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I.- INTRODUCCION

La Ovinocultura Nacional ha mostrado en los 4l-

timos treinta afios un decremento considerable en la-

produccién de carne y lana, debido a miltiples facto

‘res, sefialdndose como los mds importantes; el empleo

de tradicionales técnicas de manejo, insuficiente -~
asesoria técnica especializada, deficiente capacita-
:ién y organizacién'de‘productores, mala planeacidén-
:n la produccidn y conservacidn de forrajes, inade-- -

cuado manejo de las &reas de pastoreo, escasez de in--

. fraestructura y anacrénicos sistemas de comercializa

216n (. SARH, 1880 ).

La caren01a de ef1c1entes programas reproductl-

"vos y de mejoramiento genético han dado origen a los

cruzamientos sin control, trayendo como consecuen01a

la degeneracidn genética del ganado ovino nacional,-

ya que el 95% de la poblacidén es cohsiderada de tipo_

'crlollo, con-un poten01al productlvo bastante bajo -

( Moreno, 1876 )

Nuestro -pais, a pesar de los factores antes men

* -cionados, reune lasvoaracteriSticas geogréficas; so-

ciales y economlcas para lograr la autosuflclenc1a,
tanto en la produc ién de lana como de carne de’ ov1-.

no,. Por ello es de suma 1mportan01a desarrollar y



aplicar técnicas adecuadas que logren hacer de esta
ganaderia una industria altamente rentable y produc

tiva.

Tal seria el caso de la Inseminacidn Artifi- -
cial, la cual tuvo su primer uso en el afio de 1780
por Spallanzani, fisi610g0'italiano, al lograb por-
este meuodo cachorros canlnos V1ables ( Hafez,.- -
1980 ). SR ;

Esta tecnlca se na empleado en forma Jnten81va
desde el afio de 1940 en Rusia, reportandose una pro
ducc1gn de 200 a~500 corderos producto de un solo -
semental por afio, en casds aislados’se han obtenido
hasta 10,000 animales en una éstacién’réproductiva,
en dicho pafs ( Jheltobruch, 1979 ).

Con 1la apllCaClOD ex1tosa ‘de 1a Insemlna01on -
;fArtlflClal el mejoramlenio genetlco de esta. espec1e’
_se acelararla, obtenlendose ‘animales cada vez més -
‘_especma’lzados .y de mayor product1v1dad evxtando
 ¢as1 la fuga de lelsas con la. adqulslclon de anﬂma—
les de; extranjero, la propaga01on de enfermedadesJk
venéreas que afectan la reppodu001on v se cubrlr1a~j
- un mayor numero de vientres a menor Costo, Dudlendo
- se ademas apllcar esta. tecnlca en determlnadas epo—

“ cas del‘ano, med;ante 1a slncronlzac1on de caloreu,'




logrdndose producir asi una mayor cosecha de corde-~
ros al afio ( Bustamante y Valencia, 1981 ).

La Inseminacién Artificial en ovinos ha sido - :
- mds utilizada con semen fresco, ya que al aplicar -
semen congelado se han obtenido bajos porcentajes -
de fertilidad ( Hackett, et. al., 1979. Lépez y -- .
 Va1enc1a, 1982 ). | ; | H

| Fivst et. al., ¢ 1961 ), Colas y Court (1976)
‘y Langford et al., (1979 ), han con31derado que —?
>al resolverse el problema de. la congela01on de. se—u}
men de carnero, la ovinocultura se podrla benefl— ~f

‘ciar con la Insemlna01on Art1f1c1al tanto como lo—?'
ha hecho la ganaderla bov1na. | o v

Se ha mencionado que los espermat0201des de'—-f_
fcarnero no sobrev;ven durante largos perloaos de ——'i 
tlempo, a menos que se les agreguen dlluyentes, 1os”d
- cuales: deben aportar energla, proteger contra lOS ~:?

efectos del enfrlamlento, actuar como amortlguadOwefi“'

res del P.H. ac1do mantener la pre51on osmotlca Y
el equlllbrlo electrolltlco de ‘dichas celulas ~_3.-j
'»( Hafea, 1980 )r B S C

_ Algunos autores han senalado que ‘entre las p051
:y‘bles causas de 1os poores reuultados de fertllldad,

5ﬁuf3; ;,?h 




lcgrados con semen congelado en borfegos, estd el da
Ac acrosomal de los espermatozoides pof la congela--
cidn, ocasionado por falta de proteccidn al cambio -
térmico ( Healey 1969; Wattson y Martin, 1972 ).

Gustafsson ( 1978 ) y Bustamante ( 1980 ), coin
ciden al mencionar que con la técnica deAcongelacién,
el semen de morueco presenta débil recuperacién de -
la motilidad espermatlca post descongelado, aanmab -
;del dafio acrosomal de los espermat0201dea, reducién-

dose la ferLllldad}

"Bu‘tamante y-Valencia (“1981'), éhcontrardn que
coq el diluyente yema de huevo trls, es suf1c1ente -
para proteger la integridad acrosomal durante el pro
ceso de congelacidén, mas no la motilidad espermatlca;
No obstante, dichds autores al congelar semen con un
diluyente & base de yema de huevo-tris mds glicerol,
'observaron una mayor motllldad de los espermat0201——
des ( 31.2% ), con alto numero de celulas con acroso

‘ma normal ( 59.5% ).

| Sln embargo Bustamante y Valencia ( 1981 ) lo-
 ,gParon menores resultados después de oonpelar semen-
_'deov1nos pallbuay COHtPlS fructosa- ac1do c1tr1co -
yema de huevo y gllcerol obtenlendose una motllldad-

progre81va del 19.4%, asi como tamblen al emplear -



un diluyente compuesto por tes-tris-glucosa-yema de
huevo y glicerol con 21.4% de espermatozoides mévi-

les.

El presente estudio tuvo como finalidad, eva--
luar la motilidad progfesiva, posterior al- desconge
- lado de semen de‘carnero Merino Australiano con y -
sin centrifugacién y diluido con dos diferentes for

mulas.




ITI. GBJETIVOS

- OBJETIVOS GENERALES:  Contribuir a la bdsqueda -
' | " de la técnica mis viable -

para lograr la implementa-

 'cidén exitosa de la Insemix. =

" nacidn Artificial con se--

" 'men congelado de ovino.

:‘: 'QBJEI“IVOS;'ESP‘ECI‘FICOS:", Evaluar y compaf’ap la moti
S SR ’_flidad‘progfesiva del semen
'de carnero Merino Austra--

'(Iiéno antes y déspuéS‘def¥

 f}}la.¢onge1aci§n en pajillas

;"*utiliZandb’dos clases de -

.. diluentes con y sin centri

fﬁffugacién.deﬂloé“éspepmatoé"

zoides..




ITI. MATERIAL Y METODO

El presente trabajo se desarrollé'en el Centro
Nacional de Fomento Ovino, ubicado en el municipio-
de Chapa de Mota, Estado de México, bajo condicio--
nes de clima templado sub-hﬁmedo, con lluvias en vg'
rano. G ( Wy, ) CW)b (e')g. ( Estado de México, -
1976 ). | ' ‘

M’ATERI‘A‘L

Se utlllzavon 10 sementales de la raza Merlno—[-
Australlano, 1mportados de Australla. El equipo ba--
sico para recolectar.y congelar semen estuvo consﬁi;
~tuido por vaginas artificiales, termémetros con ra§>r
go de -20°C a 120°C, microscopios bifocales de in-
terfése-con_platina, espéctrofotémetro; centrifuga;‘
horno esterilizador, bafio maria, balanza, termo pa-t
ra nitrégeno y hielo seco. Ademds se utilizé diver-
 so material de‘laboratorié, como pipetas termihalesJ
de .1 ml. y 10 ml., matraces erlenmeyer; tubos de -
'centrlfuga graduados, probetas, vasos. de pre01p1ta— 
| do, porta objetos, cubre objetos y pajlllas francgf‘

sas para congelar el semen. -

Los roacL1v05 empleados fueron trls ( HldPOX1-f
‘metll - Anlnometano Y fructosa Ac1do Cltrlco, Ciaj

4’
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trato de Sodio, Glicerol, yema de huevo, leche, Ni-
trégence liguido, agua destilada, antibidticos ( Es-

treptomicina y Penicilina ) y solucidn Hartman.
METODO

Se entrend por cuatro dias a 10 sementales de-
la raza Merino Australianco, para que sirvieran en -
vagina artificial ( V.A. ), utilizando para ello --

- una oveja ovarioectomizada.

Una vez famlllarlzados los carneros con este -
-metodo se procedlo a la recolecc1on de semen, dando
prev1amente dos montas falcas a 1os carneros con el’
‘objeto de lograr una. me]or exc1tac1on y mayor volu~_

men por eyaculado..

La vaglna art1f1c1al ( V.A.) fué preparada a -
una temperatura de 41 - 44°C al momento de la reco-
leccidn y lubricada COD'SOlUCLQﬂ KY, ( Rhodes, 19880).

hDéspués de obtenido el semen fué depositado in
: medlatamente en. bano marla ‘a temperatura de .28°C. -~
Determlnandose posterlormente volumen, concentra~_—‘

_c1on,.mot111dad masal e_;nd1v1dual del eYacuiado;

- "El volumen fué cuantificado en el mismo ‘tubo -

B L
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graduado que se utilizd para la recoleccidn del se-
men, la concentracidén espermdtica fué determinada-
mediante espectdfotometria, previa dilucién del se-
men ( 1:100 ) en una solucién de Citrato de Sodio -
al 2.9%. La motilidad masal, se calculé por observa
cién microscépica de una gota de semen colocada en-
tre porta y cubreobjetos a una temperatura de HOOC,
calificdndose con valores del 0 al 4 ( Zemjanis, --
1980 ) y.por Gltimo la motilidad progresiva se eva-
1uo en forma 51m11ar, con la dlferen01a de que la -
gota previamente fué diluida ( 1:100 ) en una solu-
cidén al 2.9% de Citrato de Sodlo, callflcandose la-

muestra en escala porcentual.

Se realizd la dilﬁcién y congelacidén de 60 Q'—:

~ muestras de los diez animales al azar, formindose -

dosrlotes, compuestos cada uno por 30 muestras, de-

. las cuales 15 de cada grupo fueron sometidas prev1a

"mente a centrlfugaclon con solu01on Hartman ( 1:5 ),
‘durante 10 minutos a 300 rpm. a una temperatura de-
30°C,‘las_muestras restantesvde cada lote,~fueron -
' congeladas sin centrifugar ( Cuadro No. 1 ).

~El lote 1 se empled el'diluyente’AI, a base de
tris - fructosa —kécido citrico = agué destilada_-é‘
‘-yema de huevo y antlblotlcos Y el diluyente’AII,—~ i,
' que con51stlo en una formula que contenfa 94% de_lafi

: o



solucidn AI ylé% de glicerol ( Cuadro No. 2 ).

En el lote 2 se utilizé el diluyente BI consti
tuido por leche y antibidticos y 1la férmula BII cu--
yos componentes eran leche y glicerol al 88.0% y - -
12.0% respectlvamente ( Cuadro No. 3 ).

| Para dllulr las muestras de] lote 1 se realizo—"
1a ‘s;guiente ecuac1on : ' |
~ Nimero de do
| éié*a prepa-
“rar y canti--

- Volumen X Concentracmn X Motilj dad Pr*ogreswa dad de. dilu- ‘

300 X 106 | espermatozoides BT _, yente AT y -
Sy e ’ - . AII a adicig.
SO ﬁar; B -

Una vez calculado el total de dlluyente a em- - _

1'  plearse, ‘se’ agregaron a. 1as muestras 50% de la formuﬁu

'1la AT a temperatura de. 28°C y posteriormente cada 30'
minutos se les anadlo, 12.5% de la formula ATl a - -
50°¢C, rcpjtiendose esta operacion, hasta complemen-—
 tar el 50% reotante ‘de dlcha solucion, con el objeto
- de descender la tempefatura pauldtindmente en un lap“
- S0 de 2 horas.,cf" o | | '




El semen del lote 2 fué diluido, en base a la-
misma férmula matemética empleada con el gfupo I --
asi como la adicién de los diluyentes BI y BII - -
( 50% del primero y 507 del segundo en cuatro frac-
ciones ).

El envasado de las 60 muestras, se efectud en-
pajillas de tipo franééé de 0.5 ml. y posteriormeﬁ—
te fueron depositadas en hieloiséco durante 15 minu
tos ( -79°C ) luego se'introdujeron en un termo de-
nitrogeno lfquido a una temperatura de —190°C duran .
te . un 1apso de 8 dias o '

METODO DE DES'CONGELADO‘ _’

Para descongelar el semen, las pajillas se co-
locaron en'baﬁo maria a temperatura de 40°C durante
seSenta segundos Evaluéndosé inmediatamente la mo-

‘tilidad progre31va del ‘semen, previa dllucion - -;"
( 1:100 ) en solucion de citrato de sodio al 2. 9% ,~
en microscopio con platlna cal;ente_a 40°C, utili--
zéndbse para ello‘lanisma escala porcentual emp1e§”
da‘en la calificaéién,anteside’la‘cdngelacién.‘

Los porcentajes obtenldos de motilidad progre~
siva con vy sin centrifugac1on, antes y- deapues de -~

1"la congelauion se evaluaron estadisticanente,median ,H-f

: ‘il,li:, ,



te la prueba de anélisis de varianza, ( Steele y --
Torrie, 1960 ). Factorial 2 x 2 con bloques al azar.




CUADRO No. 1

DISENO EXPERIMENTAL

" TOTAL DE MUESTRAS 60

lote 1 15 Centrifugadas

30 Muestras Diluyente Al 15 No Centrifugadas

lote 2 . © 15 Centrifugadas

30 ‘MuestnasL Diluyenté. B 15 MNo Centrifugadas

TR e




CUADRO No. 2

COMPOSICION DE DILUYENTE AI

REACTIVO _ o "CONCENTRACION
B , v - , , S : T
Ul Tris o ' . 3.08 grs.
F | Fructosa - B R 1.25  grs.
F | Acido Citrico ' S 1,87 grs.
|g { Agua destilada c¢.b.p, - 100.00 ml.

- Solucidén Bufer » , 80.00 ml.

Yema de huevo- S 20,00 ml.

"Penicilina o P 400,000 U.I.

Estreptomicina ‘ .. 1.0 - grs.

DILUYENTE AII

Diluyente‘AIa~. _ v  ‘_ o . «y,’94%~

.~ Glicerol _— D I ag




~ CUADRO No. 3

. ‘COMPOSICION DEL DILUYENTE BI

_REACTIVO = =~ - . CONCENTRACION
teéhe ' _ : | v'i‘ S 24,5 ml. '

Penicilina - ) . 1000 U.I./ml.
- Estreptomicina | o .01 grs../ml.

DILUYENTE BII

Leche ~ . 22,0 m.
Glicerol . o 3.0 ml.




Iv.- RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla I se muestran los resultado obteni
dos en el porcentaje de la motilidad, progresiva --
del semen Merino Australiano antes y después de la-
congelacidén en dos diluyentes, centrifugado y sin -

centrifugar.

La motilidad progresiva antes de5cohge1ar no -
"mostro diferencias. olgnlflcatlvas para el dlluyente
o para la centrlfuga01on,‘encontrandose un rango de
73.0 a 77:3%. Loskvalores_de motilidad progre51va-
‘pqst-gescongelado se viefonvaféctados respecto al -
diluyente, siendb la mayor motilidad, la observada-
en el diluyente tris de 27.7% y 22.0%, para las - -
- muestras centrifugadas y sin centrifugar Peépectivg ‘
mente. Estbs‘valbres fueron diferentes estadistica-
mente ( P <0.01 ), a las diluidas en leche que pre-
sentaron una motilidad del 13 7% vy 8 4% con y sin -

centr1fugac1on respectlvamente

La motilidad pregre51va post descongelado _  R

( 27.7 ) de las células espermdticas, diluidas con-.
tris - fructosa - 4eido cftrico - yema de‘huevo - -
 g11cero1 Y qometldas a centrlfugaclon fup superloc—
‘a lo obtpnldo por Bu°+amante y Valen01a ( 1981.), -

Lopez y Valencla ( 1982 ) los cuales lograron una -

_’;16;-



motilidad post~descongelado del 19.4% y 19.9% respec
tivamente utilizando los mismos diluyentes tris - ~-
fructosa - dcido citrico - yema de huevo y glicerol.
Esta diferencia tal vez fué ocasionada por el efecto

‘de la centrifugacidn de los diluentes utilizados.

Bustamante y Valéncia ( 1981 ), lograron una mo
tilidad progresiva del 31.2% mediante la utilizacidn
de diluyentes a base de yema de-huevo—trisby glicerol,
lo cual supera a lo obtenido en'el‘presente trabajo.
Posiblemente.esto pueda serkatribuible a que el métg
~do de congelacién empleado en el presente estudio, -
fué diferente al utilizado poridichbs autores, ya --
que ellos utilizarbn'Vapor'de_Nitrégeno y en el pre-
sente se utiliié hielo seco. Pudiéndovinfluir ademés
los 1ncred1entes 3% concentra01on empleadas para la -
preparacxon de los: dlluyentes. ‘ |

‘ Mann ( 1964 ) cita con posibles éausas,de la -~
‘dlgmlnu01on de la motilidad espermatlca la remOCién'
.0 alterac1on de oomponentes celulares a un trastorno
en‘el 1ntercamb10 1on1co, 1nvolucrando al potasio y~
:QUizé a. los fosfatds que se alteraron en la dlluc1qn'
‘del,semén. Es posible que el mecanismo de’inactivafe.
cidn espermdtica por dilucidn y 1avédo, sea basica--
mente parecido al-enVe*éCimiento'del eepermatozoidc- 
de cuando es almacenado, por hlnchamlento y degenerd

01on del complejo llpoprotelco, seguldo por cammeSA

S



fisicos y quimicos, como la bxidacién de grupos Sul-
fhidrilos intracelulares , esenciales para la movili
‘dad normal: Disminucidn en el contenido de coenzimas
vitales como el ATP e incrementb en la permeabilidad
espermidtica, lo cual ocasiona la pérdida de protei--

nas intracelulares.
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TABLA 1.

RESULTADOS OBTH\IIDOS EN EL PORCENIAJE DE LA MOTILIDAD PROGRESIVA DEL SEMEN =
CARNERO MERINO AUSTRALIANO ANTES Y DESPUES DE LA CONGELACION EN DOS DILUENTES
' CENTRIHJGADO Y SIN CENTRIFUGAR.

SIN CENTRIFUGAR-

LEGHE

Antes de Congelar

73,6

a -

Despuéé ‘de Congelar

- 138.7

84

Antes de Congelar

73.0 a

Después de Congelax“

TRIS

733

27.7

7.3 a

2.0 . b |

- Letras dlferentes en los renglones o las columnas representan dlf e~
renmas ulgnlflcatlvas (P <0.01 ) ,

-4
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‘ CUADRO DE ANALISIS DE VARIANZA PARA EL EFECTO DEL DILUENTE
8 I.A CENIRTFUGACION Y LA INTERACCION EN SEMEN CONGELADO

DE CARNEROS MERINO AUSTRALIANO

“Factorial 2X2
- Arreglo de. bloques aleatorios

""‘(P<:001)

| -
F.p. G.L. s.C. C.M. F.C. Significancia
Total 119 111950.86 |  940.76 — | .
| Tratamiento 3 2192.76 | 730.92 4.37 e
Diluem:e' 1 1930.84 | 1930.84 | 11.15 ok
Centrifugacién 1 ) aee.m | aee. | 099 NS
J:ntemécisn 1 95.18" | 95.18 0.56 s
Bioques‘ - 29 ©/95337.60 | 3262.29 29,56 %
Errop 87 14538.4 | 167.10 —



V.- CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

El principal factor que limita el uso del se--
men congelado en el ganado ovino es la baja motili-
dad espermética que présenta déspués de la cohgela—
ciéng ya que no se ha encontrado un diluyente efi--
caz que proteja a los;esperﬁatozoides durante la --

congelacidn.

Bajo la metodologia‘empleada en el presente --
trabajo, se concluye que, el diluyente tris es me--
“jor que el diluyente leche y que el efecto de la =--

' centrifugacién proporciona mejores resultados.

Finalmente se sugiere realizar mds estudios, en.
caminados a encontrar un diluyente que permita la -
viabilidad de los espermatozoides postdescongelado.

* " Con lo cual se precisard la metodologia mds exitosa,

para la conservacidn del semen de carnero y 1ograr—'
~ de esta forma mayores adelantos genéticoslen'la ga- -

‘naderfa ovina.

. k“ ~“§2if,;l71f}¥‘1“
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