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INTRODUCCION

Los pequefios rumiantes comprenden a los ovinos y caprinos, especies
que fueron domesticadas antes que cualquier otra por el hombre para ser-
virse de ellas como abrigo y alimento (carne, leche). (Ldpez, 1980)

Las altas concentraciones de 8stas especies, generalmente coinciden
con concentraciones bajas de humanos. Encggtréndose los ovinos, casi ---
siempre en lugares ricos en alimentos, en dreas con una precipitacién --
pluvial superior a 500 ml. anuales, como en el caso de Uruguay, Austra--
lia y Nueva Zelanda. Datos recientes establecen que la URSS tiene la ma-
yor poblacidn ovina, siguiendole Australia, China y Nueva Zelanda, prin-
cipalmente. (Arbiza, 1978)

La cabra es una especie que tradicionalmente ha sido relegada debi~
do ha que se le considera como la generadora de la erosifn o por transmi
tir la brucelosis o fiebre de malta. Este animal sin embargo, ha demos--
trado tener un gran poder de adaptabilidad y con buenas posibilidades de
produccidn, ademis que puede lograr esto Oltimo bajo condiciones que son
dificiles o parcialmente imposibles para otras especies. (Corteel, 1975)

El crecimiento acelerado de la poblacién en relacién al lento creci
miento de la produccidén de alimentos trajo como consecuencia que se bus~
caran caminos alternos, para aumentar la produccién de alimentos. Uno de
esos caminos fué el impulso que se le did a la produccidn ganadera, pero
éste impulso se vid limitado unicamente al ganado vacuno, relegando a -
los ovinos y caprinos a segunde término.

Es por esto que en {iltimas fechas, al darse cuenta de la gran adap-



tabilidad y rusticidad que tienen estas especies al medio ambiente, se-
han buscado diferentes procesos para aumentar su productividad.

Uno de esos procesos ha sido el mejoramiento de ovinos y caprinos-
por medio de cruzamientos de razas nativas y mejoradas con el objeto de
aumentar su produccidn, constituyendo esto, una necesidad imperativa --
del pals. Por razones econdmicas y técnicas la mejor manera para lograr
&ste objetivo es la aplicacidn de la Inseminacién Artificial (I.A.). -
(Arbiza, 1978)

La I.A. ayuda a un incremento rapido y continuo del suministro de-
viveres del pueblo. A éste respecto, esta técnica juega un papel impor-
tante tanto cuantitativa como cualitativamente. (Lunca, 1965)

Esta técnica es la mds importante de las creadas para el mejorg----
miento genético de los animales. Esto es posible, ya que con unos pocos
machos altamente seleccionados se producen suficientes espermatozoides-
para inseminar miles de hembras al afio, mientras que en contraste, se -
obtiene poca progenie de las hembras seleccionadas, para transplante de
embriones, por afio. Siendo el principal objetivo de esta técnica el me-
joramiento de poblaciones animales a través de la mis eficiente utiliza
cidén de sementales seleccionados para transmitir caracteristicas de im
portancia econdmica. (Carrillo y Orozco, 1983)

la I.A. en los animales se ha desarrollado ampliamente desde la Se
gqunda Guerra Mundial; aunque su avance ha sido r3pido, no se sabe preci
sar el origen de esta en los ovinos y caprinos. De acuerdo con las le--
yendas, parece que desde la époc¢a pastoril se practico la I.A. en ove—-

jas y cabras, trasladando el semen del donante a la hembra receptora. -



‘Asi como en los ovinos se considera a la URSS pionera de dicho métode -
de reproduccifn animal, Francia lo es en las cabras. (Rodriguez, 197B)

1a I.A. en ovinos y caprinos esta lejos de alcanzar las proporcio-
nes gque alcanzado esta técnica en el ganado vacuno. Aungue ello forme -
el objeto de investigaciones en muches paises ya desde el comienzo de -
nuestro siglo. {Lunca, 1965)

Tal vez la mayor limitante de esta, en los ovinos y caprinos en Mé
¥ico, es que afin falta la infraestructura y organizacidn necesaria, pa-
ra que se pueda realizar en gran escala, pero esto ho gquiere decir, que
se deben descuidar los aspectos que contribuyen al mejoramiento de la -~
produccidn. (De Lucas, 1982) Aunque su incremento en los {iltimos afios -
se debe a que es una técnica muy prictica y sencilla, cuando se tiene -
la experiencia necesaria. (Foote, 1980}

La I.A. en ovejas y cabras todavia tiene una serie de problemas —-
tedricos y pricticos los cuales necesitan urgentemente soluciones para-
incrementar la proporcidn de explotaciones de estas especies. {(Lunca, -
1965) pno de los principales problemas al que se enfrenta es la conser-
vacidn del semen y el lograr mantenerlo viable hasta el momento de su -
aplicacidn; problema que no se ha podido resolver debido al corto tiem-
po que puede mantenerse viable el semen de estas especies.

Es por ello que en estas especies la ejecucidn de la t&cnica ha ~-
quedado restringuida al uso de semen fresco y refrigerado por los bajos
porcentajes de fertilidad que se obtienen con semen congelado. (H;ckett,
et. al., 1979)

5in embargo, en los dltimos afos, la recuperacidén de la motilidad-
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postdescongelado y de fertilidad obtenida con semen descongelado, se ha
aumentado sensiblemente con el desarrollo de nuevas técnicas de congela
cién e inseminacidn. (Mc. Donald, 1975)

En especies de reproduccidn estacional, como la oveja y la cabra,-
una ventaja en la conservacidn del semen, es que se puede almacenar en-
1la estacidn reproductiva cuando &ste se produce de mejor calidad y pue-
de ser aplicado en cualquier &poca a las hembras. Varios autores (Ligh-
foot y salomon, 1970; Mattner, Entwistle y Martin, 1969; Watson y Mar—-
tin, 1972), citados por Tasseron, et. al., 1977, sefialan que la baja --

" fertilidad del semen congelado es debido a fallas‘enbel transporteries--
permdtico en la hembra, a una reduccidn de la motilidad espermitica en-
el tracto genital de la hembra y en minima parte al dafio acrosomal cau-
sado por el congelado.

Entre los medios de diluc;én que se han trabajado para conservar -
el semen, esta el de yema de huevo, el cuil tiene un papel importante =
en la motilidad espermitica al descongelado, observindose que un incrg-
mento de niveles de yema de huevo del 5 al 13 %, provoca una mejora de-
la motilidad espermitica del 34.8 a 37.9 %. (Entwistle y Martin, 1972}

Otro medio que se ha probado con buenos resultados es TRIS, éste =
medio se compard con el de glucosa observindose que la motilidad esper-
mitica del semen diluido en TRIS y almacenado a 5 °C por tres dias era-
superior en &éste medioc que al de glucosa, lo cuil propone al medio a ba
se de TRIS-yema de huevo, como uno de los medios indicados para el se~-
men de estas especies. {(Abdelhakean, et. al., 1978)

Estudios realizados por Fukui (1979) demuestran que el semen dilul
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@ en proporcibn 1:4 {V/V) con TRIS-yema de huevo, mucstra mejor super—
vivencia espermitica después del congelado y descongelado a 37 °C, que-
los diluentes Lactosa-yema de huevo y Rafinosa-yema de huevo. Aunque al
qunos trabajos demuestran que existe buena fertilidad (60.7 %) utilizan
do el diluente Rafinosa-yema de huevo. (Salomon y Visser, %973}

Otro diluente que funciona de manera adecuada es el de Lactosa-ye-
ma de huevo, aunque al compararlo con el diluente TRIS-yema de huevo, -
se observd que la motilidad progresiva era ligeramente inferior. (Pefia~
y Melesio, 1984) Aunque los mejores porcentajes de motilidad espermati-
ca se han obtenido con Lactosa al 11 % que cuando se usd al 9 % . {Roy~
Choondhury y Bhambhani, 1977)

Mis recientemente, diluentes sintéticos que contienen azficares y -
electrolitos, ambos en pequefas proporciones de leche o yema de huevo,-
han sido desarrollados, dando un grado de proteccidén al espermatozoide-
de carnero durante la fase de congelado y descongelado que es compara--
hle, o en algunos casos excede, al que dan los diluentes a base de ie--
che calentada o con yema de huevo. {Jones y Martin, 1965; citado por --
Entwistle y Martin, 1972)

Los estudios realizados en cabras demuestran que se han tenido me-
jores resultados utilizando como diluente la leche descremada y calenta
da durante 10 minutos a 80-90 °C. Con los medios que contienen yema de-
huevo, se tuvieron resultados contradictorios en cuanto a fertilidad, =
puesto que algunos autores mencionan que no es conveniente su uso, debi

do a que en el semen del macho caprino se encuentra una enzima (fosfata



sa) que se produce en las gladndulas de Cowper {Roy, 1957), que degrada
la lecitina del huevo, produciendo lisolecitina y dcidos grasos, que -
son téxicos para los espermatozoides. (Corteel, 1980) por lo anterior,
es necesario centrifugar y diluir el semen para tratar de eliminar la-
mayor cantidad de plasma seminal, mejorandose con esto las tasas de -~
fertilidad del semen congelado, al utilizar yema de huevo. (Corteel, =
1981)

Otro elemento importante que limita la fertilidad del semen, es -
el dafio acrosomal que se produce durante la dilucidn y equilibracién,-
asi como, en menor cantidad, durante el congelado. (Fornusek, et. al.,
1981)

El acrosoma es un saco membranoso delgado, de doble capa, que se-
adosa fuertemente al nficleo durante la espermiogénesis, cubre la por--
cién anterior del nficleo. Es una estructura similar a un capuchdn, que
contiene enzimas liticas. (Mc. Rorie y Williams, 1974; Morton, 1976; -
citados por Garner y Hafez, 1980)

El dajfio acrosomal no se considera como el {inico factor que influ-
ye en la fertilidad después de la I.A. (Tasseron, et. al., 1977) Es im
portante sefialar que el dafio acrosomal es mids severo en el semen de --
carnero, en comparacidn a otras especies, después de la congelacidén --
profunda. (Colas, 1980)

Al comparar los dafios acroscmales que se producen al utilizar lLac
tosa-yema de huevo y TRIS-yema de huevo, se observd que la diferencia=~
de estos dos medios era poco significativa. (Pefia y Melesio, 1984) En-
cuanto a las correlaciones entre anormalidades acrogémicas, no muestra
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diferencias significativas ent;e el diluente lactosa-yema de huevo y =--
TRIS-yema de huevo, asi como el diluente a base de Leche. (Bernabe y Te
110, 1985)

Aunque Fornusek, et. al., (1981) reportan que no hubo diferenciag-
entre los diluentes lLactosa y TRIS al microscopio compuesto, en rela---
cifn al semen fresco, en ¢l microscopio electrénico el dafio acrosomal -~
encontrado fu€ de un 44 % para Lactosa y un 59 % para TRIS, a diferen~-
cia del control con 16 %.

Otro de los importantes descubrimientos en éste campo es el hecho-
poxr Polge, et. al., (1949); citados por Foote, {1982) con la utiliza=--
cidn del glicerol como crioprotector durante el congelado, con lo que -
evita las lesiones acrosdmicas que afectan la fertilidad del semen, al-
evitar el dafio que sufren los espermatozoides a temperaturas por debajo
del punto de congelacidn.

EL dimetilsulfdéxido (DMSO) y los azlicares como la lactosa y Rafino
sa también pueder ser benéficos, ya que sirven como agentes deshidratan
tes. (Foote, 1980)

El glicerol se adiciona por lo general al semen despuds de enfriar
lo a 5 °C; sin embargo, ofrece igual proteccidn cuando se adiciona ap--
tes del enfriamiento a 22 °C. (Costa, 1982)

Entwistle y Martin (1972) menciona que no hay diferencia significa
tiva en la recuperacidn de la motilidad progresiva al método de agregar
el glicerol en forma lenta o rdpida. Asi mismo indican que a temperatu-
ra de 5 °C, no hay ventajas en agregar el glicerol en forma lenta o ri-
pida, quedando un voliimen final de 5-7 % (V/V) estandc en contraste es-

tos resultados con los reportados en la preparacidén de semen bovino. -~
) 7



Sin embargo, con la técnica de congelado en pellets, una dilucién con=
glicerol a 30 °C puede ser tan satisfactorio como la dilucién_del dilu
ente glicerclado, después del enfriamiento a 5 °C.

Estudios recientes mencionan que se debe adicionar el glicerol, -
goteandolo o afiadiendo pequefas cantidades durante un periodo de dos =~
horas, para permitir que se equilibren los espermatozoides con el gli~
cerol, todo esto a una temperatura de 5 °C. (Foote, 1980)

En cuanto al porcentaje final recomendado de glicerol para_el di-
luente, se han observado mejores rangos de fertilidad al utilizarlo al

8 %, gue cuando se congela al 4 % de glicerol. (Costa, 1982)



OBJETIVOS
1. Comparar la motilidad progresiva antes y después del congelado-
de semen de carners y macho caprino, trabajando con tres diluen

tes, glicerolades en forma rdpida y en forma lenta.

2. Comparar el porcentaje de anormalidades acrosémicas antes y des
pués del congelamiento de semen de carnerc y del macho caprino-
en tres diferentes diluentes, utilizando glicerclado répide y -

glicerolade lento.



MATERIAL Y METODOS

Para la realizacidn del presente trabajo, se utilizaron las insta-
laciones de la Facultad de Estudios Superiores Cua.utitlén (Laboratorio-
de Reproduccidn Animal); localizada en el municipio de Cuautitldn Izca-
11i, Estado de México a 2450 metros sobre el nivel del mar, a 19° 43' -
de latitud Norte, y a 99° 14' de longitud Poniente. (Garcia, 1973)

Se trabajé durante los meses de Enero a Junio de 1985, utilizando-
se, para ello, 2 carneros adultos de la raza Suffolk y uno de la raza -
Rambouillet; asi como, 5 machos caprinos adultos, 2 de la raza Saanen,-
1 Alpino, 1 Nubia y 1 Toggemburg; todos ellos entrenados para ser traba
jados con vagina artificial (V.A.).

Previa limpieza del prepucio, para evitar posible contamiﬁacién -
del semen, se procedid a la obtencidn de 35 muestras de semen por espe-
cie; siendo para los ovinos un volimen promedio de 0.92 ml. + 0.36 y —-
una concentracién promedio. de 5099.91 4+ 376.72/ml. Mientras que para —-
los machos caprinos el promedio de cada eyaculado fué de 0.87 ml. +0.28
con una concentracién de 3786.74 + 397.56/ml.

Las V.A. que se utilizaron, consistian de un tubo rigido de 15-20-
cm. de largo y de 3.5-5 c¢m. de didmetro, al que se le colocaba una fun-
da de polietileno sujetada firmemente a ambos extremos; asi mismo, en -
wo de los extremos se colocd un cono de polietilenc, el cudl contenia-
a su vez un tubo colector (tubo graduado de centrifuga), con un protec-
tor.

A cada V.A. se le did presidén y temperatura, mediante la utiliza--

cién de agua caliente a 44 °C.
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1a metodologia dentro de éste trabajo fué la siguiente:

En primer término la preparacidn de diluentes, en el caso de los =
ovinos se prepararon para su utilizacidn los diluentes Leche, TRIS y -~
lactosa; mientras que para los machos caprinos se prepararon solamente=-
los diluentes Leche y TRIS (De acuerdo a la formulacién de los Anexos -
1, 2y 3.

El diluente base Leche, fué preparado con leche en polvo descremg-
da y calentada a 95 °C durante 10 minutos, ésto para inactivar la 1act_e_
nina, substancia espermiotéxica presente en la leche. (Foote, 1980; gé
pez y Pérez 1984)

El diluente TRIS, fué preparado a base del amortiguador orginigo -
Hidroximetil-aminometano, (Abdelhakean, 1978; Fukui, 1979) -

El diluente lactosa se prepard con lLactosa al 11 % {(Roy Choundhury
y Bhambhani, 1977)

Cada unc de los diluentes se dividid en dos tratamientos. El pri--
mer tratamiento (I) o de glicerolado rdpido, el cuil se colocd diluente
con glicerol al 5 % a una temperatura de 37 °C (bafio Maria). El segundo
Tratamiento (II) o de glicerolado lento, al que se le subdividid en dos
porciones a su vez, la primera que contenia solo el diluente (A) y que-
fué trabajado a una temperatura de 37 °C (bafio Maria) y la segunda pox-
cién que contenia la otra mitad del diluente (B), mis glicerol al 5 % =~

con una temperatura de 5 °C.

Una vez preparados todos los medios v

iéndolos_a temperaturas -
adecuadas, se procedid a la obtenci&n‘dél sémen: de cada animal, utili--
zando para elloc V.A.
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Al obtenerse cada eyaculado, éste se evalud, tanto en sus caracte-
risticas macroscdpicas (voldmen, densidad y color), como en sus caracte
risticas microscdpicas (motilidad progresiva, concentracidn espermdtica
y anormalidades acrosdmicas). -

Para ello, se realizd la dilucién del semen en citrato de sodio al
2.9 % (0.1 ml. de semen en 9.9 ml, de citrato de scdio quedando una di-
lucion final de 1:100 V/V); y a partir de esta dilucién se determind --
sus caracteristicas microscopicas.

La motilidad progresiva se determind al observarse al microscopio-
compuesto {l00X), una gota de dicha solucién, determinindese el porcen-
taje promedio del nimero de espermatozoides mdviles; procur@ndose traba
jar con una temperatura promedio de 37 °C para evitar alteraciones por~
cambio térmico. Asi mismo, de esta dilucidn se midid la concentracidn =
espermatica, utilizando el método de espectrofotometria. (Martinez, --—-
1985)

pPara poder evaluar el dafio acrosomal, se realizaron frotis, que fue
ron elaborados a partir de una gota de semen en dilucidn con citrato, -
por dos gotas de la tincidn de Wells Awa, permaneciendo en contacto poxr-
5 minutos, antes de que se realizaran los frotis. (Wells Awa, 1970)

El material y los reactivos se mantuvieron a una temperatura de =-=
35-40 °C, para evitar el dafio espermitico por choque térmice.

Una vez evaluade el semen en todas sus caracteristicas, se procedid
en el caso de los ovinos, a la divisién de dicho semen en 6 alicuotas de
0.1 ml. cada una se numeraron en tubos de ensaye del 1 al 6, y se traba-

jaron de esta forma: los niimeros nones se le agregd un ml. de diluente -
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(Leche, TRIS o Lactosa) para cada tubo que contenia el glicerol en for=
ma rdpida (tratamiento I); y para los nimeros parcs se les agregd 0.5 -
ml. del diluente A (tratamiento II).

I1as sels alicuotas se colocaron en vasos de polietileno, que conte
nian agua a 37 °C, y que fueron llevados al refriguerador con una tempe
ratura promedio de 5 °C, para iniciar su etapa de adaptacidn al congela
do.

A partir de &ste momento, se inicid el adicionamiento de la parte-
complementaria del diluente (tratamiento II porcidn B), a los tubos que
contenian el diluente A (tratamiento II); &ste adicionamiento se fué =--
realizando en forma lenta a intervalos de 30 minutos, durante los cua--
les se les fud agregando 0.125 ml. de dicho diluente. por 4 veces hasta
cbtener un voliimen final de 1.1 ml. (dilucidn final de 1:10 V/V) con un
4-6 % de glicerol.

En el caso del semen de macho caprino la metodologia seguida fué -
similar a la anterior, solo que los diluentes que se trabajaron fueron-
feche y TRIS, por lo que el semen se dividid solo en cuatro alicuotas.

Luego de la Gltima adicidn de diluente B (tratamiento II), se dejo
en reposo, a todas las alicuotas, durante dos horas, permitiendo con es
to, la estabilizacidn del semen con el crioprotector.

Al complementarse el periodo de adaptacifn, se inicié la congela=-
cidén del semen; para esto, en el caso de los ovinos se utilizaron dos ~
diferentes técnicas de congelamiento, siendo para las alicuotas en dilu
cidn de leche utilizadas pajillas de un vollmen de 0.25 ml.; las que —-
wa vez llenadas y selladas con alcohol polivinilico, fueron deposita-—
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das durante 30 minutos en vapor de nitrdgenc liquido, a una temperatura
aproximada de -~ 79 °C; mientras que para las alicuotas que contenian ==
los diluentes TRIS y Lactosa, se utilizd la técnica de congelacidn en -
pellets, utilizandose para ello bloques de Bioxido de Carbono sdlido -=-
(hielo seco), sobre estos bloques fueron moldeandose pastillas de 0.1 -
ml. de muestra, permaneciendo sobre este medio durante 5 minutas. (Trg;
jo, 1983)

Tanto pajillas como pellets, fueron puestos en gobelets y almacena
dos en nitrdgeno liquido (- 196 °C), de 10 a 15 dias.

Para las muestras de semen de macho caprino, sdlo se utilizd la ==
técnica de congelamiento en pajillas de forma similar a la técnica ya -
descrita.

Al concluir el periodo de almacenamiento, se descongelaron las pa~
jillas en bafio Marfa a 37 °C por 5 minutos. Posterior a esto se colocd-
el contenido de estas en 0.5 ml. de citrato de sodio al 2.9 %. Mientras
que para descongelar los pellets sdlo se procedid a agregar estos en --
0.9 ml. de citrato de sodio al 2.9 %, tode ello trabaj;do a 37 °c. (Tre
jo, 1983)

Se procedid a la evaluacidn de la motilidad progresiva de las mues
tras al momento del descongelado, asi como a la elaboracidn de frotis,-
utilizando la misma técnica que para el semen fresco, con esto se cuan-
tificd el dafio acrosomal de todas las muestras.

Se observaron 7 laminillas de cada muestra; 1 de semen fresco ——--
(s.F.) y las 6 restantes de los diluentes: leche glicerolado rdpido ===
{LGR) , leche glicerolado lento (LGL), TRIS glicerolado rdpido (TGR), =
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TRIS glicerolado lento (TGL), Lactosa glicerolado rapido (LAGR) y iag}
tosa glicerolado lento (LAGL); esto para las muestras de ovinos. Mien-
tras que para las muestras de macho caprino, se utilizaron S frotis --
por muestra; una de S.F. y las 4 restantes de los diluentes: LGR, IGL,
TGR y TGL.

A partir de estos frotis, se contaron 100 espermatozoides en el mi -
croscopio compuesto (1000 X), y se clasificaron segiin la tabla de Wat~
son y Martin (1972), la cull los clasifica en normal, hinchado, roto y
ausente, refiriéndose al estado del acrosoma. (Figqura No. 1)

Una vez codificados todos los datos, se procedid a transformar --
los valores a arco seno, para que posteriormente estos se trabajaran -
en andlisis de varianza (simple y factorial), asi como en la prueba de

Duncan. (Reyes, 1978; Steel y Torrier, 1980)
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Figura No. 1 !

Glasificacidn espermitica de acuerdo a los diferentes -

grados de alteracidn acrosémica.

R

0 -~ Espermatozoide con acrosoma normal

1.- Espermatozoide con acrosoma abombado o hinchado

2 - Espermatozoide con acrosoma roto, separado de la cabeza
del mismo.

3 .- Espermatozoide con acrosoma enteramente pérdido (ausente)

Tomado de Watson P.F. and Martin I.C.A. (1972)

16



RESULTADOS ¥ DISCUSION

Se observé con respecto a la caracteristica de Motilidad Progresi-
va (M.P.) del semen ovino, que existe una diferencia significativa -=---
(P<0.01), entre la motilidad del semen fresco {79.71 %), con respecto-
a las encontradas en el semen congelado, con diferentes diluentes. (Cua
dro 1)

AasY misme, se encontrd que la M.p. mis alta, en el semen congelado,
fué para el diluente a base de lactosa, coincidiendo con lo reportado -~
por Asmdal y Anderson (1968); citado por Fukui (1979); y Bernabe y Te--
1o {1985)., No encontrindese para éste diluente ninguna diferencia sig.-
nificativa {P>0.05) en la forma en la que se le agrege el glicerocl, ya
sea en forma rdpida (46.57 %), como en su forma lenta (50.05 %).

los diluentes LGL (23.14 %) y IGR (17.85 %), se comportaron de ma-
rera similar al diluente TGL {19.00 %), no manifestandose diferencia --
significativa (P> 0.05), entre estos tres tratamientos, no asi cén el -
diluente de Lactosa (P<0.01).

Por (ltimo se encontrd que el diluente TGR (12.14 %) fué el diluen
te que mds bajo porcentaje presento, pero no teniendo diferencia signi-
ficativa (P> 0.05) con el diluente LGR.

A diferencia de lo reportado por Fukui (1979) y akdelhakean (1978},
gue obtienen mejores resultados con el diluente TRIS. Trabajos reciep--
tes (Pefia y Melesio, 1984; Bernabe y Tello, 1985), reportan mejores re-
sultados con el dlluente Lactosa, siguiendole Lechery poxr dltimo TRIS.

Con respecto al adicionamiento del glicerol, a diferencia de lo re

portado por Entwistle y Martin {1972), si se reportan diferencias signi -
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ficativas si se adiciona en forma lenta o ripida.

Por lo que se refiere a la Recuperacidn de la Motilidad Progresiva
(R.M.P.), los resultados se distribuyen de mayor a menor de la siguiei—
te manera: LAGL (65.94 %), LAGR (57.57 %), LGL (29.64 %), TGL (24.20 %)
IGR (22.95 %) y por Gltimo TGR (15.62 %); no observindose diferencias -
significativas (P>0.05) entre TGL y IGL, asi como entre TGL y LGR. En-
los restantes tratamientos si se cbservd diferencia significativa -----
{PL0.01). (Cuadro 1)

Al analizar los cuadros (2, 3 y 4) se observa que hay diferencia-~-
significativa (P&£0.01l) para la M.P. y la R.M.P., en cada uno de los 6-
tratamientos, asi mismo existid diferencia significativa (P<0.01} al -
utilizar el glicerol en forma lenta ¢ rapida; siendo el mejor el glice~
rolado lento en todos los casos. Sin embargo se encontrd que no existe-
wma interaccidn entre el diluente utilizado y la técnica de adicionami-
ento del glicerol.

En cuanto al dafio acrosomal (D.A.) no hubo diferencia significati-
va (P>0.05) entre el semen fresco y los diluentes utilizados. No asi-
en el método de adicionamiento del glicerol, en el que se observan mejo
res resultados en los tratamientos de glicerolado lento sobre el glice-
rolado rapido. (Cuadro 5 y 6) Siendo esto similax a lo reportado por Pe
M y Melesio (1984); Bernabe y Tello (19288); y Fornusek, et. al., =---
(1981), utilizando el microscopio compuesto.

En cuanto a los resultados obtenidos en macho caprino, para la ca-
racteristica de M'P." se observa gue de iqual manera, como sucedid en -
los ovinos,'existe una diferencia significativa (P <0.0l1) entre la M.P.
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del semen fresco (73.14 %), con respecto a los valores encontrados para
8ste pardmetro en los 4 tratamientos utilizados. {(Cuadro 7)

Igualmente, existid una variacidn considerable en el método de adi
cidn del glicerol, observindose una mejor M.P. en los tratamientos don-
de el glicerol se adiciond en forma lenta (40.00 %), habiendo asi mismo
diferencia significativa (P <0.0l1)} al usar LGR (35.14 %) y TGR (28.42 %)

Con respecto a la R.M.P., se encontrd que no hay diferencia signi-
ficativa (PD 0.05) entre los tratamientos que son: LGL (54.60 %), TGL -
(54.57 %) y LGR (48.02 %): sin embargo, para el diluente TGR (38.70 %),
se encontrd una diferencia significativa (P« 0.01l) con el resto de los~
diluentes. Asi mismo fué &ste en el que no se obtuvieron buenos resulta
dos, no asi al adicionarle al diluente TRIS el glicerol en forma lenta.

Al analizar los cuadros (8, 9 y 10) se observd diferencia signifi-
cativa (P <0.05), para la M.P., no presentindose efecto del glicerolado
en los 4 tratamientos. En cuanto a la Recuperacidn de la Motilidad Pro-
gresiva, se encontrd una marcada diferencia para &ste pardmetro en to--
dos los tratamientos y de igual manera, no se observa efecto del glice-
rolado.

En ambos casos no existe una interaccidn entre el diluente en la -
forma de adicidén del glicerol.

En cuanto al D.A. se observd que el menor porcentaje fué para el -
semen fresco (18.65 %), siguiendole en orden creciente: TGR (28.40 %) ,-
TeL (28.97 %), LGL (32.74 %) y por Gltimo LGR (41.54 %).

No observandose diferencia significativa (P> 0.05) con el diluente
TRIS, tanto en su forma de glicerolado lento, como en el glicerolado ri
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pido. Sin embargo, se observa una diferencia significativa (pP£0.0l) en:
tre el diluente TRIS y el diluente de leche, tanto en su forma de glice
rolado lento como rdpido, asi como entre estos dos Gltimos. (Cuadro 11)

Se observé un efecto del diluente y el método de adicidn del glice
rol, sobre la presentacidn del D.A., as{ como una interaccién entre am-
bos. {Cuadro 12)

Aungue existid un efecto sobre la presentacidn del D.A. con respec
to a el método de adicidn del glicerol; se observd que no existe ningu-
na variacidn en cuanto a la frecuencia del D.A. (Normal, hinchado, roto
y ausente) en relacidn al diluente o al método de adicién del glicerol.
Encontrandose que la frecuencia del D.A. tanto en semen fresco comc en-
semen congelado fué siempre de mayor a menor: Norxmal, hinchado, roto y-
ausente, coincidiendo con lo reportade por Watson y Martin, 1972; Tasse
ron, et. al., 1977; Fornusek, et. al., 1981; Pefia y Melesio, 1984; y --
Bernabe y Tello, 1985.

Finalmente en lo que respecta al método de congelacidn encontramos
que los pellets, tienen algunas ventajas sobre el método en pajilla, al
ser esta técnica mids simple, rdpida y consecuentemente mis econdmica. -
Pero su utilizacidn tiene el inconveniente de ser dificil su identifica
cidn, su eventual contaminacidn por bacterias y por @iltimo al requerir-
un método delicado para depdsitar el semen en el tracto genital femeni-
no, lo hace un método imprdctico en la I.A. -

Algunos trabajos mencionan que es mejor la 1.A. usando semen conge
lado en pajillas que en pellets, pero no hay diferencia en cuanto a la-

fertilidad entre ambos métodos de congelacidn. (Colas, 1980) .
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CUADRO 1
EFECTQ DEX, GLICEROLADO RAPIDO Y LENTO SOBRE LA MOTILIDAD PROGRESIVA,
RECUPERACION DE LA MOTILIDAD Y ANORMALIDADES ACROSOMICAS DEL SEMEN -

DE CARNERO UTILIZANDO TRES DIFERENTES DILUENTES.

CARACTERISTICAS SF IGR LGL TGR TGL
MOTILIDAD PROGRESIVA 79,712 17.85% 23.14% 12,14°¢ 19 .o,od

(M.P,) +12.00 +10.59

RECUPERACION DE LA 23,958
MOTILIDAD PROGRESIVA ,‘ills'.ﬁe :
(R.M.P.}
ANORMALIDADES 23,77% ] o287
ACROSOMICAS + 8,68 +7.89

(A.A.)

M. P. (P <0.01) (LGL VS TGR; P<0.05)
R.M.P. (P<0.01) {IGL VS IGR; LGR VS TGR; P<0.05)

A.A. - (P>0.05)




CUADRO 2

ANDEVA para el efecto del glicerolado rapido y lento sobre

la motilidad progresiva del semen ovino.

FUENTE V. G.L. s.C. C.M. F
TOTAL 244 83681.41 342.95
*n
TRAT. 6 54291.02 9048.50 73.27
ERROR 238 29390.39 123.48
CUADRO 3

ANDEVA con arreglo factorial para el efecto del diluente y

el glicerolado ripido y lento sobre la motilidad progresi-

va del semen ovino.

FUENTE V. G-L. s.C. C.M. F
TOTAL 209 48304.13 231.53
ko
TRAT. 5 21319.40 4263.88 32.12
R
A 1 942.78 942,78 7.10
‘i
B 2 20337,12 101.68,56 76,62
AXDB 2 39,5 19,75 0.1485
ERROR 204 27074.73 132.71
* (p<0.05)
** (p<0.01)

NS (P>0.05)




CUADRO 4
ANDEVA con arreglo factorial para el efecto del diluente y
el glicerolado répido y lento sobre la recuperacion de la-

motilidad progresiva del semen ovino.

FUENTE V. G.L. s.C. C.M. F
TOTAL 209 35633.85 266.19
Nk
TRAT. 5 30568.70 6113.74 49.79
*h
A 1 1686.96 1686.96 13.73
*
B 2 28873.10 14436.55 | 117.56
AXB 2 8.64 4.32 0.03 NS
ERROR 204 25065.15 122.86
* {p<0.05)

** (p<0.01)

NS (P2 0.05)



CUADRO 5

ANDEVA para el efecto del glicerolado ripide y lento sobre

el dafio acrosomal del semen ovino.

FUENTE V. G.L. S.C. C.M. F
TOTAL 244 337422.82 1382.88
TRAT (5} 1408,20 234.70 0. 16NS.
ERROR 238 336014.62 1411.82
CUADRO 6

ANDEVA con arreglo factorial para el efecto del diluente y

el glicerolado rdpido y lento sobre el dafio acrosomal del-

semen ovino.

FUENTE V. G.L. s.C. C.M. F
TOTAL 209 5005.66 23,95
Ak
TRAT. 5 692.51 138,50 6.55
A 1 55,19 55.19 2.61NS
£ ] 3
B 2 518.84 259.42 12.27
AXB 2 118.48 59,23 2.80NS
ERROR 204 4313.15 21.14
* (p<0.05)
** (p<0.01)
NS {p> 0.05)
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CUADRO 7
EFECTO DEL GLICEROLADO RAPIDO Y LENTO SOBRE LA MOTILIDAD PROGRESIVA,
RECUPERACION DE LA MOTILIDAD Y ANORMALIDADES ACROSOMICAS DEL SEMEN -

DE MACHO CAPRINO UTILIZANDO DOS DIFERENTES DILUENTES.

CARACTERISTICAS SF LGR LGL TGR TGL
MOTILIDAD PROGRESIVA 73.14% 35.14° 40.00° 28.429 40.00°
(M.P.) 4 8.66 +15.55 +16.62 +17.05 +16.08

RECUPERACION DE LA 48.02% 54.60% 38.70° 54.57°

MOTILIDAD PROGRESIVA +20.25 +21.34 422,63 420.32
(R.M.P.)

ANORMALIDADES 18.65% 41,549 32,74° 28.40° 28.97°

ACROSOMICAS +8.33 ill.GO + 9.17 + 7.07 + 7.64
(A.a.)

14

Andlisis de varianza, letras diferentes en los renglones representan diferenclas significativas.
M.P. (P£0.01) (IGL VB LGR; TGL VS LGRp P<0.05)
R.M.P. (PL0.01)

A.A. (p40.01)



CUADRO 8
ANDEVA para el efecto del glicerolado rdpide y lento sobre

la motilidad progresiva del semen de macho caprino.

FUENTE V. G.L. S.C. C.M. F
TOTAL 174 33814.06 194.33
"
TRAT. 4 18367.38 4591.84 50.53
ERROR 170 15446.68 90.86
CUADRO 9

ANDEVA con arreglo factorial para el efecto del diluente y-

el glicerolado rdpido y lento sobre la motilidad progresiva

del semen de macho caprino.

FUENTE V. G.L. s.C. C.M. F
TOTAL 139 23349.72 167.98
TRAT. 3 1350.52 450.10 2.78"
a 1 977.38 977.38 ;'6'.04*
R 1 169.67 169.67 1.04 NS
AXB 1 203.47 203,47 1,25 N§
ERROR 136 21999.20 161.70
* (P0.05)

** (p<0.01)

NS (P> 0.05)
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CUADRO 10
ANDEVA con arreglo factorial para el efecto del diluente y
el glicerolado ripido y lento sobre la recuperacién de la-

notilidad progresiva del semen de macho caprino.

FUENTE V. G.L. S.C. C.M. F
TOTAL 139 2B565.65 205.50
1 1)
TRAT. 3 2299.54 766.51 3.96
*
A 1 1623.83 1623.83 8.40
B 1 239.98 239.98 1.24 NS
AXB 1 435.72 435.72 2,25 NS
ERROR 136 26256,11 193,13
* (p<0.05)
** (p<0,01)

NS (P>»0.05)
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CUADRO 11

ANDEVA para el efecto del glicerolado rdpido y lento sobre el

dafio acrosomal del semen de macho caprino.

FUENTE V.

G.L. 5.C. C.M. F
TOTAL 174 8768.65 50.39
L33
TRAT. q 4015.11 1003.77 35.90
ERROR 170 4753.54 27.96
CUADRO 12

ANDEVA con arregle factorial para el efecto del diluente

y el glicerolado ripido y lento sobre el dafio acrosomal-

del semen de macho caprino.

FUENTE V. G.L. 5.C. C.M. E
TOTAL 139 4977.30 35.80
ok
TRAT. 3 1385.71 461.90 17.49
*n
A 1 243.77 243.77 9.23
*h
B 1 888,24 888.24 33.64
tt
AXB 1 253.70 253.70 9.60
ERROR 136 3591.59 26.40
* (p£0.05)

** (p<£0.01)




CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Una vez analizados los resultados obtenidos en &ste txabajp; se --
concluye lo siguiente: ’

- 1os mejores resultados con lo que respecta a la calidad seminal,
se obtuvieron al adicionar el glicexel lentamente.

~ Para el semen ovine, el diluente a base de Lactesa mostrd mejg:—
res resultados, que los diluentes a base de leche y/o de TRIS.

- para el semen-de macho caprino, tanto el diluente a base de La—-
che, como el a base de TRIS, permitieron una mayor recuperacidn de la -
motilidad progresiva cuande se les adiciond el glicerol lentamente.

- Finalmente, los dafios del acrosoma en el semen caprino, se vie--
rén afectados por la congelacidn, el diluente y el glicerol, pero no --
ocurrid asi en el caso de los ovinos.

Sin embargo, se sugiere que se tomen en cuenta factores de marcada
importancia al trabajar semen de estas especies, como pudieran ser: épg
ca del afio, nimero de animales, raza de los mismos, temperatura al des~
congelado, centrifugacidn del semen y por diltimo la pureza quimica de -

los diluentes.

asi mismo, seria de gran importancia, verificar su correlacién con

la fertilidad.
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ANEXO 1
CONTENIDO DE LOS DILUENTES UTILIZADOS EN ESTE

TRABAJO

1ECHE®

leche descremada en polve calentada

durante 10 minutos a 90 °C 10 gr.
Glucosa 0.194 gr.
Peniciliha 1000 U.I./ml.
Estreptomicina ' 1 ’ meg/ml.
Agua desmineralizada 100

&Este diluente se dividid a su vez, de la siguiente forma:

GLICEROLADO RAPIDO GLICEROLADQ LENTO
TRATAMIENTO I TRATAMIENTO II
A B
LECHE 50 ml.
25 ml. 25 ml.
GLICEROL 2 ml. 2 ml.

Adapatado de la fSrmula de Corteel. (1981).
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ANEXO 2

CONTENIDO DE LOS DILUENTES UTILIZADOS EN ESTE

TRABAJO

TRIS

Acido citrico
Fructuc;sa

Yema de huevo
Penicilina
l;lstreptomicina

Agua desmineralizada

199 oM

:'1_3 f;1 -
:’5'5" S M
0 .
mob L o :‘U.I./ml.
S "" . meg/ml.
aforar

*Este diluente a su vez se dividid de la siguiente forma:

GLICEROLADO RAPIDO

TRATAMIENTO I

GLICEROLADO LENTO

TRATAMIENTO II

A B
TRIS 50 ml.
) 25 ml. 25 mi,
GLICEROL 3 ml.
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ANEXO 3

‘CONTENIDO DE LOS DILUENTES UTILIZADOS EN ESTE

TRABAJO
LACTOSA®
lactosa 305 mM
Yema de huevo 20 i %
Penicilina ' CUTTTRO00 T 90T /L
Estreptomicina 1 SRS mcg/ml;
Agua desmineralizada - _ T ~ aforar

°rste diluente a su vez, se dividid de la siguiente forma:

"7~ GLICEROLADO RAPIDO

TRATAMIENTO I

LACTOSA

GLICEROL
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