/76 83

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

Facultad de Estudios Superiores
Cuautitlan

EFECTO DE LA OSMOLALIDAD Y DE LA
ADICION DE PROSTAGLADINA F2«= AL
DILUYENTE SOBRE LA CRIOVIABILIDAD,
INTEGRIDAD ACROSOMICA Y FERTILIDAD

DEL SEMEN OVING CONGELADOD

TESIS
QUE PARA OBTENER EL GRADO DE

MAESTRO EN CIENCAS

Area de Reproduccién Animal
PRESENTA

Mario Alberto Acuna Aguilar

Asesores MVZ., MSec. PhD. Everardo Gonzélez Padilla
MVZ., MSc. PhD. Javier Arriola Bueno
Biol. MSc PhD. Carlos Visquez Peldez

dllE

coN
"?_.S\% - ?\\%m Cuautitlén lzcalli, Edo. de Méxicc
FRULD >
99 R,



pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



INDICE GENERAL

DH)I(?AICRIA"V'I'l""'l""""I'YIIII‘T"l‘||l’|"'|""'|'l'l'l
. AGW\DECMM~nnvn-nvn-tnn-nwnnnv-vvnl'
INDICE GENERAL‘,.....,....,.,.'.“,”..-
ImICE m mmlll'!"'l""""'
INDICE DE GRAFICAS, ,, .\ qoqsressrssnrsnvins

[REEE R RN

R..SLBEN...........‘...............‘..n... PPN

I, LNI'MNOCIG‘J.......................
II, OBIETIVOS, 4 vopvyvrerennnssnroroseni'os
IIT, REVISION DE LITERATURA,4yesrreneyresrniy
3.1 Produccién de espermatoznides,,.,y.\, i3
3.1.1.. Influencia de la edad, ,..0peyevianns

3.1.2, Influencia de la época,...,,,.....,.....,.,.......

3,1.3, Influencia del manejo,,,.,,,.....,.,.....,'........

31,4, Influencia de la mutxicibn, ..y, '

3,2 (btencién y evaluaci6n del .senmi,,., vrere
3,2,1, Obtencibn del SemeNy.yvyiyerersrsivesyssiverenenes

3,2,2, Evaluaci6n del Semn‘!lll'"V"l""l’}l"ll'l'f""v

(EXR Y ER Y]

trrreseaces

3.3 Preservacitn y diluciSn del semen,,, ., yyerveorss

3,3.1, Semen diluido fresco y refrigerado,,.,,y;
Aditivosn--yr;v"l'l'l':rl‘!'l'l""'l""»'

3'3’2 Semen wnmlado”nn-nnn:vnvuv (X ’ v‘nnr
Cr1°b1°1°gmn|-vnvn”n'vnv'tnn .
Os:mlahdad,,,,,,,,,,‘_,,,,',,,',,,,.‘

3.4 Inseminacién artificial en la oveja,

3,4,1, Tiempo de inseminacibn.,...,e.ivsvess,

. 4,2 Fertilidad del semen congelad,..,.iesesevesssriveraesase

Av



Pdgina
- V, RESULTADOS Y DISCUSION. ¢ vuyervyrnnsrnerersyravssrstiererss 39
. 5.1 Congelacifn del SEmeMu,.yeysyeqerireesrrrensasrsrnyeron 39
5.1.1, Tondcidad del dAlUYeNte,.yuysyereasnrnsrnrnerrey 39
§.1.2, .Concentracién de prostaghanding. . ve s sereresie 43
- §.1.3, T1empodeevaluac16n...........,.........,...... 47
5,2 Fertilidnd del SCMen..,.v.,oesverorses ' 58

. VI, (INCUBICNES.........,.....-.............. T 62
. VII, LITERNFURACITADA........'.......................-......... 64




" Diluyentes evaluados
" Disefio .del estudio.de la fertilidad del semen

INDICE TE CUADROS

R R R RN RN

tesrvasace

. Andlisis de varidnza para motilidad e integridad acros§

mca

R N N Y R RN

‘Medias mfnimo .cuadriticas de los efectos principales |

Medias del efecto conjunto.de los tres factores princi-
pales .sobre el porcentaje .de motilidad progresiva,,,...

Medias del efecto conjunto.de los tres factores princi-
pales sobre el porcentaje . de acrosomas intactos,,,,,,..

Porcentaje de motilidad e integridad acrosSmica que pre
sentS el semen ovino al descongelade en cada diluyente’

Porcentajes de motilidad e integridad acros@mica que --
presentf el semen .ovino despufs de 120 mins ‘de incuba--
cibn a 38°C en cada diluyente,..,...oieeervonyrergenvens
Porcentaje de ovejas que no retornaron al estro y por--
centaje de gestacifn en Gada GTUPO, . vevrsrvsunarrvrenss
Porcentaje de ovejas que no vetomaﬁn al estro y por--
‘centajes .de gestaci6n en cada raza

treerrerqrrerreeyrr

INDICE TE GRAFICAS

. Efecto de la osmolalidad y.de la concentraci6n de pros

taglandina F,u sobre la motilidad espermitica., ..., ., .,
Efecto de la osmolalidad y.de la concentraci6n de pros
taglandina F,o scbre-el porcentaje de acrosomas intac-
A S
Efecto de 1a osmolalidad y.del tiempo de evaluacién so
‘bre 1a motilidad espermatica,, ., .. v epryrrnnrrernnrerney

[Efecto de 1a osmolalidad y:del tiempo de evaluacién so
‘bre €l porcentaje de .acrosanas INLACEOS.uvsiusvariorsrs

Pégina
38
33

40
41

53
54

56

57
61

61
Pigina
45

46

48

49

are



‘Grifica Pigina
Efecto de la Concentyacién de prostaglandina F.ay del
tiempo de evaluacitn sobre la motilidad espermitica,.. 51
.Efecto de 1a concentracifn de prostaglanding ¥,q y del
tiampo.de evaluacibn sobre el porcentaje de .acrosomas

b 112 T P S R R S R R R R TR

52



RESUMEN
los objetivos del:presente estudio fueron .evaluar la crioviabilidad,
integridad acrosfmica y- fertitidad del semen .ovino, criopreservado en di«
.. luyentes isotfnicos e hipertfnicos su;}lemmtadns con ‘prostaglandina Fao -
. @gpza). Se .eyaluaron diez éiluyentes en base a la recuperaci6n.de la'mo
. tilidad espemitica (M01) y al porcentaje .de-écmsams intractos (PAI) --
posdescongelado en .un disefio factorial 2 x 5 x 2, log factores incluidos
. .fueron : a) .tenicidad; b) cacentraci6n de PGF.a y ¢} tiempo de .evalua---
- €ifn, El semen.se TecolectS mediante vagina artificial, la dilucin se -
: reahzd considerando una concenm-acid_n.&e 300 x :10“. espermatozoides mbti~
les/dosis antes de la congelacién. El enfriamiento del semen a 5°C y.el
. equilibrio del mismo se .ma.lizd'.en cuatro horas. El semen se envast? en -
‘pajm.a'franc&ca de 0,5 mt y .se m.ngeld; en vapor de nitrSgeno lilquido. -
"HE descqngeladc se realiz8 en agua a 39°C durante 30 seg, Mediante el --
anfilisis de varianza se detexsind que los diluyentes hipertdnicos fueron
superiores (P<0,05) a los isotbnicos; tanto para MIT (34,9 vs 26,8%) camo
para PAL.¢47,2 ys 34,4%); que para MUT las concentraciones de PGFya de 0,
115, 30 ¥ 150 jg/ml, fueron superiores (P<0.05} a 300 jg/ml con 33,6, 32,2
32.1 y.31,2 ¥s .25.4 respectivanente, para PAl las concentraciones.de 15,
30 ¥ 150 yg/ml, fueron superiores (P<0.05) a las de 0 y 300 yg/ml, com -~
-44.6, 48.8 y.44.0 ys 31.5 y 3§.1%.vespectivmente, .Guando'la evaluacidn
.del semen descongelado se rea.\izq a los 120 min:de incubacitn a 38°C, se
- ObservG una disninucitn (P<0.05) en ambos pardmetros y en todos los dilu
_.-yentes, Se cancluyd que los diluyentes mﬂs adecuados . fusron los hipertG-
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‘nicss con 30 y 150 )iglml de PGF.a, ya que mostraron los mejores porcenta-
jes para MOT (38,2 y 39,5%) y para PAL (50,4 y 60,9%) zespectivanente, -
En fomna preliminar se evalud la fertilidad .del.semen criopreservado en -
. el diluyente hipertdnico .adicionado coni 150 yg/ml de ¥GF.0, en ovejas en
estro natural e inseminadas en una.ocasién, chtenifndose porcentajes de -
no retorno al estro del.35,4 y §3,8%, y dq,gestadén del 29,0 y :30,7% ---
cuando el semen fue aplicado entre las .15 y 18-hrs o entre .25 y 28 hrs -
. de detectado el estro respectivamente.



I. INIRODUECION

El incremento de las fuentes alimenticias para satisfacer la deman-

da de 1a poblacién mundial, constituye un gran.reto para la ganaderfa --

- del presente, Los alimentos.de alto valor protfico son cada vez mis es-

- cases, -El continue crecimiento demogrdfice en el mundo ha ocasionado --
que la disponibilidad per cdpita de protefnas de origen animal sea muy -
limitada y su consumo diario estf miy por debajo del minimo deseado.- De
bido a ésto, es importante considerar a la cria.de ovinos ‘como una alter
nativa ;rinblé para el abastecimiento de la poblacién humana con protefi--
nas deoxrigen animal (Reveren, 1986G).

Los ovinos son sin lugar a dudas una de las especies animales mis -
versdtiles; su capacidad para convertir alimento fibroso de bajo valor -
mitricional, no aprovechable por otras especies, en valiosos productos -
para el consumo humono, asf como su elevada adaptacifn a un amplio rango
de condicjones ambientales, han sido carvacteristicas de esta especie re-
conocidas hace mis de 10,000 afos (Fitzhugh y Bradford, 1985}, Ademds -
de é;to, hay que considerar otras ventajas: su tamaiio pequefio, su eleva-
da tasa .reproductiva, su variedad de productos y su diversidad de genoti
pos, que le aseguran la continuidad de la especie y un lugar prominente
dentro de la produccifn animal del munds (Spillet, Bunch y Foote, 1979).

hgxico siendo un pajs de grandes extensiones pastoriles con gran po
tencial borreguero, paradijicamente la produccitn ovina ocupa el Gltimo
lugar en cuando a importancia econfmica dentro.de la produccin animal -
del pais. En la actualidad el rebafic nacional consta de aproximadamente
siete millones de cabezas, y esti constituido-en un 95% por animales ---
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criollos y ¢l .5% restante por razas puras (Jalil, 1984), que en conjum-
to representan ¢ 1,2% de 1a producci@n animal total del pais; siendo -
el 0.8% para came, el 0.3% para lana y 0.1% para los subproductos como
pieles y visceras (Arbiza, 1984; De la Madrid, 1986).

Mis -grave aﬂn es el hecho de que mientras la poblacifn ovina mum--
dial va en aumento, la del pafs se¢ ha mantenido pricticamente estable -
desde hace 40 afios, lo cual ha ocasionado un incremento sustancial en -
las importaciones para satisfacer la .demanda interna de carne y lana --
ovina, contribuyendo.de esta manera a agravar la situacin econfmica --
(Arbiza, 1984).

Amque son miltiples y complejos los:factores que han propiciado -
el estancamiento de la produccién ovina nacional, ésto no justifica el
abandono cientffico y tecnolfgico en que se encuentra esta especie. En
n pais como Mexico con un alto crecimiento demogridfico y una poblaci6n
tradicionalmente desnutrida urgida de alimentos.de alto valor nutritivo®
es imperante el desarrcllo y adaptacifn de tecnologia peauaria, que per
mita incrementar cualitativamente y cuantitativamente la produccién ovi
na nacional,

Una de las técnicas que podrfa ayudar a alcanzar este objetivo es
¢l uso de la inseminaci6n artificial, especialmente en un pais como M&-
xico, donde los carneros de alte mérito genético generalmente se locali
zan en instituciones gubernamentales y en centros de invest;igaci{m 6 de
docencia, sie}ldo accesibles para gl pequefio productor (inicamente a tra-
vés del uso de esta técﬁica. la eficacia de 1a inseminaci6n artificial
ha sido plenamente demostrada en la industria lechera, "mmca antes se
hahia Iogrado un mejoramiento genftico tan imrresionante y en tan corte
tiempo, cano ha sucedido en el ganado lechero debido al uso y desarro--
1lo de esta técnica" (Foote, 1981),



En-la especie ovina.se han publicado resuitados exitosos con el uso
de .semen fresco diluido desde finales de 1a.dfcada de los cincuentas ---
(Graham, ~Craho y Pace, ¥978). Sin embargo, 1a falta de identificacitn
de .sementales de alto mérito genStico, asi como-la dificuitad para atra-
.vesar el.cé_rvix.de 1a.oveja durante la insenimcig'n, son los principales
factores que han limitado el uso y desarrollo de esta técnica, cvitando

- de esta manera, que la cvinocultura se beneficie con las miltiples venta
jas que ofrece la inseminaci6n-artificial. Con.respecto al primer punto

. es mediante la utilizacifn simultfinea de un semental ovino sobresaliente

.-en varios mbaﬁos; a través de 1a inseminacién artificial como semen con

. gelado, como se podrfa conocer rdpidamente y con mayor precisi6n su pa~=
trimoniq genftico; mientras que para la resolucitn del segundo punto, --
una de las alternativas propuestas es la.de fonmlar un diluyente y desa

" rrollar matecruca especifica para. esta especie, que pertmitan preservar
la calidad de los espermatozoides, y que.al mismo tiempo facilite el pa-
so.de los mismos a tmv§s del cérvix de la hembra (Colas y Courct, 1377
Edqvist et al., 1975).

De esta manera en la actualidad existen dos promisorias lfineas dec -
ﬁ;vesqigacién, una de ellas estudia los efectos .del uso de diferentes so
Iuciones hipertfnicas en los diluyentes para conmgelar semen ovino, sobre
1a crioviabilidad y fertilidad espemmitica (Fiser, Ainsworth y Langford, .

| 1981;. Fiser, Ainsworth y Fairfull, 1982; Fiser .y Fairfull, 198G); mien--
tras que la otra, con base en los mismos parfmetros, estudia el efecto -
de la adici6n de prostaglandinas en los diluyentes para congelar dicho -
semen (Edqvist, Einarsson y Gustafsson, 1975; Gustafsson, Edqvist y ----
Einarsson, 1975; Gustafsson et g.‘,' 1977; Gustafsson, 1978; Memon et al.
1984). Ambas 1;ne19 de investigacifn han publicado, en forma indepen---



diente; resultados por dcmés .alentadores, sin embargo, la cantidad de -
. espematozoides por dosis de inseminaci6én contimua siendo alta, disminu
yendo asf, tanto la eficiencia del semental como la de la técnica misma.
Por lo expuesto y debido a la faita de informacién al respecto, es
importante estudiar ambas lineas de inves;igacién en forma conjunta, pa-

Ta tratar de reducir la concentraci6n espermitica por d6sis de insemina-
ci6n sin menoscabo.de la fertilidad,



II. CBJETIV(S

. 1.- Determinar el efecto de la adicifn de prostaglandina Fre en di-
ferentes concentraciones, a diluyentes a base de leche descremada isot6-
nicos e hiperténices para congelar semen ovino, sobre 1a erioviabilidad .
espermitica y la integridad acrosfmica de los csltennatoioides al descon-

gelado,

2,-~ Deteminar la fertilidad de dicho semen, cuando se utiliza para
inseminacifn artificial en dosis reducidas.

gl



III. REVISION DE LITERATURA
3,1, Produccifn de espermatozoides

la fertilidad de la oveja depende en gran medida de la produccién -
espemmftica del carnero; un nlmero elevado de espermatozoides de alta ca
lidad es requisito para gestar a la hembra, ya sea mediante monta natu--
ral o a través de la inseminaci6n artificial {Colas y Courot, 1977), 1la
cantidad y calidad de los espermatozoides estfin.determinadas por la pro-
duccién de gumetos a nivel testicular, su maduracifn a través del epidi-
dimo y la intensidad de actividad sexual del carnero, lo cual a su vez -
estd influenciado principalmente por factores tales como la edad, la épo
ca del afio en las razas estacionales, el nivel nutricional y el manejo «

del animal (Courot, 1979).

3.1.1. Influencia de la edad

La espermatogénesis en los corderos comienza entre los tres y cua--
tros meses de edad, y es concomitante a un acelerado crecimiento testicu
lar (Skinner gt al., 1968). No obstante debido a la degemeraci6n celu--
lar que ocurre durante los primeres ciclos, a la duracifn del proceso y
al trdnsito a travds del epididimo, los primercs espermatozoides pueden
colectarse a partir de los cinco o seis meses de edad (Courot, Hoche---
reaue y Ortavant, 1970), existicndo diferencias entre razas (Skimner y
Rowson, 1968), y dentro de razas, ya sea por su precocidad genética co-
mo por efectos ambientales tal como lo es el peso corporal {Dyrmundsson,
1972),

De acuerdo a Hulet y Shelton (1980), los corcderos pueden servir y

gestar a las herbras, cuando éstos han alcanzado un peso corporal entre
-6 -
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el 40 y 60% de su.peso adulto aunque las tasas de fertilidad son bajas;

Gourot ' (1979) mostxﬁ que los corderos producen eyaculados con fertilidad
normal entre los 7.5 y 9 meses de cdad, siendo esta variacitn explicada

debido a la raza del animal.

El inicio de la pubertad en los corderos imwolucra, entre otros fac
tores, la sincronizacibn de la actividad secretoria entre el.hipot&lamo
y 1a hip6fisis, camo entre los testiculos y la adenohip6fisis. Los prin

. cipales cambios endbcrinos y fisiolbgicos que sc presentan durante este
periodo son : 1} un cambio cualitativo en el patxén epis6dico de secre--
cién de hormona luteinizante, y 2) un incremento progresivo de la sensi-
bilidad testicular para esta homona (Foster et al., 1978; Lincoln y Fra
ser, 1979},

1a elefvaciﬁn de los niveles sanguineos de las hormonas luteinizante
Yy testosterona, que durante esta ctapa presentan los corderos, se debe a
un aunento en la frecuencia y amplitud de los picos de la primera hormo-
na seguidos por elevaciones de los niveles de testosterona, lo cual se
debe a nivel testicular, a la proliferacitn de cflulas de Leydig y a la
mayor cantidad de Teceptores para la hommona luteinizante que se observa
durante la pubertad (Desjardins, 1981). Asimismo Skinner et al. (1968},
mencionaron que el peso testicular en los corderos estd relacionado posi
tivamente con el contenido hormonal y peso de la hip6fisis.

La produccifn espermiitica aumenta con la edad y es probable, que se
deba a la multiplicacién de espermatogonias de “'reserva” (As); y 2 su di
ferenciacidn a esiaennatgogonias A las auales, a través de los ciclos es-
pcnmt_ogénicos ,7 dan origen a los espermatozoides (Garner y Hafez, 1980).
De igual forma la catidad espermitica mejora con la edad, al volverse --

mis eficiente tanto la espemmatogénesis con el desarzollo testicular, co
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mo 1a maduraci6n del espermatozoide en el epididimo debida al incremen-
to de la secrecifn de andr6genos {Colas y Courot, 1977).
3,1.2. Influencia de la época

En latitudes de norte y sur el carnmero presenta un comportamiento
sexual cstacional., controlado bisicamente por el fotopericde a través -
de la glindula pineal (Turck y Campbell, 1979; Bittman, Karsch y liop---
kins, 1983), De igual forma el proceso espermatogénico estd influencia
do por el fotoperiodo, obteniéndose los mejores eyaculados cuando éste

disminuye, . -

En los corder::s el efecto del fotoperiodo, ya sea inhibitorio o es
timulatorio, se manifiesta solamente después de:alcanzada cierta edad,
Aunque cxisten diferencias entre razas debide a.que algunas son mis es-
tacionales que otras (Colas y Courct, 1977), generalmente este efecto -~
se observa desputs .de las 20.semanas de edad, por lo cual a partir de -
esta edad, la produccifn espermitica depende del desarrolle corporal --
del animal y del fotoperfodo en que éste se encuentre (Alberio y Colas,

. 1976) .

En ¢l carnero, la disninuci6n del fotoperiodo estimula la sintesis

y liberacién de gonadotropinas, dando por resultado, un incremento en -

la producci6n de espermatozoides y de la secrecifn de testosterona; es-

te aumento de andrfgenos estimula a su vez a las glandulas accesorias y

modifica el comportamiento sexual del animal (Davies, Main y Setchell,

1977), En forma contraria, el aumento del fotoperiodo induce la caida

del peso testicular y de las reservas espermdticas gonadales y extrago-

nadales, debido a un proceso degenerativo en la espermatogfnesis (Cou-

rot, 1979).



La calidad del semen es afectada por el fotoperiodo cn menor grado
que la cantidad, sin embargo, durante los meses con mfs horas-luz, se -
ha observado que la motilidad y la concentracifn espemitica asf como -
1a fertilidad disminuyen, mientras que el porcentaje de células anorma-
les ¥ 1a mortalidad cabrionaria aumentan en relacién a los meses con me
nos horas-luz (Ott y Memon, 1980},

Con respecto a la fertilidad del semen fresco-diluide, &sta no pa-
rece estar afectada por el fotoperfodo, no cbstante &sto podria estar -
sobreestimado, ya que para la inseminaci6n artificial se utilizan los -
mejores eyaculados (Colas, 1975b). En cuanto al semen congelado, éste
presentd una menor capacidad fertilizente cuando fuecolectade durante -
los neses con mayor fotoperiodo (Colas y Brice, 1976), Recientemente -
Fiser y Fairfull (1983) observaron que cl porcentaje de motilidad esper
mitica y la tasa de motilidad progresiva al descongelado fucron mayores
cuando ¢l semen fue colectado durante fotoperfiodos decrecientes.

El efecto de la ganglionectamia del ganglio cervical superior, pi-
nealectania o de la aplicaci6n ex6gena de melatonina sobre las caracte-
risticas cuantitativas y cualitativas del semen ovino, aparentemente no
ha sido estudiado o al menos publicado; no obstante se podria inferir -
subjetivamente sobre este aspecto, a partir de los pocos estudios que -
han considerado los cambios hormonales y del difmetro testicular que --
presentaron los carmeros, cuande fueron sometidos a algunos de estos --
tratamicntos. De esta mancra Lincoln (1979) cbservé que carneros gan--
glionectanizados ne respondieron adecuadamente a los cambios del fotope
riodo, ya que mantuvieron niveles relativamente elevados de gonadotropi
nas, testosterona y buen desarrollo testiculir durante las 96 semanas -

que dur6 el estudio, EI1 efecto de lu pinealectamfa sobre los patrones
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hormanales demostr6 que los niveles basales de prolactina fueron eleva-
dos durante el otofio en los animales tratados, mientras que en el grupo
control estos dismimuyeron; que el grupo tratado no present6 cambios es
tacionales en la secrecifn de hormona luteinizante, no asf el grupo con
trol, el cual present6 cambios estacionales en la frecuencia de picos -
secretorios, siendo mis elevados durante el otofio. EL pico de hormona

felfculo estimulante que presentS el grupo control durante el otofio no

s¢ observS en el grupo tratado; los niveles de.testosterona no mostra--
ron diferencias ni entre los grupos ni entre las estaciones (Kennaway -
et al., 1981).

Lincoln y Ebling (1985) estudiaron el efecto de la aplicacifn cons
tante de melatonina exfgena mediante implantes subcutfneos, y observa--
Ton que con la aplicaci6n de melatonina durante los dias largos, el car
nero resporde como en dias cortos, reasuniendo su desarrollo y activi--
dad sexual, pero si el tratamiento se prolonga por varios meses, los --
testiculos involucionan espontfineamentc ya que se vuclven refractarios
al efecto de los dfas cortos, lo cual probablemente se deba, a la exis
tencia de un ciclo circarual que asegura la reproduccién de esta espe-
cie,

Otro de los estimilos ambientales que afectan a la espem;i—t_ogéne-
sis es la temperatura. Los testfculos requieron de una temperatura me-
nor a la corporal para funcionar eficientemente, por lo cual las carac-
teristicas anatSmicas de éstos y del escroto permiten regular hasta ---
cierto punto la temperatura testicular (Rathere, 1970).

La fertilidad del carnero disminuye en tcmperaturas elevadas, lo -
cual probablemente .se.deba a alteraciones del proceso espemfitico, ya -

que se ha demostrado que la exposicibn del carnero a temperatura de ---
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45°C por mis de cuatro dfas , produce una disminucin de la motilidad y
concentracidn espexmdtica, mientras que el nfmero de . espermatozoides --
mertos y el porcentaje de anormalidades aumenta, siendo las mis frecu-
entes: gotas pro:cimnle)s, cabezas piriformes (Phillips et al., 1943; ---
Ashok y Rathore, 1969; Ashok y Rathore, 1970) y.acrosomas anormales (Ra
thore, 1970) regresando a la normalidad a los 33 dias de terminado el -
tratamiento. Hernfndez et al. (1982) quienes estudiaron una raza tropi
cal, tambi&n observaron que las caracteristicas seminales tales como la
concentracién, la motilidad espermfitica y el porcentaje de/anonnalida--
des fueron afectadas por temperaturas clevadas.

La longitud de la lana escrotal también repercute en la fertilidad
asi los porcentajes de pariciones de borregas empadradas con carmeros -
con lana escrotal hasta de 1,0 an, dé 1,0 2 2.5 ans y de 5.0 a 7.5 cns-

. fueron del 79.3, 84.9 y 59.2% respectivamente, 10 cual se debis a una -
inadecuada regulacifn témica por el escroto (George, 1969).
3.1.3, Influencia del manejo

El carnero es capaz de producir cspermatozoides durante todo el --
afio, independientemente de su raza o ubicaci6n geogréfica. Sin embargo
la cantidad de espermatozoides que puede almacenar en el fmpula y en la
parte distal de la cola del epididimo es limitada, de tal suerte que el
nimero total de espermatozoidos/eyaculado disminuye al aumentar la fre-
cuencia de colecciones o de servicios/dia (Salamon, 1976). comprometién
do asf la fertilidad en la hembra, Esto cs cspecialmente cierto en ove
jas con estro inducido mediante tratamientos hommonales, ya que en tal
situacifn, es necesaria una cantidad mayor de espenmatozoides para ges-

tar a la hembra (Hawk y Conley, 1975).



edad mﬁs temprana y con mayor peso que aquellos mantenidos con niveles
bajos de mutricifn (Ott y Memon , 1980) .

En cuanto a los m\imales adultos, se ha propuesto una schrealimen-
taci(m protgica antes de la §poca reproductiva, .con el objeto de aumen-
tar la cantidad espermitica y la 1libido (Salamon, 1964). En forma coni
traria, Braden et al. (1974) no encontraron efecto de la suplementaci6n
protéica sobre la producci6n diaria de espermatozoides, sin embargo, 1a
suplementaci6n energética © energética mis protéica increment6 signifi-
cativamente en 26.0 y 71.2% respectivamente 1a produccin espermitica -
diaria, .

3.2, Obtenci6n y»evaluncidn del semen

3.7.1; (btenci6n del semen

los métodos comimmente utilizados para la obtencién del semen en los
carneros son : el de vagina artificial y el de la estimulaci6n eléctri-
cao clectrocyaculaciﬁn, observ;ndose diferencias entre ambos métodos -
. en cuanto a la cantidad y calidad espermftica del eyaculado,
Algunos cstudios (Mattner y Voglmayr, 1962; Salamon y Morrant, --
1963) mostraron que los eyaculados obtenidos mediante electroeyaculacién
presentan mayor vollmen y menor concentracién espermdtica. on relacifn a
aguellos obtenidos mediante vagina artificial., Hernindez, Rodriguez y -
Gonzilez (1976) evaluaron ambos mEtodos en carmeros Pelibuey, y no obser
varon diferencias en cuanto al volumen o al porcentaje de espermatozoi--
des anommales; no asi. con respecto a la concentracién espermitica, la -
cual fue superior utilizando la vagina artificial,
En cuanto a la calidad del semen, se ha obsexrvado que ademfs del ~-
- riesgo que existe de contaminar el eyaculado con orina cuando se usa el

clectroeyaculador, tanto la fracciGn espermitica como el plasma seminal
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presentan ha mayor concentracifn de sodio y potasio (Quinn y White, ---
1966). Sc ha publicado también, que con el uso de este método, los es--
permatozoides pres.entan una menor resistencia al choque por enfriamiento
asi como una menor tasa de sobrevivencia espemética al descongelado («-
Entwistle y Martin, 1972), Por otro lado, Salamon y Morrant (1963) ob-~
servaron un incremento del -17% en la fertilidad a faver de la vagina ar-
tificial, al comparar ambos métodos entre sf, Contrariamente, estudios
posteriores (Lapwood, Marin y Entwistle, 1972; Hackett y Wolynetz, 1982)
mostraron que la.fertilidad no es afectada por el método s.ie coleccibn,
5.2.2, Evaluacitn del semen
ia evaluacidn del semen se realiza con el objeto de examinar al car
nero, asi como el de sefeccionar los eyaculados que tienen mayor posibi
lidad de gestar a la hembra. Se han desarrollado muchas pruebas para --
evaluar las caracteristicas cuantitativas y cualitativas del semen, des-
afortunadamente cuando los pardmetros evaluados.se consideran en forma -
independiente, ningumo .de &stos por si solo, son predictores exactos de
. la fertilidad (Foote, 1982), Mis afin, quizd con excepcitn de la integri
dad acrosémica, los coeficientes de correlacién entre la fertilidad y --
los parfmetros evaluados han sido bajos (Saacke, 1972; Foote, 1984), Es
to se debe a la gran varisbilidad o error de muestreo causado por las ca
racterfsticas intrisecas del animal, el manejo del mismo al momento de -
1a coleccifn, y por 1a habilidad del téenico para manejar la muestra co-
lectada (Foote, 1984), de alli que se realice la evaluacifn de varios pa
thmetros debidamente combinados, y considerarlos en forma conjunta (Ott
y demon, 19803,
la cantidad de espemé.tozoides en el eyaculado se detemina median-

te la evaluacibn de dos pardmetros { 1) volumen del eyaculado y 2} con--
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centracifn espermfitica/ml, ambos parfimetros son estimadores eficientes -~
del estado que guarda la espemmatogénesis, y puedc estimarse ffcil,.répi
da y objetivamente si se cucnta con el equipo adecuado y:técnicos capaci
tados (Foote, 1975; Salaman, 1976; Ott y Memon, 1980).

En cumnto a la calidad espermdtica, sc han desarrollado varias prue
bas con el objeto de predecir la fertilidad del semen; dentro de las més.
“importantes y ampliancnte usadas se cncuentran las de motilidad cspermé-
tica, la de morfologia celular y recientemente la de morfologia acrostmi
ca, las primeras de ellas se basan cn apreciaciones subjetivas del parf
@matro a evaluar, ya sea ¢l porcentaje de motilidad espermdtica y/o la ta
sa de motilidad cspcmjtica progresiva, las cuales sc cvalGan rutinaria-
mente en samen fresco, fresco diluido, refrigerado y en semen descongela
do (Salamon, 1976; Colas y Courot, 1977),

Con respecto a la morfologfa celular, el carmero a diferencia de ~-
otras especics presenta mayor cantidad de espermmatozoides anomales (Foo
te, 1982), sin embargo, 6sto parece ser una caracteristica propia de la
especie, ya que la fertilidad no se ve comprometida, a renos que ¢l por-
cent;aje de c6lulas anomales sea superior al 20% (Foote, 1950).

" Bs importante evaluar tanto la motilidad espemmitica camo la morfo-
logfa celular del eyaculado, ya que no existe correlacifn entre ciertas
anommalidades y 1a motilidad, Esto quicre decier que pucden obtenerse -
eyaculados con buena motilidad pero con un clevado nfmero de células ---
anormales, lo cual comproreteria la fertilidad, Este tipo de eyaculados
se presenta con rayor frecuencia fuera de la época Teproductiva (Islam y
Land, 1977).

la evaluacién de la morfolegfa acrosfmica como porcentaje de acrosg

mas intactos se rcaliza cn scmen fresco, diluido y descengelado y es en
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ia actualidad, una de las prucbas cualitativas que mfis importancia ha co
brado, ya que se ha observado que este parfmetro, en semen descongelado,
esti positivamente correlacionado con fertilidad en el toro (Saacke y --
Wiite, 1972), y en el camecro (Smorag y Kareta, 1974; en Colas y Courot,
1977). Asimismo se ha publicado que el acrosoma del espermatozoide ovi-
no es mfs susceptible que cl del bovino (Watson y Martin, 1972) al dafio
causado por los procesos de dilucién, enfriamiento, almacenamicnto, con-

. gelaci6n y descongelaci6n (Jones y Martin, 1973; Tasseron, Amir y Schin-
dler, 1977).

3.3. Preservaci6n y diluci6n del semen

3.53.1. Semen diluido fresco y refrigerado

El éxito alcanzado por la inscminaci6n artificial se debc en gran -
medida, al desarrollo de t8cnicas y soluciones que han pemitido mante--
ner durante horas, dias y aln afies 1a capacidad fertilizante de las célu
las espermiticas,

Los espermatozoides del ovino, al igual que los de otras especies,
se han podido preservar a distintas temperaturas (35, 15 6 5°C) mediante
la simple dilucién del semen. No obstante, a pesar de que con el uso de
semen refrigerado en la inseminacibn artificial .se han obtenido elevadas
tasas de fertilidad, el relativo poco ticmpo que pueden preservarse 1os
espematozeides en esta forma, ha sido el factor limitante para su apli-
caci6n a gron escala (Gustafsson, 1975; Langford ct al., 1979).

El enfriamiento del scmen tienc po{r objeto preservar la capacidad -
fertilizante de los espermatozoides medionte la disminuci6n del metabo--
lismo celular, a partir del heclio de que la tusa metab6lica es directa--
mente proporcional a la temperatura absoluta del medio. De esta forma,

los procesos quimicos intracclulares se Tetrazan, prolongando asi la vi-
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da de los espermatozoides. No obstante, alin a.temperatura de 5°C el me-
tabolismo, aumque reducido, continfa, presentfindose cambios internos y -
externos que son perjudiciales para el espermatozoide hecho por el cual,
la fertilidad disminuye en pocos dfas o en pocas horas si el semen fue -
cnfriado a temperatura de 15°C (Foote, 1978).

El plasma seminal contiene agentes que preservan la fertilidad es--
permdtica durante perfiodos relativamente cortos, por lo que es necesario
agregar al semen Solucicnes que ; ). alarguen las propiedades del plasma

- Z) protejan a los espermatozoides de los darios inherentes al proceso de
enfriamiento y 3) que aumentefi el volumen total.del eyaculado, permitien
do asi incrementar el nfinero de inseminaciones. A estas soluciones se -
les conoce como diluyentes seminales (Salamon, ¥976).

Las propiedades que debe tener un buen diluyente para semen ovino -
han sido descritas por varios autores (Salamon, 1976; Ott y Memon, 1980)

_y son préicticamente las mismas resumidas por Salisbury y VanDemark (1961)
para los diluyentes de semen bovino.

Varios diluyentes han sido wtilizados para la preservacién del se--
men ovino; arbitrariamente pueden dividirse en dos grupos: 1) los que ~-
utilizan 2 la leche como ingrediente bsico en su E;)mulﬂciﬁn y 2) los ~
preparades a base de yoma de huevo,

La leche fresca de vaca y de oveja, asi como la leche de vaca des--
cremada y reconstituida han side ampliomente utilizadas como diluyentes
para semen ovino; la caseina es cl agentc protector que evita que los es
permatozoides sufran el choque por enfriamiento durante la disminucit?n -
de la temperatura, sin embargo, su modo.de accifn no ha sido establecido

(O'Shea y Vales, 1966).
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La leche qontiene en su fraccibn protéica un factor antiestreptoco-
co conocido como lactenina, el cual es perjudicial para los espermatozoi
des. La lactenina es irreversiblemente inactivada ya sea por la adicibn
de compuestos con grupos sulfhidricos 1libres (Jones, 1969) o por calenta
=iento a temperaturas superiores a la de pasteurizaci6n ; cuando la le--
che es calentada a esta temperatura, se activan los-grupos-sulfhidricos
de la g-lactoglobulina anulando la toxicidad de dicho factor (Johnson, -
Flipsc y Almquist, 1955; en Joncs, 1969).

Se han obtenido resultados satisfactorios en cuanto a motilidad es-~
permdtica y a fertilidad, cuando la leche ha sido utilizada para diluir
semen ovino, sin embargo, hay que considerar que son miltiples los facto
res que mteractQm con el diluyente tales como i la tasa de enfriamien-
to, dosis espermitica, nfmero de inseminaciones, tiempo de inseminaci6n,
tipo de estro (natural o inducido), etc. y que esta cunpléja influencia
puede explicar la gran variacid_in, y en ocasiones la total contradicci6n
ce algunos resultados publicados.

De csta manera, Jones  (1969) observé que los porcentajes de motili-
dad espermfitica a 37° y 5°C en los diluyentes de leche de vaca descrema-
da, fueron superiores a los de leche de oveja 55.0 vs 16.0% y 50,0 vs --
42,5% respectivamente, Tiwari, Srivasta.va y Sahni (1977} publicaron que
el semen ovino enfriado a $°C en leche de vaca durante 24 horas, presen-
t6 porcentajes de motilidad del 50%, mientras que en el scmen sin diluir
1o se observd motilidad alguna.

En cuanto a la fertilidad, Sahni y Tiwari (1973) no encontraron di-
ferencias al comparar los porcentajes de pariciones, al utilizar semen -
diluido en leche de vaca o en leche de oveja mantenido a 35°C (40.1 vs -
38.3%) 6 a 12°C.{17.3 vs 22.05). Lapwood, Martin y Entwistle (1972) ob-
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-tuvieron uni47,6% .de pariciones, al utilizar semen ovino diluido cn le--
che de vaca y mantenido a 30°C hasta .35 min despuds de su colecci6n; la
concentraci§n fue de 50 x 1 espematozoides. Smith, Boland y Gordon -
.(1978) obtuvieron un 70% de pariciones al utilizar semen diluido en le--
che descremada e incubado durante 3-4 hrs, para inseminar ovejas con es-
tro sincronizado.y 500 UI.de gonadotropina s?rica de yegua prefiadn (PMSG)
y utilizando una concentracién de 400 X 10 s espermatozoides.

Martinez, Ruiz y Castillo .(1979) obtuvieron un 88% de no retorno al
estro, en ovejas Pelibuey inseminados con semen .refrigerado y diluido en
leche de vaca reconstituida, la concentraci6n espermitica fue de 200 x -

“10°%/0.2 ml. Hernfindez, Hernindez y Rufz (1982) en un estudio similar al
anterior pero con concentraciones espermiticas menores (160 x 105, obtu
vieron un 63% de no retorno al estro. Iqxlgford; Ainsworth y Wolynetz -~
.(1982) publicaron 65% de pariciones, en ovejas con estro sincronizado ¢
insaninadas a las .54-56 Ius de retirar las esponjas, con semen diluido -
en leche descremada de vaca y mantenido a 15°C, la concentracién espermi,
tica fue de 450 x 10 %/0.5 ml. Posteriomente, Langford, Marcus y Batra
.(1983) en un estudio similar al anterior pero aplicando 500 UL de PAMSG -
al retirar las esponjas, incrementaron en un 9% :el porcentaje de paricig
nes al aplicar semen diluido en leche descremada a ovejas Romey y Marsh,

El uso de la yema dchuevo. en los diluyentes para semen ovino se re
monta hacia finales de la década de los afios treintas, cuando Lardy y --
Phillips '(1939) determinaron que la inclusitfm de 1a yema de huevo cn el
diluyente para semen ovino prolongaba la sobrevivencia de los espermato-
zoides ref;igerados'. La actividad protectora dc este ingrediente parece

- radicar en las proteinas de alto peso molecular (Watson y Martin, 1973),
o en la fraccién lipoprotéica de baja densidad (Watson y Martin, 1975),
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¥a que mediante un posible mecanismo de &dhesifna la membrana celular,
-se proteje a los espermatozoides del choque por enfriumiento durante la
disminucién de 1la temperatura. ’

Watson y Martin (1973) observaron que el incrementar el porcentaje
de yema de lueve en el diluyente fue benéfico para preservar la motili-
dad espermitica pero detrimental para la integridad acrosémica, hecho -
por el cual se podria explicar baja fertilidad obtenida pér otros auto-
res al utilizar semen enfriado en este tipo de diluyentes, Barua, Szha
ni y Pant (1981) observaron que el porcentaje de espermatozoides vivos
en el semen diluido en yema de hucvo-citrato de sodio, disminuy6 del --
62.3% al 43.5% .después de-24 hrs, de refrigeraci6n a 7°C,

En cuanto a la fertilidad Watson y Martin (1876) obtuvieron -27.1%
de mo .retormo al estro, al inseminar ovejas con semen diluido en yema -
de huevo-glucosa y refrigerado durante 24 hrs, la concentracin espermi
tica aplicada fue de 100 x 1;0 6r/f(\.1 ml, En contraste, Zlatarev (1976) -
public6 /67% .de pariciones al inseminar ovejas con semen diluido en yema
de huevo-citrato de sodio mantenido a 3°C durante 24 hrs, y en concen--
traciones de 80 % 1070.2 ml espermatozoides, Hackett y Wolynetz . (1982)
obtuvieron un.9% de pariciones cn ovejas con estro sincronizado e inse~
minadas con semen diluido en yema de huevo-lactosa-glicerol a las 48-60
hrs de retirar las esponjas, y mantenido a 5°C durante 36 hrs, mientras
que en aguellas que se aplicé 500 UL de PMSG al vetirar la esponja obtu
vieron -34% de fertilidad, )

Por otro lado, se han publicado resultados contradictorios al com-
parar entre si a los diluyentes a base de leche y los de yema de huevo:
Chandra y Ramamohana . (1980) determinaron en base al porcentaje de moti-

1idad del semen mantenido a 5°C durante .72 hrs, que los diluyentes de -
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-leche y yema de huevo-Tris fueron superiores a .ycma de huevo-citrato de
sodio (58.5, /57,3 y 47.3% respectivamente) .

Al considerar la fertilidad, Amir ct al..(3¥973) no observaron dife
rencias en cuanto al porcentaje de pariciones, al comparar a la yema de
huevo con la leche, utilizando semen mantenido a 25-30°C hasta 30 min -
despiies de -haber §ido colectado, Trejo et 'al, (1985) al comparar los --
porcentajes de pariciones del semen diluido en yema de huevo o en leche
y mantenido a 5°C durante 24 hrs, obtuvo resultados a favor del primero
cuando la concentraci6n fue de 200 x 10°/2 ml espermatozoides, mientras -
que al incrementar la concentraci6n y el volumen de la dosis, los resul
tados favorecieron a 1a leche. Colas y Courot (1977) resumieron los re
sultados obtenidos por Colas et al. (1968) y Colas (19753} quienes cb~-
servaron que ¢l porcentaje de pariciones en.ovejas inseminadas con se-~
men diluido en yema de huevo o cn leche, y mantenido a 15°C hasta por -

.15 hrs, favoreci a este {iltimo, tanto cn estro natural (75.4 vs 66.4%)
. como en estro sincronizado (54.6 vs 38.3%).

Mitjvos, Con el objeto de incrementar la fertilidad del semen --
ovine diluido, se le han afiadido al diluyente distintas sustancias o --
agentes tales como catalasa (Amir et al., 1973), fentobarbital .s6dico -
(Fiser y Langford, 1981) y prostaglondinas (Dimov y Georgiev, 1977). -
Los resultados obtenidos con el uso de los primeros han sido poco alen-
tadores; no asf con la adicifn de prostaglandinas que parece ser una'al
ternativa viable para incrementar la fertilidad, De esta manera, estu-
dios realizados por Bdqvist et al. (1975) demostraron que la prostaglan
dina F,a(PGF,¢) incrementa la contractilidad del cérvix de la oveja in

. vitro. Estudios posteriores de Marley et al. (3976}, mostraron que la

adici6n de las cinco prostaglandinas seminales, en concentraciones has
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ta cinco veces mayores a las encontradas normalmente cn el semen ovino,
o fuvo efectos adversos ni sobre el metabolismo y-la motilidad. espermi
tica, ni scbre la integridad acrosémica del semen diluido en yema de --
Jhuevo mantenido a 39°C duranteé 4 hrs o refrigerado a 5°C durante 48 hrs,
Recientemente Daader y Taha (1984) publicaron que la adicién.de hasta --
12,5 1g/ml de PGF,0 al diluyente de yemz de huevo-citrato ,‘mjord la mo-
tilidad espermitica.del .semen mantenido a37°C durante 225 min, sin em--
bargo, cuando el semen fue mantenido a 5°C durante 120 hrs no se observs
este efecto. .
En cuanto a la fertilidad, Dimov y .Georgierv {(1977) observaron que

la adici6n de PGE, y PGF,q al semen ovino, diluido y mantenido a-37°C, -
en cantidades similares al total encontrado en un eyaculado (50 g y 518
* yespectivamente], increment6 en casi un 15% la.fertilidad de los carne--

T YOS,

5.3.2. Semen congelado
A pesar del sustancial progreso logrado durante la década pasada en
..cumto 2 la criopreservacidn del semen ovino y a la:imsexdnacitn artifi-
. cial en esta especie, persiste la necesidad de depositar un nfmero cleva
do de espermatozoides de alta calidad, capaces .de poblar y atravesar el
. cbrvix de la .oveja para obtener tasas aceptables de fertilidad, lo cual
disminuye marcadamente la eficiencia de esta téenica (Langford et al,, -
1979; Colas y Guerin, 1981),

Debido a ésto, la investigaci6n se ha centrado en la obtencifn de ~
mayor cantidad y calidad espermdtica, a travss.del desarrollo de diluyeﬁ
tes y de 1a optimizacién de los procesos de congelacifn y descongelacin

. con el objeto de incrementar 1a eficiencia de la inseminacién artificial

en esta especic.
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Cricbiologia, Durante varios afios el semen se preservé a temperatu
ra de yefrigeracifn, con excelentes resultados en cuanto a fertilidad, -
pero cs hasta 1949 cuando Polge, Smith y Parkes .descubren en forma for--
tuita, la accifn protectora del glicexol durante el congelamiento del se
men bovino, heche que did origen a la criobiolegia moderna (Foote, 1982)

- e impuls6 el desarrollo y uso de semen criopreservado en la inseminacién
artificial.

Sin embargo, a pesar de los avances logrados a la fecha, cuando una
poblacifn no seleccionada de espermatozoides es sametida al estrés de la
congelaci6n y dcscqngelaci@, se ha estimado que aproximadamente cl 50%
de éstos mueren o se vuelven imGtiles, Las teorias que intentan expli-
car el dafio celular debido a este proceso se apoyan en ; 1) la formacién

- intracelular .de cristales de hielo, 1o que afecta la organizaci6n y es-
tructura £isica del espematozoide; 2) el incremento de la concentracin
de solutos intra y extracelulares conforme el agua se congela, y 3) la -
intemcci@.de anbos eventos (Nath y Patt, 1970; Pickett y Berndtson, --

. 1978).

La principal consecuencia fisico-quimica de la congelacién es cl 'au
mento de la concentracisn de solutos en el lfquido residual, a medida --
que el agua es removida de 1a soluci6n para fommar cristales de hiclo.
Estos eventos y sus efectos sobre las células estfn influenciados, entre
otros factores, por la osmolalidad del diluyente (Pickett y Berndtson, -

. 1978) .

Osmolalidad. Los diluyentes son soluciones, y como tales, presen--
tan propiedades fisico-quimicas especificas que hay que considerar cuan-
do se utilizan para congelar cflulas vivas, como s el caso de los esper

matozoides. De esta manera, las soluciones se componen del solvente y -
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--el soluto; cusndo la cantidad de este Giltimo varia, las cuatro propieda-
des f;sicas (coligativas) de la soluci6n.se alteran en relaci6n lineal a
la concentraci6n, asf cuando 6sta aumenta, la presifn osmbtica se incre-
menta, el punto de congelacién y la presién de vapor disminuyen, mien---
tras que el punto de ebullici6n se eleva,

El Osmol (Osm) es la unidad utilizada para medir la concentracién -
de partfculas osmdticamente activas en solucifn y equivale al peso mole-
cular de la sustancia expresado en gramos. Cuando se preparan solucio--
nes, se emplean cmt}mente dos formas para expresar la concentracitn de
€stas i 1) soluci6n osmolar, cuya relacién soluto:solvente estd expresa-
da en peso:volumen, y 2) solucifn osmolal', auya.relaci6n soluto:solvente
cst§ expresada en peso:peso,

la concentraci6n osmolal de una sustancia en un 1fquido se mide por
el abatimiento del pumto de congelacibn (o crioscGpico) de la soluci§n y
se ha demostrado que un Osmol de soluto no ionizable (56,0224 x 10 molé-
culas)disuelto en un kilogramo de agua, abate el punto de congelacitn en

. 1,858°C, micntras que un Osmol de soluto ionizable lo abatir§ en aproxi-~
wmadamnente esta cantidad por cada i6n en que la mol€cula se disocia; ésto
©s una constante para solucienes acuosas diluidas dentro de un rango bio
1dgico, y se le conoce como Constante de Depresifn Molal,

El témmino tonicidad se usa para describir la presi6n osmf;tica real
de una soluci6n, tomando como refexcncia a la del plasms sanguineo, asf,
una solucién isoténica es aquella que cjerce la misma presit?n osmbtica -~
que el plasma, mientras que aquellas que ejercen und HAyor O menor pre--
sifn osmbtica que el plasma, se conocen como soluciones hipertflmicas o~

hipot6nicas respectivamente (Ganong, 1982; Clang, 1986).
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La investigacién sobre la criopreservacibn del semen ovino durante
los primeros aiios, se apoy§ en los principios y:tdcnicas desarrolladas -
para congelar semen bovino (Visser, 1974), asi los diluyentes utilizados

. fueron solucinnes isoténicas o ligeramente hipexténicas, conténdose den-
tro de los nlés populares aquellos que incluyen parcial o totalmente a la
leche calentada de vaca y al glicerol.

First gt al. (1961} obtuvieron hasta el -47% de motilidad al descon-

. gelado, al utilizar leche entera homogenizada mds 8.5% de i;licerol, ade~
mis observaron, que la adicifn de yema de huevo en estos diluyentes ne -
mcjort_i 1a motilidad cspemética posdescongelado. Jones {1969) observé -
que los espermatozoides diluidos en leche descremada sobrevivieron mejor
al descongelado que en un diluyente sintético a base de lactosa 27.5 vs

. 13.5%. Colas (1975b) al comparar a la leche con la yema de huevo-lacto-
sa, en base a la motilidad posdescongelado, obtuve resultados a favor de
la primera (37.0 ys 33.9%). Contrariamente, Hinshelwood ¢t al, (1980} -
al comparar a la leche con la yema de hucvo-Test, en base a la motilidad
progresiva y a la liberaci6n de transaminasas glutémico-oxaloacéticas, -
obtuvieron resultados a favor de esta iltima 5.4 ys 18,4% y 98,9 ys 66.5
UI/ml respectivamente. )

Al evaluar la fertilidad First, Sevinge y Henneman (1961) obtuvievon
17% de pariciones al ufilizar a la leche como diluyente, micntras que al
utilizar leche~yema de huevo obtuvieron el 30% de pariciones, siendo la
concentracifn espemfitica ligeranente mayor en este (ltimo 75 vs 81 x 10
Colas (1975b) al comparar a la leche descremada.reconstituida con la ye-
ma de huevo-lactosa, observd 73.5 vs 42.2% dc concepciones respectivamen
te. Langford et al. (1979) al utilizar un diluyente que inclufa yema de

huevo-lactesa-leche-citrato de sodio, obtuvicrorn 43% de pariciones en -~
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ovejas con estro sincronizado, y aplicacién de 500 UI de PMSG al retirar
las esponjas e inseminaci6n artificial a las 54 y 60 hrs, Tung-Yung Lin
.(1980) no encontré diferencias en cuanto a los porcentajes de concepcién
al comparar ocho diluyentes a base de yema de huevo, aunque observé una
tendencia a favor del que incluy6 a la leche como ingrediente. Al compa

_rar a 1la leche con la yema de huevo-Tris, Olafsson (1980) no enco%nzd di
ferencias en cuanto a los porcentajes de.gestacitn 44,2 vs 46.6% respec-
tivamente,

Los diluyentes que incluyen a la yema de huevo-citrato de sodio-car
bohidrato y glicerol fucron ampliamente utilizados hasta finales de los
afios sesentas, con resultados cie fertilidad que van de pobres a modestos.
Salamon  (1970) observq 28.6% de motilidad en semen descongelado e incuba
do durante seis horas a 38°C. cuando utiliz§ yema de huevo-citrato de so
dio-rafinosa, Lighfoot y Salamcn (1970ab) y Salamon y Lighfoot '(3970) -
en una serie de estudios al utilizar dicho diluyente, obtuvieron inicial
mente el 26% de pariciones, posteriormente al optimizar el proceso de --
congelacién y descongelaci6n, obtuvieron hasta el 64.7%, resultados que
fueron confimados por Salamon (1971) 54,9%, Salamon, (3972} 52.9% y Sala
mon y Visser (¥974) 54.5%. Smirnov et al. (1978) obtuvieron 31.3 y 39.8%
de concepciones al inseminar ovejas en una o dos ocasiones respectivamen
te, con scmen congelado en yema de huevo-citrate de sodio-rafinosa-ficide
glutfmico.

Al sustituir a la rafinosa con glucosa, Kalev et al. (1970) obtuvie

- ron 24% de pariciones; al aumentar la concentracitn de glucosa (del 3 al
5%) I.pginova y Zeltobrjuh (1972) obtuvieron 32.5% de pariciones, mientxas
que Boureanu y Negoita.(}971) publicaron 49.8% .de concepciones al utili

zar yema de huevo-citrato de sodio~glucesa y.7%.de glicerol.
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Al utilizar fructosa Iuea [(1968) obtuvo 45% de concepciones; Kareta,
Pilch y Wierzbowski, (1971)- obtuvieron 48% de pariciones y Kareta et al,
.(1972) publicaron 50% de pariciones, micntras que al utilizar lactesa --
Platov . (1968) obtuvo 24% de paricienes al utilizar una sola inseminaci6n.

- Amdal y Andersen.(1968) obtuvieron hasta un 62.5% de gestaciones al in-
seminar en dos ocasiones y Fraser (1968) public6 un $0% -de no retorno al
estro, al inseminar ovejas en tres ocasiones durante el mismo estro,

Con este diluyente Colas et al, (1971) obtuvieron 53% de no retorno
al estro, al.inseminar en dos ocasicnes a ovejas con estro sincronizado’

. y 400 UTL de PMSG al retirar las esponjas; posterionnente; Colas (1972} -
public6 68% de pariciones en un estudio similar al anterior, pero con do
ble inseminaci6n en tiempos preestablecidos (50 y 60 hrs). Kalev, Za---
,oorsid y Zathariev '(1971) Aal comparar & la lactosa con la glucosa, obtu-
vieron 45.4 vs- 33,2% de.concepciones respectivanente. Trejo (1983) obtu
ve 19.4% de mtilidad'pxjogresiva al utilizar lactosa y no observs dife--
rencias cn cuanto al nGmero de anomalidades al comparav el samen fresco
con ¢l congelado en este diluyente,

Con el uso del Tris para sustituir al citrato de sodio en los dilu-
yente para congelar scmen ovino, sc han obtenido resultades sctisfacte--
rios tanto cn crioviabilidad espemética como en fvrtilidad, d2 asta ma-
nera, Sameuilidis (1970) obtuvo hasta un 52% de no retormo al estre al N
utilizar yana de huevo-Tris-fructosa. l.i:ngc.(I-SJZ,’.). publicé 55% de pari-~
ciones con este diluyente, mientras que Aamdal y quté\xer (1973) obtuvic-
ron un '57% .de concepciones al inseminar ovejas en dos ocasiones durante
¢l mismo estro con semen diluido en yema de huevo-Tris-fructosi.

En 1972, Salamon y Visser deteminaron que-la glucosa era el carbo-
hidrado mfs adecuado para los diluyentes a base de yema de huevo-Tris y

- que la motilidad al Jescongelado cn este diluyente fue superior 42.4 vs
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-57.3% que en yema de huevo-citrato.de sodio-rafinosa. Apoyados en cste
estudio Visser y Salamon {1973) obtuvieron hasta un 57,1% .de pariciones
al inseminar ovejas en dos ocasiones durante el mismo cstro, Y en un es
tudio similar, Visser y Salamon (1974) legraron un 57.6% al utilizar se
men reconcentrado, Salamon (1977) no ohservé difersncias en cuanto al
porcentaje de pariciones-(44.4 vs 46.2%), al inseminar ovejas en una o
dos ocasiones respectivamente al utilizar este diluyente,

Mesaros, ,Gamcik y Sichvarc (1978) obtuvicron 49.3% de motilidad es
permitica posdescongelado, al utilizar yema de-huevo-Tris-fructosa, y -
cbservaron que este diluyente fue superior a.yema de huevo-lactosa y a
yema de huevo-lactosa-rafinosa. Maxwell et al. (1980) obtuvieron un 52%
de pariciones al utilizar yema de huevo-Tris~glucesa,

Orizaga, Bustamante y Valencia (1982) publicaron 54.4% y 60.4% de -
motilidad espermitica e integridad acrosfmica al descongelado respectiva
mente, al utilizar un diluyente que inclufa al Tris, Acufia y Valencia
'(1982) determinaron que cn base a la motilidad espermiitica al déscomgela
do, los diluyentes que incluyeron Test o Tris fueron superdores a los --
que incluyeron citrato de sodio 21.4, 19.4 vs 1G.5% respectivamente. --
Trejo et al. (1984) observaron 28.2% de motilidad posdescongelade y obtu

. vieron un 13.6% de pariciones al utilizar yema de hueve-Tris-glucesa,

Por otro lado, en los Gltimos afios se han.venido desarrollando dilu
yentes que paxccen ser mds adecuados que los anteriormente mencionados -
para la criopreservacién del semen ovino, de csta foma, Fiser (1979) --
evalud dos complejos diluyentes que inclufan, entre varios agentes y sus
tancias com@mente utilizados en la formulacifn.de diluyentes, o compues
tos crioprotectores de alto peso moleculur como €l Dextran o el nhnidﬁn

de hidroxietil, obteniendo motilidades cspemmiticas al descongelado del
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orden.del ;57.5 y.55.0% respectivamente. En 1981, Fiser, Ainsworth y ---

Langford evaluaron ¢l efecto.de la osmolatidad sobre la recuperaci6n de

la motilidad espemmfitica.al descongelado,an diluyentes a base dc yema de
‘huevo y .leche descremada, determinando que los diluyentes hiperténicos -
. fueron superiores a los isot6nicos y a los hipot6nicos, asimismo, al in-

seminar ovejas con semen congelado en un diluyente hipertfnico, obtuvie-
* roni67.5% de gestaciones.

Con base en los dos estudios anteriores Fiser, Ainsworth y Fairfull
:(1982) evalvaron al Dextran como sustituto o como complemento de la yema
.de huevo o de la leche, en diluyentes isotSnicos e hipertfnicos, obser--

. vando wna mejor recuperaci6n.de la motilidad espemitica al descorgelado

. en estos Gltimos,

3.4, Inseminacifn artificial en la oveja

3.4.1. Tiempo de inseminacién

La fertilidad del semen depende primeramente de la temperatura em -
que este fue preservado, de esta foma, al hablar del tiempo dc insemina
ci6n con relac:.ﬁn al estro Amir y Schindler (1972} observaron que al uti
lizar semen fresco sin diluir y mantenido a 30°C I::bta 30 min, se obtu--
vieron bajos porcentajes de fertilidad (45%) cuando la inscminacién se -

- .realiz§ durante las primeras cuatre horas de haberse iniciado el estro. -
Mattner {1966) observé quc cuando la concentracifn espermitica en la d6--
sis es menor y/o el tiempo de i)rescrvuéiﬁn es mﬁyor, en el semen fresco
o refrigerado, el ticmpo 6ptimo para la inseminacifn se limita nf}n mis .
Lo mismo sucede cuando las.ovejas se cncuentran cn cstro sincronizado -
{Robinsen, 1970).

Schindler'y Amir (3973} utilizando semen fresco, diluido en lcche -

descremada y mantenide a 25-30°C hasta 60 min, obtuvieron hasta un 712 :
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de pariciones cuando la inseminaci6n se realizé entre las 16 y 24 hrs de
iniciado el estro, y una tendencia a incrementarse la fertilidad confor-
ne aunent6_ la concentracitn esperm‘fltica en la dbsis, Result'ados simila--
res fueron publicados por Salamon ($976).

La necesidad .de detewminar el tiempo Optimo para la inseminaci6n ar
tificial con semen congelado ha sido mencionada por Salamon y Lighfoot -
.{1970) y Salamon (1971}, quienes demostraron que la insaninaci§n.rea1izg
da entre las 15 y 25 hrs, después de iniciade el estro fue mis efectiva,

. con este tipo de semen, que cuando aquella se rcaliz6 entre las 1 y 15 =

Irs de iniciado el estro.

3.4.2, Técnica de inseminacién

Debido a 1a peculiar disposicifn anatGmica.del cérvix de la oveja la
cual dificulta la inseminacifn intrauterina, cl:semen normalmente es depo
sitado a nivel de esta estructura, no obstante; en los estudios que se ~-
han tealizado con el objeto de degositar el semen cn el dtero, ya sea ---
atravesando el crvix o mediante cirugfa, sc han ohtenido =leyadas tasas

. de fertilidad; asf Loginova y Zeltobrjuh.(1968) .obtuvieron un 38 y 12% de
concepciones, al depositar semen criopreservade en los oviductos o en el

. crvix respectivamente. Desultades similares fueron publicados por Matt-
ner, Intwistle y Martin {1969) al depositar quir@irgicamente semen criopre
servado en el itero, mis atn, obtuvieron tasas normales de fertilizacifn,
al inseminar intrauterinamente con cste tipo de.semen concentraciones de
30 x 10.6, o con semen fresco de 3 x 10° espemafozoicics. Posteriommente,

" Lightfoot y Salaman, (3970ab) obtuviexon cerca del 90% .de fertilizacidn,
al inseminar cn Gtero via quirdrgica a ovejas con semen crigpreservado, -
mientras que al depositar el mismo semen a la entrada del cfrvix obtuvie-

ron un 45% de fertilizacitn, Andersen, Aamdal y Fougher (1973} deposita-
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. .xon ¢l semen criopreservado en el Gtero atravesando el cérvix y cbtuvie-
-Ton un 89% de concepciones, mientras que al depositar el semen en el cér
. vix lograron un 48% de concepciones.
Con .respecto a la inseminaci §n cervical con semen fresco Salamon --
{1976) ‘a1 comparaxr difercntes profundidades de penctraciﬁn dentro del --
- cBrvix, observ6 que cumto mayor era la penetracién mayor fue la fertili
En estudios similares, pero utilizando semen criopreservado los re-~
sultados_fueron contradictorios: asf, Lighfoot y Salamon.(1970b); Sala--
mon y Lightfoot . (1970) y Andersen, Aamdal y Fougner.(3973) observaron --
-que mientras mayor era la penctracifn menor cra la fertilidad, Contr: -
Tiamente, Kareta, Pilch y Wierzbowski (1972) obsexvaron que cuanto mds -~
‘profunda era la inseminacifn mayor era la fertilidad. '
Sc ha intentado tambiﬁ?n facilitar el paso . del cateter de insemina--
i6n y de los espemmatozoides a travls del cérvix de la oveja mediante -
el uso de hommonas, tales come : la oxitocina (Lightfoot y Salamon, 1970
.ab) y la relaxina (Salamon y Lightfoot, 1970) pero les resultados fueron
-desulentadoves, sin anbargo, con el uso de prostaglandinas, ha sido posi
ble incrementar la fertilidad del semen ovino criopresemvado. De esta -
forma, Ed:ivist, Eiﬁarsstm y Gustafsson (1975) y Gustafsson et al. (1977)
observaron que la aplicaci6n intramiscular de prostaglandina qu en oveja;
asi com la suplementaci6n del semen antes de su comgelacién con prosta-
slandinas, mejor6 el transporte espemifitico & través del tracto genital -
de la hembra,
Gustafsson, Edgrist y Einarsson, (1975) obtuvieron un 70% de fertili
dad al inseminar ovejas con semen criopreservado y suplementado con 300

ﬁg/ml de scmen de prostaglandina F,q, micntras que al utilizar el misnc
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- -Semen pero sin prostaglandinas chtuviercn un 304 de fertilidad, Custaf-
_sson.et al . (#977) concluyeron que la adici6n de prestaglandina,Ey y FaG «
.al precongelado, en cantidades mayores (hasta 2 y 20 veces wespectivamen-
.te) a las.normalmente encontradas en.el eyaculado del carnero,.no tuvo --
‘efectos adversos ni sobre la motilidad espermdtica ni sobre la int_egridéd
acmsﬁmica posdescongelado. Recientemente, Memon'et al. (1984) concluye-
ron que la adici6n.de prostaglandinas E y F hasta 300yug/ml de semen an--
tes de l‘a congelaci6n, no tuvo efectos detrimentales sobre 1a,motilidz'd -

- espermitica al .descongelado,



IV, MATERIALES Y METODOS
4.1,.Comgelacibn del semen

"El estudio se .realizq en.el Instituto Nacional de Inseminacién Arti-
. ficial y Reproduccifn Animal en Ajuchitlfin, Qro., durante los meses de ju
lio y agosto.de 1985, Se utilizaron seis carneros adultos de la raza Me-
Tino Australiana, los cuales durante las pruebas de seleccifn previas al
inicio del estudio, presentaran eyaculados con una motilidad ]:thogmsiva -
inicial no menor af 70\; concentiacifn espormitica minima de 3.5 % 105 -
A 15% camo miximo de anommalidades totales; integridad acrosmica no me-
nor.aX 80% y wna recuperacifn de 1a motilidad al descongelado no menor-al
104, '
.+El.semen.se obtuvo mediante vagina mﬁi&d, utilizando como mani-
qug a una borrega ovariectamizada; los eyamulados se colectaron una vez a
1a.semana, uno por cada camero , durante las seis semanas que durﬁ el es
-tudio. = A-cada cyaculado se.le detémind el volumen, la concentracitn es-
‘pemdtica con el hemacitéeetro, y la motilidad-progresiva inicial como --
porcentaje. « Cada eyaculado fue diluido inicialmente a 35°C en 1.5 voltme
nes.de una soluciqn compuesta de 80% . {v/v) lactosa (321mM) y 20% (v/v) de
. yma de huevo, y se enfriaron hasta alcanzar una temperatura .de 5°C en --
aproximadamente dos horas, . A esta temperatura .se les afmdiﬁ la cantidad
neoesana de-la solumdn anterior, para obtener .una cunoentmuﬁn de 300

x 10 /0 5 ml espermatozoides mBtiles antes de 14 congelacibn,

A partir de este paso los eyaculados se mezclaron para manejarse en
-.conjunto, el cual se dividis en dos fracciones diluidas cada wma de ellas
. en uno .de.los siguientes diluyentes glicerolades :

- 33 -
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. Isotdnico (320 mQsm/Kg) .11% de leche .descramada (p/v)., ¥y
2} Hiperténico (600 mOsm/Kg) 19% de leche descremada (p/v).

Las soluciones de leche descremada reconstituida fueron calentadas

durante 15 min en bafic marfa a 92-95°C, se dejaron enfriar y se les agre

_ g6 500,000 UI de penicilina G-procafna, y 625 mg de dihidroestreptomicina
/1litro de diluyente; el pli se ajust6 a 6.7 con una soluci6n concentrada -
500 mM de citrato tris6dico, La osmolalidad se . detemminé con la ayuda del
osmametro (Osmette 5004) antes de afladir el glicerol, cuya concentracién
final fue del.6%, La adicidn.de los diluyentes:glicerolados se realiz6 -
en forma fraccionnda, y en cantidades iguales cada 15 min en ambas mueé--
tras de semen y se equilibraron durante dos {loras a partir de la adicién
de la primera fraccién glicerolada (Fiser, Ainsworth y Lengford, 1981).

Posteriommente, cada muestra de semen diluido se subdividi6é en cinco

fracciones, cada una de las cuales fue suplementada con una de las si----

_guientes concentraciones de prostaglandinas _qu, como sal de trametamina
{Dinoprost)* 0, 15, 30, 150 6-300 yg/ml de sement (Memon ct al, 1984), di-
lucién : 1.0 pg de PGFaa en 1.0 ml de agua destilada (cuadro 1).

El semen se envasd irmediatamente despuSs de la suplementacién con -
prostaglandina Faa en pajillas francésas de 0,5'ml, Se congelS en vapor
de r;itrjégeno liquido, a 4,5 an arriha del nivel del nitrGgeno durante sie
te minutos, y se sumergieron dentro del mismo para su almacenamiento ----

(Aimquist y Wiggin, 1973).

*lutalyse de laboratorios Tuco (UpJohn Cmpany).
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"+ Cada siete dfas se descqngelamn‘seis pajillas por cada tratamiento
en agua caliente a 39°C durante 30 seg y en scis ocasiones; el semen de
cada pejilla se resuspendi6 en dos ml de diluyente isotSnico, a 38°Cy -
pii 6.7 pero sin.glicerol, antibifticos ni prestaglandina y se procedis a
su evaluacifn (Fiser, Ainsworth y Fairfull, 1982),

Los porcentajes de motilidad progresiva, as{ camo los de integridad
acrosGmica se detemminaron al descongelado y a los.120 min de la incuba-
. ¢ifn del semen a 38°C, la motilidar:l' progresiva se estimd mediante el mi
."croscopio de contraste de fase -(400x}, se realiz6 por duplicado y con la
ayuda de dos técnicos capacitados para evaluacidn de este parvfmetro pero
ajenos al estudio; mientras que para estimaciSn de la integridad acrosé-
mica, fue necesario diluir una alfcuota del semen de aproximadamente 1G-
ﬁl, en una gota de solucitn a base de Tris, fcido citrico, fructosa (Toc
te, 1970) y fluerure de sodio al 0,3% {Pursel, Johnson y Rampacek, 1972)
para facilitor su observaci6n. Ia cuantificacifn se realiz6 por duplica
do en cada pajilla y por cada tratamiento mediante microscopia de con---
traste de fase {3560x); se obscryaron en total 100 espermatozoides 2m -~-
diez campos distintos, el promedio de las dos cuantificaciones s¢ consi-
der como una observacidn, la estimaci6n de este parfmetre la realizé un
técnico capacitado para su evaluaci6n, pere ajeno al orden e identifica-
citn de los tratamientos,
ios datos obtenidos de la motilidad progresiva fueron transformados
a arcseno, no asi los refercntes a la integridad acrosGmica (Stecl y To-
1rie, 1980), los resultados de ambos parfmetros se analizaron indepen--
dientemente por el método de Cuadrados Minimos mediante el paquetc esta-
 afstico 5.A.5. , (Barr et al, ¥979).  El modelo matemAtico utilizado pzra

describir la variacién fue el siguiente :
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Yijkf WHRS +8 . @ J+Pk+T1+OPJ k+Gl‘J 1+P'1‘k1+0?1'.k1+5 (5191

De donde :

Tijkl es ]a respuesta de la variable dependiente, motilidad espemfitica
o integridad acrosfmica, u es la media poblacional, Ry es el efecto de -
1a i-6sima repeticién (i= 1, 2,.,6}. 6 1) es el error de restricci6n de-
bido al bloque, Oj es el efecto f£ijo de la j-6sima osmolalidad (j=1, 2},
P, es el efecto fijo de la k-8sima concentraci6n de prostaglandina Faa -
(=1, 2,,,5). Ty es el efecto fijo del 1-ésimo tienpo de evaluacién (3-1,
2).0]?.k es el efecto de 1la interaccién de la j-6sima osmolalidad con la
k-€sina concentracifn de prostaglandina Fat, aor. 1 88 el efecto de la in-
temccxén de la j-€ésima osmolalidad con ‘el 1- ésuno tiempo de evaluaci6n.
PTyq o5 ‘el efecto de la interaccién de la k-€sima conccntrac:.dn de pros-
taglandina an con el 1-8simo tiempo de evaluaci6n, OPT, ix1 €S ‘el efecto
de la interacci6n de la j-6sima osmolalidad con ia k-€sima concentraan
de prostaglandina qu v el l-ésimo tiempo de evaluaci6n, £ i§K)1 es el -
erxor aleatorio distribuido aproximadamente normal e nﬂepenimnte ,--

a™%), Las interacciones con bloque .fueron sumdas al error.

4,2, Fertilidad del semen congelado
El estudio se Tealiz6 en el Centro Experimental Pecuario de Mocochd
ubicado en el Municipio de Mocochd, Yuc,, durante los meses de junio a -
acosto de 1986, Se seleccionaron en base a su buen estado fisico 70 bo-
rregas adultas de las razas Pelibuey y Blackbelly,
Conforme las borregas presentaron celo fueron distribuidas en dos -
. grupos al azar: en ¢1 grupo 1, 31 borregas fucron inseminadas artificial
mente con semen cricpreservado entre las 15 y 18 horas después de detec-
tado el celo y en el grupo 2, 39 borregas utilizando el mismo tipo de se
men, y con inseminaci6n artificial entre las 25 y 28 horas despufis de de
tectado el celo (Cuadro 2),
El semen utilizado en ambos grupos se obtuyo de seis carmeros adul-
tos de la raza Merino Australiana, el cual se congels un mes antes del -

inicio del estudio,en wn diluyente hipertbnico (600w0sm/Kg)a base de le-
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- che descremada . reconstituida y suplementada con 150 pg de prostaglandina
Fya/ml.de semen diluido, ya que este diluyente resultf ser el mis adecua
do para congelar Semen ovino, de entre 1os diez evaluados en el experi--
mento 1,

La deteccidn de calores se reakizé. dos veces al dfa a las 6:00 y --

. 18300 horas.con la ayuda de dos machos con el pene desviado. Las borre-

. gas se inseminaron artificialmente en una ocnsiﬁn depositando el semen -
en 1a os externa del cérvix (fulkd y Roberts, $976) y utilizando el apli

. cador de punta flexible de Cassou, ' La dosis usada fue de 300 x 10%/0,5
ml espexrmatozoides mftiles antes de la congelacién,

' Los parfmetros evaluados fueron: porcentaje de no retorno al estro,
el cual se estim§ mediante el chequeo de calores y el porcentaje de ges
taci6n, el cual se estim§ mediante laparatanfias explorxatorias realiza--
das entre los 30 y.35 dfas post—inseninacidx; en todas aguellas borregas
que durante este perfode no manifestaron signos de estre (Cutten, 1970).
Los .xesultados se analizaron estadisticamente mediante la prueba de la -
Ji cuadrada (Steel y Torrie, 1980),



.CUADRG 1
DILUYENTES EVALUADGS

. ORMDIALIDAD .CONCENTRACION DE PGF,0
320 nosm/Kg 0 MICROGRAMDS/ML SEMEN
(ISOTONECO) " 15. " wooon

' 30 1" " "

150 " " il

500 1 " "

600 ndsm/Kg 0 MICROGRAMOS/ML SEMEN

(HIPERTONICO) J1s e now

) 30 1" " 1"

150 " " "

300. " " "
GLICEROL 6% .
pH 6.7

CUADRO 2

DISERO DEL ESTUDIO DE LA FERTILIDAD DEL SEMEN

GRUPO
1 2
No, DE ANTMALES . 31 39
TIPO DE SEMEN CONGELADO CONGELADO
TIEMPO IE I A, - 15-18.Hrs,. 25-28 Hrs,

(después de detec
tado el estro) —
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'S RFSIIL'!‘AIIB Y DISCUSION

§.1. Gongelacién del semen
! Los efectos debidos a las interacciones de réplica y lector sobre -
. el porcentaje de motilidad espermitica (MOT) y el porcentaje de acroso--
mas intactos (PAT) no resultaron cstadisticamente significatives, por 1o
tanto fueron removides del modelo, En ¢l cuadro 3 finicamente se presen-
tan los efectos principales y las interacciones que resultavon significa

tivas (P<0,01), tanto para MOT como-para PAL,

. §5.1.1.. Tonicidad del diluyente

n el cuadro 4 se ruestran las medias minimo cuadriticas de los efec
tos 'princ-ipnles para las dos variables deperndientes, donde se puede obser
var que 1a osmolalidad de 600 mOsm/kg (hipevtonicidad) fue significativa-
mente superior (P<0,05) a la osmolalidad de 320 wOsm/kg, (isotonicidad) -
para MOT y PAT. .

Estos resultados son consistentes con los publicados por varios auto
res: Salamon y Lightfoot (1969}, Salamon (1969) y Salamon y Brandon.(1971)

quienes al utilizar diluyentes para.congclar semen ovino en pastillas, que

inclufan a la yema de huevo y al citrato de sodio, observaron el efccto be .

ﬁ§ﬁco de 1a hipertonicidad scbre la motilidad espeimdtica al descongelado
De igual forma, Salamon y Visser (1972) observaron este efecto ul utilizar
diluyentes a base de yoma de hucvo y Tris, Inskeep (1974) y Salamon (19-
76) también mencionaren este hecho, asf como Fiser, Ainsworth y Langford
(1981} quienes utilizaron diluyentes similnres‘a los utilizados en este es

tudio y obtuviercn tasas dc motilidad al.descongelado ligeramente superio-

- 3%~

amerre



CUADRC 3
ANALISIS DE VARIANZA PARA MOTILIDAD E INIEGRIDAD ACROSOMATICA

-0p -

ORIGEN DE LA VARIACION . G.L. CUADRADOS MEDIOS

MOTILIDAD  INTEGRIDAD ACROSQMICA

Pyt porphr z

BLOQIE 5 2,636 2.488
ERROR [E RESTRICCICN 0 —
OSMOLALIDAD 1 23824 34140 4296,03%*
PROSTAGLANDTNA Fyo 4 2909,344%%  1254,22%%
CSMDL. X PGF,® ! 1182 /51740 384.9 2
TIEMPO TE EVALUACION 1 1765,430%% 308,14
O0SWOL. X TIEMPO [E EVALUACION g | 723041 468.1 =+
PGF,e X TIENPO TE EVALUACIOH 4 2518754 180.6 4%
G201, X PaF,a X TIRFO IE 4 105, 4954# 235.12%%
ERROR (1440) 18,460 - (120)  0.55
* Dol

') cmnosmmmmmm
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- CUADRO 4
MEDIAS MINIMO CUADRATICAS DE LOS EFECT0S PRINCIPALES

MEDTIAS

MOTTLIDAD INTEGRIDAD ACROSQMICA
OSMOLALIDAD
520 mOsm/Xg . 26.8° 3¢.4°
600 mOsm/Kg 34,9 47,2
PROSTAGLANDINA Fya
0 MICROGRAMBS/ML 33,67 31.52
15 MICROGRAMDS/ML 32,22 44,60
30 MICROGRAMOS/ML ‘ 32,18 ag,&
150 MICROGRAMOS/ML 3,22 44,0
300 MECROGRAMIS/ML 25,40 35,12
TIRPO DE EVALUACICN )
0 MIN, 34,82 46,42
120 MIN. 27,00 35.2

a,;b/ LTTERALES DISTINTAS .SON ESTADISTICAMENTE DIFERENIES (P<0,05)
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'Tes, difcrcncias .debidas: 1) a que no utilizaron prostaglandina en 1a -~
preparacibn de los diluyentes; 2) a.que la osmolalidad real de sus dos -
mejores diluyentes fue menor . (510 y 560) y 3) a:que l2 escala de evalua-
cién que utilizaron fue diferente a 1la utilizada cn este estudio. Ale--
ufs no nay que pasar por alto.que la estinacibn de este pardmetro es me-
rarente subjetiva, hecho que hay que considerar:al contrastar resultados.
Fiser, Answorth y Fairfull (1932) quiencs utilizaron diluyentes distin--
tos a los de este cstudio, p-cro con oziolalidaces reales iguales a las --
utilizadas en el presente estudio, obtuvieron resultados semejantes a los
aquf presentados,

Con respecto a la integridad acros@mica, aparenterente mo existen es
tudios cspecj.fims del efecto.de la osmolalidad sohre ésta, pov 1o cual -
no es posible campazar lcs resultados que aqui .se presentan. Sin enba_rgé
.debide a que 1a fertilidad del semen criopreservado ha sido positivamente
correlacionada con la integridad acrosGmica (Smorang y Kareta, 1974) es -
impertante sefialar el efecto ben€fico que se obscrvd sobre este parémetro
al utilizar solucimes hiperténicas. .

El efecto benéfico de las soluciones hiperténicas sobre la criovichi
iidad espermftica e integridad acresGmica al descongelado parcce deberse
a: 1) wia resistencia inducida hacia el “efecto de solucifn", ésto es ,“—-
uns proteccitn que desarrolla la c6lula hacia la hiﬁcrtonicidﬂd (o aumen-
to en la concentraci6n de solutos) que nomalmente se presenta, conforme
el agua es removida del medio intra y extracelular durante la congclaciﬁn
¥ 2) una deshidratacién parcial de los espermatozoides antes de ser some-
tidos a la congelacitn a través de un.anecanismo de exsmosis, lo cual con
duce a una menor fotman:i&jn.de cristales.de hielo en el medio intracelular
(qeryman, Williams y Douglas, 1977; Fiser, Ainsworth y Langford, 1981; Fi
ser, Ainsworth y Fairfull, 1982).
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* §.1,2. Concentpacion-de prostaplandina
En el cuadro 4 se puede observar que a una.concentracifn de 300 Rn-24
mi MOT fue de 20.0%, diferente a las otras cuatro concentraciones, mien-
tras que para el PAI, .se observ(? que las tres concentraciones intemuedias
de 15, 30 ¥ 150 pg/ml, no fueron diferentes entre si (P»0.05), pero fue-
ron superiores (P€0.05), a las de 0 y 300 pg/ml.
Pecos estudios se han realizado para determinar el efecto de la su-
' plementaci6n con PGF ,q Sobre los parfmetros aqui evaluados, de esta mane
ta, CGustafsson et g ..(+977) observaron un 49% -de motilidad al desconge~
‘lado , en espermatozoides cpididimales criopreservados en un diluyente a
basc de yema de huevo y Tes-Nall, suplementado con PGF.a 2 razén de 50 --
Je/nl, nientras ge en este estudio, con el tratamicnto que mfs se aproxi
mé al de ellos (30 g/ml) se obtuvo wm 28,1% de motilidad; en cuanto al
PAI, estos autores no observaron efecto alguno de le suplementacién con
PGF 5a, a difcrencia del i:resentc estudio dowde .se observé un increnento
dc; este parinetro, cn todos los diluyentes que incluyeron PGF a0 indepen-
. dientemente de su concentracifn. De igusl fomma, estos resultados difig
ren de los publicados por Marley ct al. . (3976) ; Memon et al,.(1980) y Me
mon et al..(1934) quienes observaron que la suplementacifn con prosta---
_‘glandinas en concentraciones de hasta 600 pa/ml.no tuvo efectos detrimen
tales sobre la motilidad espermitica, netsbolismo celular e integridad -
acrosbémica al,desgopgelado, mientras que en este estudio al utilizar con
centraciones de PGF,amenores, se observ§ un efecto detrimental sobre ¢l
MOT y un efecto benSfico scbre ¢l PAL,
Conirastar los resultados aqui obtenidos con los publicados por es-
tos autores resulta diffcil, debido a las distintas condiciones experis-

" mentales dc los estudios, asf por ejemplo, mientras que elles utilizaron



ddluyentes a base de yema de Jmevo y aproximadamente isotGnices, en este
estudio se utilizé leche descremada y yema de huevo para la preparacién
de los diluyentes en copcentraciones isotfmicas e hipertdnicas, por lo -
cual, hay que tamas con cautela las.caﬁaamdms aqui presentadas,

El carnero es una de las especics que presentan mayor concentxacifn
de prostaglandinas en el eyaculade (Maxley, Morris y White, ¥977), sin -
enbargo, el papel fisiolfgico que éstas desompefian sobre la fertilidad,
no ha sido dilucidado, Las hipltesis propuestas se¢ apoyan en el efecto
estimilatorio que las prostaglandinas ejercen sobre la contractilidad, -
al menos in vitro, del cérvix.de la oveja, y/o a que @stas modifican las
caracteristicas del moco cervical, pars facilitar la penctracifn de los
:spematozoides a travé_s de éste; incrementando.en ambos casos 1a ferti-
lidad del semen (Edqvist et al, 1985; Einarsson y Gustafsson, H975; Me--
mon et al. 1984).

In la grifica 1 se presenta el efecto conjunto de la.osmolalidad y
la concentracion de PGI;' 29sobre MIT, y se observa en el diluyente isotd-
nico una disminucién en este parfmetro.conforme:se innenentQ la concen-
tracifn de PGF2@, no asf en el hipertfnico donde se aprecia un leve efec
to benéfico sobre MOT hasta los 150 pg/ml de PGF.a, para posteriomente
disminuir con la concentracién de 300 pg/ml, Es importante cbservar que
la motilidad mis baja en el ﬁipertdnico, fue similar a 1a nis alta en el
isoténico,

En la grifica 2 se presenta el efecto de la misma interacci6n scbre
PAT, donde.se observa en el diluyente isotGnico.un marcade efecto berE;fi
co scbre este parfmetro hasta los 30 pgfml de PGF ,q para despuds dismi-
nuir-dristicamente con las concentraciones mﬁsbelevadas, mientras que en

el diluyente hipertdnico el PAT sc benefici6 con 15, 30 y 150 ug/ml de -



- e -

PORCENTAJE

GRAFICA 1
EFECTO DE LA OSMOLALIDAD Y DE LA CONCENTRACION DE PROSTAGLANDINA

F,a SOBRE LA MOTILIDAD ESPERMATICA
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GRAFICA 2
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de Pszu. Cabe sefialar que el PAL del hiperthico que no incluys PG‘an
(0); fve similar a-cl. mejor observado ecn el isotﬁnico.
-'§.1.3. Tiempo de_evaluacién

En ‘cuanto al tiempo .de evaluacifn, en el cuadro 4 se chserva una dis
minuciﬁn significativa (P41.05) en ambos par{zmetros cuando el semen se ‘==
-evalué después de 120 min de inaubacién a 38°C, .10 cual coincide, indepen
dientemente del tipo de diluyente y condiciones experimentales, con todas
las publicaciones revisadas en las que sc considelﬁ este factor.

El hecho de volver a evaluar al semen despué; de detemminado tiempo
.de descongelado es considerado como wma prucha.de calidad, tanto para ei
diluyente camo para los espematozoides, ya que nos indica el tiempo que
estos son capaces de mantener la motilidad y la.integridad acrost?mica, =
factores importantes para la fertilidad, en un medio-ambiente artificial

- camo lo es el diluyente (Foote, 1982} -

La disminucisn dz MOT y del PAI que normalmente sc presenta, astd --
asociada con un agotamiento de las reservas energéticas del espematozoi-'
de, asi como a una.wmenor resistencia de €stos, debido a las condiciones -
estresantes a que fueron sometidos durante su manejo (Salisbu?‘y, VanDennark
y Londge, 1978).

En la grifica 3 y 4 se presenta el efecto conjunto de la osmolalidad
del diluyente y del tiempo de evaluacién sobre MOT y PAL, en donde sc ob-~
Serva una severi disminuci.Qn en zmbos parfmetros a los 120 min de incuba-
ci6n independientemente de 1la osmolalidad, no obstante, cabe sefialar que
los porcentajes de MOT y PAL a lo§ 120 min.de incubacifn a 38°C en los
diluyentes hiperténicos fueron similares a los cbservados al descongela-

do en los diluyentes isot6nicos.
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GRAFFICA 3 A
EIECTO DI LA OSMOLALIDAD ¥ DEL. TIEMPO DG LVALUACION
SOBRE LA HOTILIDAD CSPERMATICA
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GRAFICA 4
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] la gr@fica 5 se presentd el efecto de la concentracién de PQFZu
y del tiemo de evaluacic;m sobre MOT, y se observa que al descqﬁgelado -
la motilidad dimﬁ.nuyq ligeramente hasta la concentracién de 150 g/ml
para caer posteriomiente coa la de 300 jg/ml de PGFa0, no asi a los 120
min de incubacifn donde €sta disminuyé confome .se incrementé 1a concen-
traciﬁn de PG.FZQ. En la ,prdfica 6 se presenta un efecto similar sobre
PAT, y se puede observar al descongelado, 1n incremento en este parfme~-
tro hasta la concentraeibn de 30 yz/ml, para disminuix: ligeramente con -
la de 150 pg/ml ¥ caer con la de 300 yg/mi de“PGqu. A los 120 min de -
incubaci6n, la disninucil_in que se observd de ésée parﬁﬁ\&m sigui6 uwn --
camportaniento similar, '

En el cuadro 5 se presentan las medias de los tres factores princi-
pales para MOT v se puede apreciar que en los diluyentes hiperténicos al
descongelado, este parr_imetm se mxituvo aproximadamente igual en las dis
tintas concentraciones de P['}qu , micntras que a los 120 min de incuba-
cic?n, 1a disminucién de MOT que ée presentd sigui§ la misma tendencia, -
aunque la cafda que se observa er la concentracién de 300 pg/l de PGFq
fue mis severa que la observade al descongelado. En cuanto a los dilu--
yentes isdténicos al descongelado, se observa su inferioridad con respec
to a los hipertfnicos, asf como el efecto detrimental de 1a PGlq sobre
MoT, de igual forma, la disminucifr de este par@\etm a los 120 min de -
incubaci6n, sigui una tendencia aproximacamente paralela con respecto -
al descongelado. Asimismo se puede apreciar que MOT en lis ailuyentes -
hiperténicos 2 los 120 min de incubaci6n fire similar al observado cn los
diluyentes isotfnicos al descongelado.

En ¢l cuadro 6 se presentan las medias de los tres factores princi-

pales para PAL, donde se observa una ve: mds la superioridad de los dilu
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PORCETAJE

GRAFICA 5
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CUADRO 5

MEDIAS DL EFECI‘O CONJUNTO DE LG5 ‘TRES FACTORES PRINCIPALES SOBRE EL POR-
CENTAJE DE MOTILIDAD PROGRESIVA

OSMOLALIDAD

-320 mOsm/Xg 600 mOsm/Kg

TIEMPO DE EVALUACION

0 . 120 0 120

oy . . X
0 35.5]29.3 37.7 }32.0 | 33.6

2] 15 33.4 | 24.4 38,2 (32,8 | 32,2

E ~

g 2 % 30 53,4123.8 38.2 | 33.1 | 32.1

EE 2 ——

4] 150 - | 32,1{20.1 39.5135.4 | 31.2

§ 300 23.4 {13.4 37.2]27.9 { 25.4
X 31.5 22.2 38.1 31.8
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CUADRO 6

MEDIAS DEL EFECTO CONJUNTO DE 10S TRES FACTORES PRINCIPALES SOBRE EL POR-
CENTAJE IE ACROSOMAS INTACTOS

OSMOLALIDAD
520 mOsm/Kg 600 mOsm/Kg

TIEMPO DE EVALUACION

0 120 0 120 X
(MIN) | i
Ll

0 30,3 110.5 49.5 | 36.0 31.5
2 15 38,0 | 34.0 57.0} 49.7 44.6
=1 .
Lé’ E'; E 30 49,0 {40.7 60.4 | 45,1 48.8
g =2
2 150 43,6 |39.7 60.9 | 32.0 44.0
Q

300 31,8 ] 26,7 44.01:37.9 35.1
X 38.5 30.3 - 54,3 40.1
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yentes hipertﬁnicos, asf como un incremento de oste parfmetro al descon-
. gelado hasta la concentraci6m d¢ 150 jg/ml, para caer con-la 300 jg/ml
de PG:FZm, mientras que a los 120 min de i.ncubacié_n el PAI mds elevado se
observ6 en la concentracifn de 15 pg/irl de PGF,q para disminuir posterior
mente en las concentraciones mayores, Se pue.de observar también, que --
aunque la concentracién de 150 pg/ml de PGF 20 fue mejorl ul descongelado,
tanbign fue la nenos cficiente para mantener el PAI @ los 120 min de in-
cubaci‘:n. En cuinto a los diluyentes isoténicos al descongelado, se ob-
serva el efecto benéfico de la PGF,q sobre este par@metro hasta la con--
centradQn de 30 ;p‘g/llll, para post'eriomente caer on las concentraciones
mayores, nientras que a los 120 min de incubacifn, ademfs de la disminu-
cién del PAI, que el tratamiento que no incluyd P(.‘:Fzm (concentracién 0 -
HgAnl) fue el menos cficiente para preservar la integridad acres@mica du
rante la incubaci6n.

En el cuadro 7 se muestra que al considerar conjuntamente el ciecto
de los tres factores sobre ambos parfmetros evaluados, los diluyentes --
que al descongelado resultaron ser los mds adecuados para congelar semen
ovino fueron los hipertfnicos con 30 y 150 yg/ml de PGP, Ya que presen
taron los porcentajes mis elevados tanto para MOT como para el PAI, sien
do iguales (P»0.05) entrc si. En el cuadro 8 se observa que a los 120 -
min de incubaciSn a 38°C, los diluyentes que mejor mantuvieron la motili
dad fueron los hiperténicos con PC{.FZu hasta d¢ 150 yg/ml los cuales fue-
ron iguales (P0.05) entre sf; en cuanto al PAI los mejores fueron los -

hiperténicos con 15 pg/ml seguidos por los de 30 pg/ml de PGF,q .
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* CUADRO 7
PORCENTATE TE MOTILIDAD E INTEGRIDAD ACROSOMICA QUE PRESENTO EL SEMEN OVING AL DESCGNGELADO

N CADA DILUYENTE
0SMOLALIDAD
600 mOsm/Kg 320 mOsm/Kg
(HIPERTONLCOS) (SUTONICOS)
 CONCENTRACION TE PGF 50 CONCENTRACTON DE PGFa
0 s 30 150 ‘300 M) .15 30 150 300
35.5° 33,48 33483709 23.4°

37,70 38,22 38,22 39,52 37,2
hozg.0f. 40.0% 43.6° 31.88

MOTILIDAD %
49,55 i57.0° 60.4* 60.9% 42,0 303

INTEGRIDAD ACROSCMICA

a,b,c,d,e,£,g,h./ LITERALES DISTINTAS SN ESTADISTICAMENTE DIFERENTES (P<0.05)
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{GUADRO 8

PORCENTAJES TE MOTILIDAD E IM'EGRIMDAU!(SGECAQ]EPRESW_IDELSHENUVIM)IESP[B IE 120 MIN
DE INCUBACIGN A 38°C EN CADA DILUYENIE

0SMOLALTIDATD

600 m0sm/Kg 320 mOsm/Kg
(HIPERTONICOS) (ISOTONECOS)
CONCENTRACION IE PGFa CONCENTRACION DE PGF
0 ;s 30 J150 300 0 15 30 150 300
B 3282 3303 33.4%27.9° 20,3 24,45, 23,85 2019 13.4°

32,0

MOTILIDAD. %

hi37.0° 10,57 3408 40.7° 30.7% 267

INTECRIDAD AROSMICA. ¥ 36:0° 49,775 45.1° 32,0

2,b,¢,d,¢,£,g,h,1,j/ LITERALES DISTINTAS SON ESTADISTICAMENTE DIFERENTES (P<0.05) -
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5.2. Fertilidad del semen

En el cuadro 9 se presentan los percentajes de no retorno al estro
(3R] y de_gestaci6n (BGEST) para cada grupo, donde se observa (e no huy
ba diferencias (Px0,05) cntre €stos cn‘ ninzune de los parfimetros cvalue-
dos.

Los porcentajes de gestaciqn en ambos giupos fueron bajos, sin em~-~
bargo, la mayorfa de los estudios sobre este aspecto, que han publicado
tasas de fertilidad superiores a las aqui presentadas, han usado d6sis -
espem§ticas mayores y generalmente déble inseminaci6n durante el mismo
estro. De esta forma, Gustafsson, Edqvist y Einarsson (1975) publicaron

- 70% de pariciones al inseminar a dicz oveias con semen criopreservado en
yema de huevo-TestaK y suplementado con 302 ;g/ml de PGF,a, la concentra
cifn espermitica fue de 250 x 10° y daoble inseminaci6n. Con el diluyente
utilizado en el presentc estudio se usé la mitad de la concentracién de
PG'qu, ya que €sta result6 ser la mﬁs. adecuada en el primer estudio, ade
mis, la dosis espemitica fue inferior a la de ellos, sobre todo si se -
considera que la aplicaron en dos ocasiones, mientras que en este estu--
dio se insemind en una ocasidn, ya que umo de los objetivos fue el de --
evaluar la fertilidad del semen crioprescrvado en este tipo de diluyente
cuando se aplica en concentraciones reducidas. Fiser, Ainsworth y Lang-

. ford {1981) obtuvicron 67.5% de gestaciones utilizando semen criopreser-
vado en un diluyente hiperténico similer ol utilizado on este estudio pe
ro sin prostaglandina F,a, sin embargo utilizeron conceniraciones csper-
miticas de 640 x 10° v doble inseminaci6n.

Por otro lado, en el mimmo cuadre 9 se nuede observar la poca simi-
litud entre los MR y los 1GEST en cada giupo. Esta disimilitud entre -
ambos parfimetros podria deberse a pérdidas embrionarias tempranas, que -
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noimalmente se¢ presentan tanto en monta natural.como en inseminacién ar-
ﬁfidal; asf Mattner y Braden.(1967) al estudiar ovejas Merirno servidas

_ mediante monta natural, observaron que de un 96% que presentaron Gvules
fertilizados al ser sacrificadas durante los dos primeros dfas post-ser-
vicio, a los 20 dias Gnicamente cl 76% se encontraba gestantes, Salamon
y Lightfoot (1967) obtuvieron hasta un 93% de .fertilizaci6n al inseminar
intrauterinamente a.ovejas con semen criopreservado, sin e.xrﬂ:m'go, s6lo el
-34% no regresaron al estro a los 22 dfas, y dnicamente el 25% de éstas pa
rieron. [En un estudio posterior, Lightfoot y Salamon. (1970b) al dz;posi--
tar el semen cricpreservado a nivel del cérvix, obtuvieron 58%- de fertili

- zaci6n y 50% de pariciones,

Cabe hacer mencién que la detenninacién de.los porcentajes de no re-
torno al estro hosta los 35 d.ia; post-inseminacin es un parfmetro de po-
ca confiabilidad para .evaluar la fertilidad, al menos en- la especie ovina,
Pefia et al, f(i984) hicieron la misma observacién sobre este hecho al estu
diar a la raiéi f!mney Marsh. Varios estudios se'han realizado con el cbje
to de entender esta falla en la presentacitn del estro post-servicio, lo
cual parece estar asociado con la mortalidad embrionaria temprana; Sawyer
y Knight '(1975) observaron que cuando la muerte embrionaria se presentaba
entre los dias 15 y 19 de gestacién, la oveja manifestaba estro en un pe-
riodo de tiempo de igual magnitud al que tenfa.de gestacifn, y que éste -
estro era poco fértil .debide a que 1la presencia.del material en reabsor--
cifn crea dentro del medio uterine, un ambiente.poco favorable para el --
espematozoide y/o el Gvulo, Edey . (¥979) observ§ que cuando la ymerte
embrionaria se presentaba antes del dig.12 de gestacitn, no se alteraba
1a longitud del ciclo estral, sin enbargo si sucedia después de 8sta -

fecha, 1a regresi6n del cuerpo luteo no se llevaba a cabo hasta la total



- 60 -

total reabsarcién del corlceptus; asimismo, este autor tembién menciona -
que en este’ t?ltimo Cas0,e’ estro que se presenta es de baja fertilidad,
lo cual es debido a fallas en el transporte_espermdtico dentro del trac-
to genital de la hembra; Jainudeen (1980) al estudiar a la especie bovi=
na obtuvo resultados similares.

En el presente estuwdio la poca similitud entre el %R y el $GEST en
el zrupg 1 es cdnsistente con los porcentajes de mortalidad embrionaria
temprana que normalmente se observan en la especie ovina y que van del - )

- 20 al 30% (Edey, 1979), no ns; en cuanto al gupo 2, donde se cbserva --
wna rarcada disimilitud entre ambos parfmetros,

En el cuadrg 10 se presentan los porcentajes de no retoxmo al estro
y de gestacién por raza, donde se puede observar que los iINR fueron simi

lares en las dos razas, lo que nos indica que presentaron la misma capa-
cidad fertilizante, '



. CUADRD §
PORCENTAJE DE OVEJAS QUE NO RETORNARON AL ESTRO Y .PORCENTAJES DE GESTA-
’ CION EN CADA GRUPO ‘ '

G RyPO

I.A. 15-18 Hrs L.A. 25-28 Hrs

TOrAL_L.A, 3

.31 39
N.R. AL ESTRO % 35,4 (@ 53.8 (21)
GESTACION 3 20,0 (9) 30,7 (12)

a/ ENTRE PARENTESIS EL NMRERO DE ANIMALES
N,S. (P0,05)

- CUADRD 10
PORCENTAJE DE QVEJAS QUE NO RETORNARON AL ESTRO Y .PORCENTAJES DE GESTA-
CIGN EN CADA RAZA

RAZIAS
PELIBUEY BLACKBELLY
TOTAL I.A. 45 25
N.R. AL ESTRO 3 14,4 20)® 48,0 .(12)
GESTACION % 28.8 '(13) 32,0 {8)

a/ ENTRE PARENTESIS EL NUMERO If ANIMALES,
N.5. (P>0,05)
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- VI, CONCLUSIONES

Se deteminé que los diluyentes hiperténicos a base de leche de vaca
descremada y reconstituida, fueron superiores a los isoténicos en cuanto
al porcentaje de motilidad y al porcentaje de la integridad acros6mica, -
tanto al descongelado como a los 120 min de incubacién a 38°C,

Que en los diluyentes hipertSnicos a base de leche de vaca descrema-
da y reconstituida, la suplementacién con prost_aglandina'.l‘zu en concentra
ciones de 30 hasta 150 ﬁg/ml, incrementt los porcentajes de motilidad es-
pemitica e intgegridad acrosfmica al descongelado, micntras que cn los di
luyentes isoténicos, la suplementaci6n con prost_nglandina;qu tuvo efecto
detrimental sobre la motilidad espermfitica al descongelado, pero benefi--
ci6 al porcentaje de integridad acrosémica al descongelado inviependiente-
mente de la concentracin, '

Que las concentraciones de prost;nglandijm'.l‘zu que presentaron los --
porcentajes de integridad acrosGmica nés clevados al descongelado, tanto
en los diluyentes isoténicos camo en los hipertfnicos, fueron las menos -
eficicntes para preservarlos a los 120 min de incubaci6n a 38°C.

En cuanto a la fertilidad del semen, se determind que en base a es--
tos pardmetros los dos tratamicntos asi como las dos razas estudiadas fue
ron estadisticamente iguales.

Que la inseminaci6n artificiai eptre las 15 y 18 hrs o entre las 25
y 28 hrs de detectado ¢l estro, con semen criopreservado en un diluyente
hiperténico a base de leche de vaca descremada, suplementodo con 150 pg/ml
de prostaglandina Faa y en concentraciones de 150 x 10° espemmatozoides, - _

presents porcentajes bajos de no retorno al estro y de gestacién,

- 62 -
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Se .observé que la detexminacifn del porcentaje de no.retormo al es-
‘tro a.los.35 dfas postwerwicio;'es un pardmetro de poca confiabilidad -

para.evaluar la fertilidad en estas razas ovinas,
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