

Las dos grandes formas de congelacion son sobre la base de hielo seco con una
temperatura de 76 8 °C bajo cero y milragenno quide con una temperatura de 185 °C bajo
cera (Fernandez Abella |, 1987).

Este mismo auter considera, gue en razdn de que |os peruicios debidos a la oresion
psmotica finalizan aproximadamente 2 los 50 °C bajo cero, sorcamente no existirian
diferencias enlre usar uno u otro.

Las dos técnicas disponibles para el congelamiento de semen oving son; las que utilizan
pajuelas o las que emplsan pastllas (pelets) v en genaral =e acepla que los resultados
oblenidos con uno u oirc metodo son semeantas (Azzann, 1991).

Fara congelar el semen por el métode de |os pelets. se precisa un blogue de hislo seco
inieve cartonica o dioxide de carbono salide, - 79 “C) Utilizando un aparato apropiado. de
gcerc inoxidable y esterilizado por alcohol, 52 hacen a2qujeros de tamanio convenieniz en la
superficie del blogue. &n los que se deposiltaran volumenes adecuados de seman diluido v
enfrizdo & 5 "C. Una ver congelada fa gota y transformada en pastila |z misma es
sumergids 2n nitrogenc  (Fernandez Abzlla, 1887, Lopez. 1987; Evans y Maxwel, 1580
AzZzarini, 1921

Allernativaments, se puede ulifizar una bandg|a de pldstico, provista de sgujeros en
su supericie ¥ enfriada a una supsrficie de - 79 °C a - 14 *C, por inmersién en nitrdgenc
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liguido. Este método tiene el incanveniente de que es dificil de contralar la temperaura de
la placa y consecuentemente el ritmo de enfriaments, pero proparcicna una alternativa
velida para congelar el semen en forma de pelets. en zonas dende no se dispong ds hislo
s2oo [Evans v Maxwell, 1920°%

La congelacion an pajuelas, requiere que las mismas, una vez llenas ceoi semen
diluido, szan enfriadas a 5 °C en el términe de 1,5 a 2.0 horas v luege se congelan

Algunos sutores consideran que no existen diferencias significativas entre &l tipo de
envasado (pajuelas o peletz), no obstante oz diferenies resultados obisnidos estarian
dependienda del tipo de diluyente utilizado v de los métodos de descongelade (Aamdal v
Andersan, 1268 Maqxwell et al, 1980]

Fernandez Abela, Pizarosz y Villegas (1982) por su pare, no observaron
diferencias significativas en los resullados de fertibdad abtenidos, comparando ambos tipcs
de anvasada

Mo obstanie sstos musmos dutores (1992) encontraron que el método  de
congelacion en base a pajuelas logrd los mejores resultados, mientras gue la congelacién
por medio de pelets, no as tan efectiva cuando el diluyente utilizade se constituyd &n bass 3
leche descremada, lo gue estaria indicands cieda interaccian entre el matodo de
congefacion v &l lipo de diluyente empleado

Sin embargo. ciertos resultados permitieran concluir que |2 congslacion sn pajuslas
g5 mas homogeanea que |a realizada en pelets por proveer la primera wuna mayor suparficis
de confacto, [o que disminuiria el grade de dafo celular (Fermandaz Ahslla, 1987

Mas alla de los numerosos resultados en faver de la congelacion en bass 2 pajuslas
Visser (1974) obtuvo mejores resultados trabajando con pelets congelados en higlo seco
que con pslsts congelados en nitrégenc liquide o en pajuelas Bl aulor sugiers que la
diferencia entre pajuelas y pelets podria estar dada por las diferentes velocidades de
congelacion yo el efecto bencfico que la solucion de descongelacion sjsrce sobre los
gspermatozoides congeladas en peleis

Par su parte Huton (19B7) observd que existen diferencias entre los distinlos
tamanos de palels, delectandose una mejor performancs en cuanto 3 porcentsje de prefez
de los pelets de 0,1 ml. frente a los pelets de 0,2 ml

= Salaman (1967) comparande los tres sistenas de congelacidn, pelels, pajuelas y
gmpollzz. no encontro diferencias de fertilidad estadisticaments representativas, mas alla
2 gque los resultades fueron muy pobres

AZZarni (1981) cencluyo que las expenencias que han comparado los dos métodos
te congelacion (pajuslas y pelets) indican gue son igualmente efeclives desde &l punta de
visiz de la fertilidad, no obstanie las pajuelas admiten mejorss formas de identificacion, Io
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qua constituye un requisite imprescindible que conternpla |z legislacian de algunos paises
Importadores de SEMEen.

1 Descangelado del semen.

La descongelacion del seman a5 un punto crifico Aparte de las nunas por |a
congalacion, los espermatorsoides  tambeen se pueden lesionar si el proceso  de
descangelacion no se llevs 3 cabo de una forma apropiada. Mo existen medios EBoricos o
resulla sumarmenta dificl medir g grade y proporcion de las lesiones atribuiblas a los
procescs de congelado y descongelado par separado (BEvans v Maxwsll 1980,

La recuperacion y supervivencia de los espermatozoides despuss del congelamianto
estan fuerdemenis influidas por el proceso de descongelacidn aplicado, pudiendoss
provocar un dafo adicional a las celulas s 2l process no es &l optimo requendo (Wisser
1884)

Por otra parts |2 tasa a la que se produce la descongelacion depende del tamana v
forma del recipiente (ampolla, pajeela, pildoral en que se conserva el semen de la
composicien del recipiente (plastico, vidrio), del medio de dascongslacidn (agua. ars). de la
lernperatura impuesta y del sisterna de dascongelacion (Picketl, 1971).

Fukui (1979) trabajando sobre |z tecnice de congelacién y descongelacian de samen
ovino en pelets, concluyd que |ps mejares resuliados de recupsracion sspermatica se
abluvigron con semen diluido 20 TRIS - glucesa - yema de huevo - glicerel v descongelada
&N recipientes de vidro o de aluminie a una temperatura de 37 "C v sin sclucion de
descongslzcion.

Esta técnica proporcions resultados satisfactarios, incluso tan buenos como los
abtenidos con solucion descongeladora contando ademas con 1a gran ventaja de que no
diluye mas el semen (Evans v Mawwell, 1290).

Mo obstante, la descongelacion de peletz en solucidn ha sido beneficiosa en semen ovina,
detectandose un lipo de zccian reparadara provecada por 13 solucion de descongelade
sobrre las celulas espermaticas sametidas a congelamiento (Visser, 1974)

La solucion descongelant2 aumenta el rtmo de descongelacian v pueds
propoarcionar algun grade de proteccion a los espermatozoides que no se encuentran
lztalmente alteradosz por el proceso de la congelacian (Evans y Maxwell, 1990).

Eztos mismos aulores ssfalaron que aungue und solucion descongelante puede
tener un efecto bensficioso scbre la recuperacion de |as células espermaticas, puads, sn
embargn, que no 2ea 2 medio optime pargd = mantenimiento de 1 viabilidad de los
espermatozoides despues de la dezscongelacidn Existe una relacion entre composicion del



diluyente pra-congelada v Iz solucion descongelante Por tanto, cuando se alija un diluyents
¥ Una solucion descongelante se debe tener en cuenta la compesicion de ambos medios

Lightfoot y Salaman (1989) v luege Visser {1974}, delerminaron interacciones entre
la compasician del diluyente para descongelade v 1z tasa de dilucion.

Las diferentes soluciones para la descongelacion de semen congelado en rafinass-
citrato (TRIS} han sido inositol citrato, citrato de sodio o glucosa citrate, siendo |2 primara la
de preferencia (Visser, 1974)

Par su parte Graham, Crabo y Pace (1978) realizaron un trabaje comparando
sclucicnes electroliticas y soluciones no electrolilicas con citrate de sodio, para comparar |2
supervivencia al descongelar pelets de semen ovino diluido sobire la bass de rafinosa
citrato encantrandose que la sclucidn no electrolitica tuve una mejor perfarmance que
masiol, glucosa, lactasa o rafinosa.

El descongelado se puede realizar de tres formas diferentes; lenta (en agua con
hielo, £ - & "C), rapida (| 3 temperaturas superares 4 35 “C) v a temperatura ambients
iFarnandez Abella, 1987

Tedrncamente, cuante mas deprisa se congela una muestra, mas rapidamente debe
descongelarse para obtener una supervivencia optima (Salisbury, 1578 Evans v Maxwell,
1850)

Zalisbury (1978) sefald que como consecusncia de qus las celulas pueden estar
expuastas a concenfraciongs perjudiciales de soluto durante el recalentamiento, la
descongelacidn rapida pusde ser baneficiosa,

Por su parte, Aamdal y Andersen [1968) v Colas (1979 concluyeron que realizandn
una descongelacion rapida s& producen menos dafos a nivel de células espermaticas.

Maz slla de los resultados favorzbles obtenidos por Colas (1979 son iguaimenie
validos los planteamientos por el realizades 2n 2l sentido de que debe considerarss
senament2 si las venlgas obtenidas con esta técnica justifican Ios rigsges que implica
descongslar por espacic de B a 10 sequndos 2 una temperatura de alrededor de 75 °0 en
la cual pequenas vanacionss en el tiempo de descongelacién pueeden provocar dafos
ireversibles.

Valencia, Méndez Gonzalez vy Trgje (1983) trebajando con semen zaprino
congelads en pauelas de 025 v 050 ml y descongslado a dos diferentes ritmos de
temperatura delermingron que no existieron diferencias significativas en cuanto a |z
meliidad progresiva al descongelar rapida o lentamente. & incluso detectaron menor dano
acrosomal con pajuelas de 0.5 ml descongeladas lentaments
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Estos mismos autcres determinaron entoncss que s bien algunos investgadores
han cbtenidos buencs resullados trabajando con descongelacion rapida, |a descongelacion
lenla es mas adecuzda debido a2 gue tiene menores fesgoes que |a rédpida.

Las prncipios implicados en la descongelacién dal semen conservade en pajuelas
deben ser zsimilares a los que s2 aplican al semen conservado en ampollas, Sin embargo
los caracteres de transferancia de caloer de un recipisnte de plastico delgado vy largo axigen
técnicas de descongeslacian diferentes (Salisbury, 1978},

Aamdal y Anderesen (1958) ubilizaron una técnica de tincién para valorar los
resultados de la dezconpelacion del semen en pajuelas. La descongelacion en agua a4 G
o &n agud o aire a 20 "0 determing resultados infenores a la descongelacion en agua s 35
LTy la descangetacion & 35 "C durants 20 segundos fue inferior a la descangelacian & 75
O odurante 12 segundos.

visser (1974} obluvo tambign mejoeres resultados para descongelaciones a 72 - 75
“Locontra descongslacionss a 25 “C cbisniendo un porcentaje de prefesz del T0%. Para =l
caso de los pelets, este misme autor concluyd gus la temperatura idesl para descongelado
seria de 37 - B0 "C dependiende del tipo de dezcongelacian qua s& realice.

S embargo, Fukui (1979, ulilizando pajuslas obtuve mayor motilidad  al
descongelado con temperaturas de 37 “C ques con temperaturas de 75 °C

Deka y Rao (1988), lrabajando con semen caprino congelande por al método de jas
pajuelas, detectaron diferencias significativasz en o referenis 3 1a motilidad v sobrevivencia
gsparmatica en favor del metodo de descongelado rapido (37 a 40 °C por espaco de 17 -
15 segundos) en comparzcion con el método lenta (5 “C por espacio de 2 minutos). Diche
efecto se deberia lundamentalmente a que la congelacidn rapida condicionard menaorss
periodos de exposicion a concenlracionss crecientas perjudicisles de la solucion.

Gonzalez y Meénderx (19900 Irsbsando con semen  caprine  congelado
descongelado g dos ritmos de temperatura, 37 °C durante 12 - 15 segundas ¥ 55 °C
durante 4 segundos, obtuwvercn 58,08 9% de motilidad progresiva al descongelado y 10 44
% de dano acrosomal parz el primer caso y 59,85% v 1001 % de motilidad pregresiva v
Zano acrosomal respectvaments para el segundo csso. Las diferencias no resullaran
significativas, sin embarge 8 descongelacion a a7 °C resulta mas facl e implica menor
desgo cuando se traba@ a campo.

Mo obstantz. Umea Jimenez (1980 trabajando tambign con dos ntmos de
descongelacicn diferentes, 75 "C por espacio de 12 segundeos ¥ 35 °C por 20 segundes,
detecto mejores resultacos con la primera fécnica de descongelado tanto en términos de
motilidad progresiva 2l descongelado como en percentaje de acrosomas inlactos

Mas alla de los salisfactorios resulladoes gue se han obtenide con descongelaciones
rapidas normalmente |2 descongelacion de pajuelas se efectia mediante nmersion en
agua a 37 - 28 "C duranta 30 a 40 segundos (Femandsz Abella, 1987).



| FACTORES QUE AFECTAN LA FERTILIDAD EMN LA 1A

Segun Evans y Maxwell {1980} en un programa de LA, v sismpre v cusndo los
animales esten sanos y liores de anormalidades en su aparato genital hay vn namsro de
factores que puadan influenciar notablemente los resultados:

11 Mumaro de espermatozoides El numesro de espermatozeides optimo varia segin
el eslade de conservacion (fresco, refrigerade, congelade) v de la téenica de inssminacian,
Un numero de esparmatozoides vishles y normales por debajo del limite minimo afacta la
ferilicad

2) Metodoe y tecnica de inseminacien: La fertilidad varia ssgun &l métedo de
nseminacicn. La inseminacidn intrautering. proporciona mejores resultados que s
nseminaciin cervical o vaginal, paricularmente 3 2e uliliza ssmen congelade. Al aumentar
la profundidad de la inseminacion s mejora |z ferilidad.

3) Momento de |la inssminacion: La inseminacion praclicada demasiade temprans o
demasiado tarde, con relacion al mamento de la aovulacion, altera la ferilidad. El tiempe da
inzeminacion es muchs mas critico cuande se utiliza semen refrigerade o congelado que
cuando se utiliza fresce, dado que los espermatozoides conservados tienen un periodo de
viabilidad mas corto en £l aparato reproductor de la hembra

4} Tipe de2 estro, natursl o contrelade. La ferlilidad de la ovea, despuss de I3
Inseminacion cervical, es a menudo, mas baja cusndo se ha sincronizado el estro mediante
la ullizacan de famacos. El tpe y nivel de lratamente con farmaces pusds afectar |z
ferilidad.

3) Edad de las hembras Gensralmente. la ferilidad es mas baja on lag hembras
IOVENES 0 PAMIpEras que en los animalas masuros

§) Factores estresantes: La poca atencion o un mangjo inadacuads da las hembras
durante fa inzeminacion © en =l momento ds esizblecerse la gestacion, puede afeclar la
fertildad.

7y Morzlidad embricnara o fetall El estrés ambiental o notricional, o las
anfermeadades, durante |a gestacion pueden afectar la mertalidad embrionaria o fetal

&} Higizne: El manajo descuidado o la contaminacidon del equipo pusds reducir
notablementa, la vigbilidad de los sspermatozoides o propagar laz enfermedadss del
acarato reproductor,

Eslos mismos autores sostienen que hace relativamente poca tiempe &l ssman de
carnero congelado vy conservado eslapa limitade a Ins pragramas de investigacion de | &
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Esto 2e dehia & |os bajos coaficientes de corderos obtenidos traz la aplicacion dal semen
congelado en el cérvix,

Aparentementa |a fertildad relativamente baja del semen congslado. despues de la
mseminacion cervical, esta relacionada <on s reducida viabilidad de los espermatozadas
congelados - descongelades. Existen muchas dificultadss para obiener suficiente poblacion
de espermatozeices viables en el cerix y su transporte a fraves de éste v del Ltero para
lagar al aviducta, En Ultimo caso son pocos los esparmatozoides viables ywo sin dafar que
son capaces de legar al lugar de fertilizacion, por lo gue la fertilidad se ve muy disminuida
(Evans v Maxwsll 19590

Comcidiends  can estas  afirmaciones,  Azzanni (1991)  establecid  que
lamentablements el uso de estas técnicas ha estado imitado en la espacie ovina devido 2
05 baos indices de fertilidad que habituslmente se logran cuando el semen, luego de
descongelado, es depositado 2n el cuelio ulenne (cérvix) de la aveja. accediando al misme
por via vaginal

Curan del Campo {1980} sostiene gue es evidente gue la ferilidad del semen ae
carnern. gz aproximadamente 20 2 25 % inferior a |z dal semen congelado de torg ¥ qQue en
las bovinos, a traves del método recto vaginal, el semen puede introducirse profundarments
en el cervix o en el Ulern. misntras que en los ovinos, &l mismo no puede ir mas alla de |z
entrada del cérvix.

Azzanni [1981) haciendo referencia a investigaderes australianos, determing que 2|
cervix de la oveja conshituia una barerz importante v muy =ficaz para bloguear &l paso de
los espermatozoides que habian side sometidos al proceso de conpelarmienio.

Wu Arthur {citado por Duran del Campo, 1980). demuestra que |2 posibilidad de
congslacion del espermatozeide difiers ssgin [a especie o cual se debe sequramente a
diferencias 2n la estruclura de su propia membrana v 2 la presenciz o ausencia de usa
capsula post-nuclear

For su parle Jones [citado por Dusan del Campo, 1980) realize un estudio con semen
de torp, carnero y cerdo, 2 los efectos de verificar que posibilidad de cambios estruciurales
oodia existic en los espermatozoides antes y después de |a congelacien Diche autor ll=ga a
la conclusion de que |z membrana que cubre el acrosoma es sumamsante sensible ¥ &N &l
casn del espermatozeide de carnero, lo es mucho mas aun que en el foro, Los resultados
pobres obtenidos congelando el semen de carnaro, son atribuidos por vanos invesligadores
8 su reducids viabilidad en el tracto de la oveja

Para 2l caso de gue se ulilice la inseminacion cervical con semen congelado v
segun Evans y Masowell {1880), la problematica de la fertilidad pusde soslayarse por

1 Aumentar la profundidad de |2 inseminacian en 2l cénvix.



£y Utilizacion de semen gue conienga una alta concentracion de espermatozoides
mavilas

En lo que respecta al pnmer caso. 52 han intentado desarrollar numerosas &cnicas
qua permitan de una forma u otra aumentar los indicas de fertilidad. Los investigadores
sovigtioos, han puesic mucho esfuerzo en lo relacionade con la profundidad de a
inseminacion, llegando a oblenar un corderg)e de G0 a8 G5 % después de colocar &l semen a
una profundicdad de 2.4 8 3.0 centimetros dentro del carviz, mediante &l uzo de pipela
helicoidal. no obslante este lipe de pipeta no es facil de usar v s0lo pusde ser utitizada en
una pequena proporcion de animales (Evans y Maxwell, 1990%

cstos mismos gutoras tambien consideran, como forma de mejorar 2 transpors de
los esparmatozaides en &l sparato genital de las hembras, tratar las cvejasz en el momenio
de 1a inseminacion con oxitocina, prostaglanding o estimula eléctrico, con |a finalidad de
aumentar las contraccionas uterinags, no habiendose constalado éxilo en la aplicacian ds
es5ta tecnologia. La aplicacién de relaxina o cocaing para relajar el cérvix, a fin da permilic
una deposician del semen a mayor profundidad, tampoco ha dado resullados salisfactonos.

Considerando &l efecto positive de la prostaglanding  intramuscular sobre |a
contractibilidad del uterc y cénax y su consecuents efecto sobre el transperte espermatico
Gustafssan (otade por Duran del Campo, 19800 agregaron 2l semen pravic 3 |3
congalacion 300 microgramas de aquellz por ml de semen diluido, logrando notaria mejoria
en el indice de prefisz. En Uruguay, Castrilleje v col {citado por Durdn del Campo. 1550)
trabajande con semen fresco diluida 1 &n 1 mas 10 microgramos de prestaglanding par
dass, lograran aumentsr un 13 % |a fenilidad

Recigntemente se ha encontrado wna solucidén practica al problema de obtenar
ouenos indices de ferliidad con semen congelado de carnero. La misma consiste =n |z
aplicacion de [a tacnica de ingeminacion intrautgring con |8 ayuda de l[aparoscopic (Evans v
Maxwell, 1930} Este metodo s2 ha hache rubinaric en Australia para inseminar ovejas con
semen congelado-descongalado, no obstante esta téonica no ha alcanzado mayor difusion
an nuastro pais.

En lo que respecia 2 |a concentracion de espermatezoides, Evans y Maswall {1590
consideran que as nacesaria utilizar una dilucian baja antes de la congelacion v una buena
rearmmacian al momento de descongelar el semen o bien reconcentrar mediante
centrifugacion del semen descongslado

Totalments ceincidente con estas afirmaciones, Durén del Campo {1980} demusstra
la clara necesidad del estableciments de una buena poblacién de espermalozoides an &l
cervix, de dende se desprende la conveniencia de la téenica de centnfugacion.

Autores escandinavos (Qlafssan, 18801 han publicado buencs resulizdos de
fartilidad con semen de carnsro congelado con un diluyente a partir de lechs v qus &n su
procesamiento raquiare [a centnfugacion del semen para separar el plasma seminal



Watson (1595) propuso come una explicacién de los pobres resultados que s=
oblienan can semen congelade, que &l procesamiento del semen significa una inlerugcion
de |las fransformaciones que sufre el espasrmatozoide desde su pasaje por el epididime
hasta la fertilzacion. Luego de la descongelacion los ezpermatoroides deberian cantinuar
dichas transformaciones. pero las alleracionss sufridas a nivel de membrana durante el
procesamiente de los espermatoczoides provocan cambios que delerminan una rapida
capacitacian de los mismos (Maxwell vy Watson, 1998). Esto hace que los espermatozoides
esten prontos para |z ferilizacion antes de estar en contacte con los avocilos v que cuando
sa encuentran con ¢lios ya hallan perdido su peder fecundante. Esto tambien estaria de
acuerdo con los buenos resullados oblenidos con la 1A intravtering ya que |2 misma evitaria
todo el pasaje de los esparmatozoides por el tracto de la hembra, alcanzando a los ovocitos
BN un momento mas  oportuna. La centrifugacion del semen posiblements permita regular
mas adecuadaments sstos procesos. Podria velver a agregarse plasma seminzl en &l
momento de la descongelacién coma una forma de demorar |z capacitscion espermatica

For estos mobvos es sumamente intgresanie investgsar sobre las posibilidades de
centrfugar al semsen de camero durante su procesamiento v 1as cansecuencias de dicha
metodaologia,



. MATERIALES Y METODOS

A LOCALIZACION ¥ ANIMALES.

El rabajo s& realiza en la Facultad de Agronomis, Montevideo (35° L3). Se utilizaron
tres cameros adultos, endrologicamante sanos, ¥ praviamenta anlrenados a servir la vagina
arlificial (VA), de a raza Menno Australiano. Los animales se mantuvieron pastorezndo bajo
fotopericdo natural durante el ensayo

A cada carnero se le colecltaron nueve eyaculados ublizando la tscrica de WA
durante dos meses imarzo v abril).

B. MANEJO DEL SEMEN

Antes de |a extraccion, se oreparaban los diluyentas 1 {lechs, yema de hueva v
antibioticos), Z {leche. yema de husvo, gliceral, fructosa v antibioticos) v 3 (mezcla de 1
mas 2] (por mas informacion ver el apéndice 1) Eslos glimoas se panian en 2l cuarto frio 3
una temparatura promedio de 5°C El Bafo Maria se programakba para maniener una
temperatura constante de 35 “C y an él se colocaba el diluvente 1. En &l hafo Maria,
t1ambign eran calocados fres wbos identificados, uno para cada camern, donde se procedia
a diluir &l semen.

Inmediatamante despues de cada coleccion, se registraba el volumen dal eyaculade,
e evaluaba |z motilidad progresiva v se tomaba ung muesira para delerminar la
concentracion espermatica. Lusge se colocaba el semen en los lwbos anteriormente
mencionadoes donde se procedia a iniciar |2 dilucon, agregando diluyente 1 hasta completar
7o ml La moliidad progresiva se evalug en semen dilude con @l diluyente 1en un
Microscopio con contraste de fase (Leitz Dialux 207 a 400 x usando piatina caliente {37
Lz evaluacion fus realzada por €l mismo técnice duranie teds el ensaye. La motilidad
progresiva se axpresc en porcentajes en una escals de 10 en 10 La concentracion
espermatica se eshimd por el metodo de hemeccitémetro (Lépez y VYalencia, 1982). Sclo se
uthzaren eyaculados con un mimms de G0% de motilidad progresiva v de 05 ml dz
valumen

Terminada la pnmera dilucion, los tubos se enfriaban hasta alcanzar 5° C. La
temperatura ara descendida a razon de 2° C cada trez minutos, mediante inmarsion de los
tubos en vasos de plastico conteniende agua a difgrentes temperaturas (37, 25, 32 elo
hasiz llegar a 3%,

Una vez alcanzada 13 temperaturs indicada (5° C), 2l semen diluide era llevade al
cuarta frio. En ese lugar. se realizaba la segunda dilucion mediante agregado de diluyents 2
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hasta completar un valumen final de 15 ml En esas condiciones, & semen era mantenido
durante dos horas

Lina vez franscuride esle periodo s& procedis a fomar tres alcuolas de Cada
gydaculado, 135 cuales eran centnfugadas a 3 velocidades diferenles 700 G, 1500 G, y 2300
G durante 10 minutos. Para ello, las alicuolas eran colocadas en tubos eppendor de 2.5 mi
y llevadas a una centrifuga refrigerada & 57°C

Finalizada la centnfugacian, se exiraia el sobrenadante y se agregabs a cads pellet
iel remanenta) 2 ml de diluyente 3. Posteromentz, se llenaban tres pajuelas de 025 mi
por camerc v por tratemiento (total 9 pajuelas por carmero). El proceso de cangelacian e
realizaba medianle tres pasas prmero [as pajuelas eran colocadas an vapor de nitragana
fquide (ML} & 14 cms. del nivel del mismo por espacio de 2 minuios, segqundos sg disminugia
la allura a 2 cms del nivel de NL y &8s pajuelas permanacian a 53 allura durante 3
minutos; tercero y ultimo se procedia a la inmersion de las pajuelas en ML

La descongelacion de las pajuelas se realize mediante inmersién en agus a 37°C
duranie 20 segundos. En &l semen congslado-descongelade se evalud |l motihdad
progrésiva con el misma procedimiento que se usd con el samen fresco. El porcentaje de
ACrosomas intactos v anormalidades de colas, fueron evaluados utilizando unz gota dz
samen fijada con formol saline y aplastada con cubrechjelos Las preparaciones 5
chservaban con microscopio de coniraste de fase, sin ningunas coloracion. En cads
preparado se contaron 100 espermatozodes. Las evaluaciones fueron realizadas por el
mizmo tecnico durante todo el ensayc. En cada pajuela, e estimo tamkien, |3
concentracion espermatica utiizando el hemoatameatro. Esto hizo posible estimar &l numers
de espermaitoczoides gue se perdian en el sobrenadante despues de la cenfrifugacion z lzz
tres velocidades wlilizadas

C. DISENQ EXPERIMENTAL ¥ ANALISIS ESTADISTICO.

Considerandn que de cada evaculado se wtilzd una alicuocla para cada
fratamiento. el disefo expermental fue parcelas divididas. Los datcs fueron analizados
utihizands analisis de vananza para medidas repstidas. Se estudiaron los efectos de la
velocidad de centrifugacian, macho y dia de la congelacian o eyaculadoe y la interaccion
macho y dis de congelacion. La variacion entre machos dentro de fratamisntos fue incluida
dentro dal error expenmeanial cuanda o8 ratamientos (velocidad de centnfugacién; fueron
comparados.

Cuando el tratamiento fue significativo, las medias fueron separadas utilizande al
métoda de diferencia minima significativa (F=0,05). Los analisis fueron realizados utilizando
SA5 608 [(Statistical Analysis Systern Instilute 1993, procedimisnlo PROC GLAMY Los
resultades s2 expresan en medias = d.e.



49

Y. RESULTADOS

En los cuadres 1y 2 se presentan las medias y deswiaciones estandar (DE) de los
volomenes de los eyaculados obtenidos por macho y por dia de coleccion
respectivamante

CUADRO N 1 Yolumen (mi) de log evaculados por camaro

| CARNERO | N° DBS. | MEDIA | DE

) 1 e 077 | 0,13
22 g 074 | 0,17 |
110 B 0,57 | 0,18 |

CUADRO MY 2 Volumen (mh de los eyaculados por dia de coleccion.

| DA N OBS | MEDIA | DE
A oe marzo 3 1,10 0,12
11 d& marzo 3 0,932 | 013
12 d= marzo 3 2,70 | 009
14 de marzo 5 0,73 | 005
15 de marzo 3 067 | 005
16 = marza 3 063 0.05
18 de marzo 3 oav 0,13
20 da marzo 3 0,73 0,058
7de abril 3 0.77_[0.10

La mectilidad progresiva el semen fresco por macho y por dia de coleccion se
musstra en les cuadres 3y 4 respectvamente Uno de los cameras (1) luvo
sistematicamente mener motilidad progresiva que los ofros dos animales utilizados 2 lo
largo del ensayo.

CUADRD MN° 3 Matihdad progresiva (1) de |03 eyaculados par carnero.

"CARNERC | N OBS | MEDIA | DE |
1 = 70.0 | 0
22 5 | 827 |42
110 o 822 |42




CUADRD N° 4 Motilidad progresiva (%) de los eyaculados por dia de

coleccion

DIA N OES. | MEDIA | DE

5 de marzo 3 823 | 100

11 de marzo 3 50,0 8.7

17 de marzo 3 76,7 &0

14 de marzo &5 BT 5.0
14 de marzo 3 V6.7 2,0 |

16 de marzo 3 76,7 3,0

18 da marzo 3 8.7 B0

20 de marzo 3 TBT o0
¥ de abnl 4 B0 BT |

En los cuadros & y 6 s presentan las mediaz v DE de las concentracionss
espermatcas de los eyaculados obienidos por mache y por dia de  coleccion,
respectivamenta,

CUADRD W & Concanlracién espermatica (millones de espermatozodzs 'ml) de los
avaculados por carmero,

CARMNERC | N° O8S. [ MEDIA | DE
1 g | 48230 | 10247
22 9 | 5a17.8 | 21323
110 2 | BB44. 4 | 11521

CUADRC N° 8 Concentracién espermatica (millones de esparmatozoides /'ml) de los
eyaculadaos por dia da caleccidn

Dl N OBS. | MEDIA [ DE
8 de marzo K} 5186,7 | 477.9
11 de marzo 3 73333 | 21870
12 de marzo 3 4153.3 | 7382
14 de marzo | 3 58686,7 | 8127
14 de marzo | 3 9880 | &R0R
16 de marzo 3 46667 | 161186
18 de rnarzo 3 | 82287 | B45.9
0 de marzo 3 FO13.3 | 15322
| 7 de sbnl 3 58400 | 1264 .8




En los cuadres 7 y B se prasenta el ANVA para malilicad progresiva del semesn £n
pajuelas congeladas- descongaladas

CUADRO N® 7

MOLDELD

Pr=f 0.001

855 _phET

CVi%) 23,8

MELDIA, 20,7

CUADRO N 2
FUENTE GRADOS DE LIBERTAD | Pr=f
CARMNERD 2 0.0718
DI, ] [0.0001
CARNERODIA 18 0,000

| TRATAMIENTD 2 01065

Enlos cuadros © v 10 se presenta el ANVA para porcentaje de dafo 2crosomico.

CUADRD Mo 4
MODELD |
S 0.0014
Rz 0.580
CV{%h) 553
MEDIAME) | 1.5

CUADRO N* 10

FUENTE GRADOS DE LIBERTAD  PR=f
CARNERD Z 05245

L E | o014E
CARNERC DI 16 0,0017
TRATAMIENTO 2 0.2575

En los cuadres 11 v 12 se presenta 2l ANVA para porcenigie de colas deformadas
del semen en pajuelas congeladas-descongeladas



CUAGRO WN* 11

MODELD
Pr=f 0,013
Rz 0,525
CA{%) 36 4
MEDIA, 15.0

CUADRCGMN® 12

FUENTE GRADOS DE LIBERTAD | Pr=f

CARNERO z 0.7155
| DlA A 0.0529
CARMNEROTDIA 15 0.0005
TRATAMIENTO 7 | 02064

En los cuadros 13 v 14 =e presants el ANAVA para concentracion espermatics
imillanes/mi) en pajuslas congsladas-descongeladas.

CUADRO M3

MODELO |
Praf 0,0001
R2 0,685
CVi%) 12,78
MEDIA  [79.22

CUADRO N" 14

FUENTE GRADOS DE LIBERTAD Pr=f
CARMERD | 2 0.0001 |
DIA g 0.0001
CARNERD DA 15 00001
| TRATAMIENTC z | 0.00221

Enlos cuadros 15 y 16 2@ presentan laz medias y desviacionas astandar (DE) de iaz
matifidades progresivas del semen en pauelas congeladas-descongeladas obtenidas por
machos y por dia de coleccion, respactivameante,
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CUADRC N® 15 Motihdad pragrasiva del semen congelado-dezcongelado (%) por macho

CARNERC | M°OBS | MEDIA DE
1 27 19.44 [10,13
22 27 19.44 10,59
ke N} EF ) Eepdn PATT

CUADRO N%16 Motilidad progresiva del semen congelado-descongeladodh) por dia de

colescion.

| DIA | N*OBS. | MEDIA | DE |
| &3 g 20,56 | 14.24
1143 g | 1556 | 1281
1243 g 17,78 | 667
1413 9 30,56 | 11.84
15/3 g | 1500 | 707
16,2 9 2444 | B35
183 o 2833 | 1323
2003 g 18.89 | 741
7i4 ] 15,56 | &82

En los cuadros 17 y 18 se presentan las medias y desviaciones estandar del dafo
acrozomice (%) del semen en pajuslas congaladas-descongeladas abtenidas par macho y
por did, respecivaments.

CUADRO M* 17 Dafic acrosomico (%) del semen congelado-descongelade por macho

CARNEREQ | N°QES, | MEDIA | DE
1 27 72568 | 570

| 22 27 70,93 | 8,93
110 27 7089 | 820




CUADRO M 18 Dafo acrosamico (%) del semen congslado-descongelado por dia ae

coleccian
OlA | N2 OBS. | MEDIA DE
a3 ] 6,22 674
1143 | g TEBL | 37T
1273 g G900 | 1212
1472 ] 28 33 G, 18
15/3 g 71,78 1050
163 ) 72,00 .89
1632 g 7511 | -5.01
20/3 g V1,53 G,568
T4 g T0aT 4,44

En los cuadres 189 y 20 se presenian las medizs v desviaciones estandar de las

colas defarmadas (%) del semen en pajuslas congsladas-descongeladas  obtenidas po
macha y por dia de coleccion, respectivamsanta

CUADRD N? 19 Anormalidades de colas (%) en el semen congelado-descongelado por

macho
CARNERD | W° OBS. | MEDIA | DE
1 27 14,33 | 5,05
22 27 1552 | ¥&3
110 | 27 1519 | 7.76

CLUADRO MNT 20 Anormahdades de colas (%) en el seman congelade-descongelado por
dia de coleccian

[ Dia | N*OBS, | MEDIA | DE
8.3 4 1856 | 7.28
13 ] 9 11,00 | 254
1243 9 18,67 | 11.26
1413 g 15,33 | 545
15/3 g 14,00 | 822
163 g 16,44 | 664
183 i 11,88 | 4323
2003 g 1811 | 5,33
T4 g 1411 | 3,33
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La moilidad progresiva del semen congelado-descongelado no fue afeclada
significativamente (P=0,1) por los tratamientos (velocidad de eentrifugacion), La moulidad
progresiva del semen descongslade fue afectada significativaments (P<0,0001) par &l
efecto del dia de coleccion y por la interaccion entre &l macha y el dia de congelacion.

El porceniaje de acrosomas danados tampoco fue afectado por la velocidad ae
centrifugacion (P=0, 1), el porcentae de colas deformadas no fue afectado por la velotidad
de centrifugacian {P=0,1} pero si lo fue, por el dia de colsccion [P=0.05) ¥ por |2 interaccion
entre el macho y el dia de coleccion (F=0,0005)

En los cuadros 21 y 22 se prasentan las medias y desvies estandar de la

concentracion (millones/ml del semen congelado-descongelado obtenidas por macha y par
dia de coleccion, respectivamentie,

CUADRD MN* 21 Concentracicn (millonesiml) del semean congelado-descongelado por

macho
1 =7 8889 | 2117
22 27 94,07 | 22,55
110 27 TB.H3 | 2278

CUADRO MN® 22 Concentracion {millones/ml.) del semen congelado-descongelada por dia
de coleccion.

DIA | N°OBS. | MEDIA | DE
813 9 44 .60 | 1402
1173 g 5,50 | 20.71
dza ] 2 ) S9Ed L Fiee
14i3 g 80,00 | 1061
15/3 9 7756 | 10.03
16/3 g | 7828 | 2557
18/2 g 8189 | 1473 |
203 3 84,23 | 16.04 |
7 g 11000 [9.74
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Los resultados oblanidos con las difarentez velocidades de centrifugacion para las
variables motilidad progresiva, porcenigje de acrosomas dafados y porcentas de colas
deformadas se observan en los cuadros 23, 24 v 25 resgeclivamenie

CUADRG N7 23 Motilidad progresiva en al samen congelado-descongaiado (30 utilizande
fres velocidades distintas de cantrifugacion.

VELOCIDAD DE
CENTRIFUGACION | ©BS. | MEDIA | DE
TO0G 27 18,84 12,04
15006 27 | 2286 | 1076
25000 T 50,37 | 10,18

CLUADRD N 24 Acrosomas dafados en 2l semen congelado-descongslado {99 por
tratamiento utilizande tras velocidades distinlas de centrifugacion

VELDCIODAD DE £ TR

CENTRIFUGAGION | M OBS: | MEDIA | DE
700G 27 | 8981 | 823 |
15005 27| 72.04 | 650
250005 27 725872 B 25

CUADECS M° 25 Ancrmalidades de cola en el saman congelado- descongelada (%)
utihzands tres velooidades distintas de centrifugacion

VELOCIDAD DE . —
CENTRIFUGACIQON | N OBS. | MEDIA | DE
f00GE 27 16,26 | 7.05
23000 27 14,85 | 7.47

Por su parte, la concentrzcien espermatica  en

(=0 03).

Cuando el

cancentracon de espermatica menor

lzz pajuelas congeladas-

descongeladas se vin afectada por |as distinlas velocidades de ceninfugacion utilizadas
semen fue cenfrifugado a TOCOG,
czparmatozeides se perdio en el sobrenadants y por (o lanta las pajuslas quadaron con una

un  mayor numena  de



CUADRO N" 28 Concentracien esparmatica (millones de espermatozaides / ml) en las
pajuelas congeladas-descongeladas utilizando tras velocidades distintas
de centrifugacion.

“VELOCIDAD DE

: - T oaE
CENTRIELGACICN 7005 | 15006 | 250003

M®OBS 29 | & 27
MEDIA 4, 5%a | 81,78b  B1 28h
CE 2299 | 249% | 2403

Literalzs diferentes indican diferencias estadistcaments significativas (F<0,05)
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V. DISCUSION

A los efectos de facilitar la comprensién del proceso de discusion v organizar <l
misma, 58 encars la misma  establecendo tres punios fundamentales para ¢l ensayo
motilidad al descongelada, morfologia y concaniracion

La motlilidad al descongelada, con una media de 20 7%, resultc baja, muy por
debdjo de lo esperado parz esta tecnice. v de lo publicado por otros sutores con (@ misma
tecnica de congelacian [Saderguist, et al 18%97). 5in embargo el resullado oblenido no dista
mayormente de los porcentsjes de motildad logrades con ofras tecnicas, a nivel nacional, &
inclugo 22 oporduno resallar que s& obluvo una molilidad muy similar a ia lograda por
Aznarzz y Menendez{1994). Cabe resaliar que las condiciones e infraestructura, donde se
realizo el ensayoe, no permitigron un perfecte ajuste de la 2crica, lo que seguraments actus
desfavorablemnente sobre los resullados logrados

Lz utihzacion de velocidades de congelacicn mejor controladas y el ajuste de algunos
detalles duranis & preparacion de los diluyentes permitio incrementar considerablzmeanta
los porcentajes de motilidad prograsiva dal semen descongsalado en &l mismo laborstano,
postenormente 3 la reahzacion de este ensayo. Los resultados de motilidad obtenidos no
afectarian a los efectos de la evaluacien de las diferenles velocidadas de centrifugacion
que se realiza en esta sxpenmeanto.

De acuerdo con los resultados de este experimento, la motilidad al descongelado
fue influenciada por &l efecto dia v 18 inleracciion macho - dia, no detectandoze efecic de
las vanables independientes ratamiento ¥ macha, Se deduce que efectos ameniales de
difarente indole podrian exphear estos resultades debido a que la tecnica aun no ha sido
estandanizada.

Los sementales fueron tratados de igual forma a lo largo de todo el periodo. sin qus
gz hubieran deteciado problemas sanitarios, v ademas | corta duracion del ensaye (30
digs]) determing gue no s puaedan atdbwir {2z diferencias de moliidad & efecios
eslatonales

La vanable analizada no fue afeciada por el macho ni por los diferentes tratamientos
da centrifugacién estudiados

Ce los cuadros 8 y 11 2e desprende que las medias para las vanables porcanta)e
de acrosamas danadas y porcentsje de espermatozoides con colas deformadas, resuliaron
71,9% v 15.0% respectivamente, El elevado porcentaje de acrosamas danados esta muy
lgjana de los resuliados obtenidos por Soderguist et al {1997} que obluve antra 30 y 35%
Este resultado hace pansar en que no 52 podria esperar buenos resultados de prefsz con
gl semen congeladoe da asta farma, Debe considerarse o ya expresado en el senlido de las
dificullades encontradss pars ajustar |z iecnice v el incremento en |3 recuperacion
espermatica obtenido con posteriondad a este expanmenio



La varnable independiente dia mostrd efecto significative sobra las mencionadas
anteriormente  Estos datos, vy al igual gue sucedid con la vanable antericr, pueden ser
explicados en parte por efecios ambientalss no identificados

Las variables macho y tratamiente no expresaron ningun efecto sobre la vanable en
estudio, de essto se desprende que los diferentes sementales no mostrarcn dados
meorfolagicos entre los distintos eyaculados para cada dia v que las diferentes velocidades
de centrifugacion tampoco afectaron los resultzdos obtenidos. Esto estaria indicands qus
aun velocidades de ceninfugacion de 25009 no afectaron sigrificativamente la morfologia
espermatica y gue per lo tanto, por lo menas en lo que se refiere a esta variable, no habria
inconveniente en utitizar los referidos tratamientos

La variable concentracion al descongelade, tene una media de 78 22 millones par ml
sequn se expresa el cuadro 13 La misma resultd afeciads por las varizbles diz, macho e
interaccion macho®dia. resultando para las mismas altamente significative

Por su parte los diferentes tratamigntos afectaron la variable en consideracion en
forma significativa, lo gue nos permite deducir que las distintas concentracionas logradas
responden, entre ofras cosas, a las diferentes velocidades de centrifugacion

Las medias obtenidas para los tratamenios 1, 2 y 3 fueron de 74 58millones/ml;
81, 78imillones/mi } v B1.28(millones/ml), respectivamenis. Esto coincide con (o ssperado,
donde velecidades mayores permiten una mayor recuperacion pspermaflica; s bien laz
mismas no fueron suficientes v los bajos valorss obtenidos son como consecuencia de |as
elevadas pérdidas de los mismos al desechar los sobrenadantes, (las mismasz ozcilaron
entre 37 58% y 93,78%. con una media de 68 87 %)

Es converiente resaltar que de acuerdo con las concentraciones |ogradas no se
estaria cumpliende con uno de los objetives del pressnte trabsjo. en el sentdo que la
centrifugacion no permitia una adecuada recuperacion de espermatozoides para viabilizar |a
lecnica y mejorar los parcentajes de prefez con | & cervical, que justifiqguen su uso a nivel
comercial permitiendo capitalizar los bensficics de la misma Las concentraciones obtenidas
no son suficientes ni para ser utilizadas en |.A intrautenna. donde de acuerda al maxime
volumen posible de ser whilizado por cuernoi0,10ml) ¥ &l minime n® de espermalozadss
moviles regueridas (20 millones) debara oblenerse concentraciones mirmmas de 200
millanes de espermalozaides maviles! mi.

Para cumplic con el objstivo planteado de viabilizar 12 técnica de LA cervical
atendiends sl maximo volumen que pueds retener el cérviz (0,20 mly v al minimo n® de
2spermatczoides moviles necesarios para tener xitol180 millones) deberian obiznsrss
conceniracionss minimas da 200 millones de espermalozaides moviles: ml. Contrastando
con esto y de acusrdse & |a motilidad media oblenida en el presente rabain tarp solo se
aslarian obteniendo concentraciones  medias de 1840 milenss de espermalozodes
moviles /ml. Por o qus seria necesario ensayar velooidades de centrifugacién supenores u
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otrss alternativas, para tratar de reducir 2l porcenisje de pérdids de espermatozoides
sigmpre que dichas modificacionas no danen significativamenta a los espammalozoides.

Por olro lado, sumado g la posibilidad incierta de poder utilizar mayores velocidades
da centrifugacion, para el legro de pajuslas con mayor concentracion espermatica, 52
deberia reducir el volumen de diluyentes a agregar ai semen fresco y a los pelets
[resultantes de la centrifugacian v desecho de los sobrenadanizs en el semen enfriada),
teniendo en cusnta para ello, el n? de hembiras a servir, 12 concantracion de los
eyaculados, al volumen de loz mismos v al tipo de inseminacion a practicar.
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V. CONCLUSIONES

Los resultadas de movilidad al descongelado obtenidos fueron infenores a io
psperado imedia =20, 7%), no viendose afectada ssta varable por las difarenies
velocidades de centrifugacian utilzadas en el experimento.

Se verificaron importantes danos acrosomicos, segun confirma la media para dicha
variahle (71 5%}, para las tras veloodadss de centnfugacian ulilizadas (700G, 15000 v
2500 G) no existiendo difersncas significativas enlre os tratamientos empleados

La variabla tratamiento solamsnte resulto signiticativa para exphear la concentracion al
descongelado, obleniéndose diferencias entre los tratamientos 1 y 2 y enire los
tratamientos 1 y 3, sin gue se detectaran diferencias entre los tralamigntos 2 y 3, eslo
concuarda con lo esperado, donde las velocidades mayores de centnfugacion permitinian
una mayor recuperacion de espemmatozoides en &l pelet. Sin embargo las mismag no
fugran suficientes y se produjeron pérdidas en los sobrenadantes  gue oscilaron entre
37,596% y 893 T8% con una media de 69 87%, por lo que solo se obtuvo pajuelas con una
concentracion espermatica media de 79 22 millongs ‘/ml Por lo expresado antenomente |a
leécnica empleada no germitio fa obtencion de pajuslas con una adecuada concentracon
BEpSrmMatics qus justfique su utiizacién para ingaminacion canical,

Cabria |la interrogante da s es pasible continuar aumentando las velocidades de
centrifugacion a ulilizar sin aumeniar los danos espematicos v reducir 3 mobihdad.

Sumade a esto, |3 reduccion del agregado de diluventes en gl semen fresca y en los
pelets {remanentes del semen enfriado y centrfugads) cenirbuira al logro de pajuelas mas
conceniradas,



Vil. RESUMEN

En el exparimento s2 planted |a tecnica de centrifugacicn, mediante la utlizacion de
tres velocidades con &l fin de lograr una alta concentracian de espermatozaides moviles a
nival del cérvix, comea forma de incremantar los bajos niveles de ferilidad obienidos con
este tipo de inseminacion empleands semen congslado

Fara lo cual se centrifugaron muestraz a 700, 1500 y 2500 G, con el objetive de

detectar diferencias en:

* concentracion de espermatozoides an el semenii) - Las diferencias en
s5te punto se deberian & que |as velocidades mayores determinarian una  mayar
concentracian de espermatczoides en el pelel, reduciendose las  pérdidaz de
sspermatozordes al desechar el scbrenadanis; determimands por o tani uns mayar
concantracion de espermatezoides en el samean cangelado-descongelado

* Esparmatozoides con acrasemas dafadositt) - Cabria esperar mayor dano
acrosomico con la utilizacion de alias velocidades de cantrifugacién

¥ anormalidades de colaia)

* Maotiidad progresiva de los sspermatozoides en el semen congelago-

descongelado[?)

Oe estas cuatro varables que e evaluaron uncamenle se encontro diferenoas
significativas en concentracion de espermatozoides en el semen (P=0,0221). observandose
Ios valores mayores para las velocidades de centrifugacion mas elevadas (1500 v 250005

=i bien estas velocidades de centrifugacion permilisron ablensr pajuelas con una
mayar concentracien espermatica, las mismas son consideradas muy  bajas(B1 78
millenes/mi v 8128 millonss/ml), respectivamsente v por lo tsnto no permitrian cbiener
buenos resultados con inseminacion cervical Esto se debe a gue |2 récupsracion
espRrMatca con cualquisra de las velocidades utilizadas fue muy pobre, desechandose un
porcentaje muy elevado de los espermalozeides en el sobrenadante. Cabria la interrogants
de si es posible uilizar velocidades mayores intentando obtener concentraciones mas
glevadas sin que esto perjudique la motlidad progresiva y produzca mayores danos
esparmaticos

Como forma adicional para |3 obtencion de pajuslas mas concentradas, deberiz
reducirsa el volumen de diluyenlas a agreqar al semen fresce v a ios pelets{resullanies de
la centrifugacion vy desscho de los sobrenadantes en el semaen enfriado).
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DESCRIPCIOM DEL DILUYENTE
Solucion de leche:

44 grameos de leche en polvo descremada diluides en 400 ml de agua destilada v
calentada a 25 "C por espacio de diez minutos.

Ciluyents 1:

220 ml de |z solucion de leche
12 ml de yema de husvo

0.07 gramos de penicilina

0.1 gramos de sstreptamicing

Diluyente 2

200 ml de la solucion de leche
32 ml de glicerol

10 gramas de fructoss

12.5 ml de yema de huevo
007 gramas de peniciling

2.1 gramos de estreplomicing

Chluyenie 3

Fartes iguales de diluyente uno ¥ dos
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