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RESUMEN

El presente estudio de investigacion muestra la utilizacion de leche descremada
deslactosada ultra pasteurizada, como diluyente para semen de ovino refrigerado. La
investigacion se llevo a cabo en la Granja Experimental Villa Marina de la Universidad de
Pamplona, empleandose 3 ovinos de 1 afio y medio de edad, de la raza Dorper, seleccionados y
preparados para este trabajo de investigacion.

A estos se les colecté semen mediante electro eyaculador durante cuatro meses pre-
experimental; luego se colectaron cada cuatro dias hasta cumplir un total de 5 eyaculados por
animal y obtener las muestras a intervenir; cada muestra idonea fue dividida en tres alicuotas, se
evaluaron las caracteristicas macroscopicas y microscopicas para poder ser diluidas en la leche
descremada ultrapausterizada

Una vez diluida la muestra se determinaron las caracteristicas seminales
cuantitativas (porcentaje de espermatozoides vivos, porcentaje de espermatozoides muertos y
morfoanomalias), y cualitativas (porcentaje de espermatozoides moviles y movimiento
progresivo). Cada alicuota tratada se dividio en cuatro submuestras usando tubos Eppendorf para
su evaluacion a 3, 24, 48 y 72 horas post-refrigeracion.

Posteriormente, se inseminaron 15 hembras ovinas de la raza Ovino de Pelo Colombiano
(OPC), con semen refrigerado a 24, 48 y 72 horas, dando una tasa de prefies del 40% al grupo de
5 hembras inseminadas con semen refrigerado a 24 horas, y una tasa de prefies del 0% las

inseminadas con semen refrigerado a 48 y 72horas.

Palabras clave: Diluyente, leche descremada deslactosada ultrapauterizada, ovinos, semen.



ABSTRACT

The present dissertation shows the use of fat-free skim milk, ultra-pasteurized 0% fat,
as a diluent for refrigerated ovine semen. The research was carried out in the experimental farm
Villa Marina of the University of Pamplona, using three sheeps of one and a half years old, of the
Dorper breed, selected and prepared for this work.

The semen was collected by using an electroejaculator for four months pre-experimental;
then the samples were collected every four days until a total of 5 ejaculates per animal; each
suitable sample was divided into three aliquots, whose macroscopic and microscopic
characteristics were evaluated in order to be diluted in the skim milk, ultra-pasteurized.

Once the samples were diluted, the quantitative semen characteristics (percentage of live
sperm, percentage of dead spermatozoa and morphoanomalies), and qualitative (percentage of
mobile sperm and progressive movement) were determined. Each treated aliquot was divided into
four subsamples using Eppendorf tubes for evaluation at 3, 24, 48 and 72 hours post-cooling.

subsequently, 15 female sheep of the Ovino de Pelo Colombiano (OPC) breed were
inseminated, with semen refrigerated at 24, 48 and 72 hours, giving a 40% pregnancy rate to the
group of five females inseminated with refrigerated semen at 24 hours, and a pregnancy rate of

0% inseminated with refrigerated semen at 48 and 72 hours

Key words: Diluent, ultrapaumatized skimmed milk, ovine, semen.



INTRODUCCION

La inseminacidn artificial en varias especies, incluidos los ovinos, se ha hecho desde hace
décadas con fines propios de la ciencia; la comercializacion y, en otros casos, buscando el
mejoramiento de las condiciones de la raza.

Con el avance de la ciencia y la tecnologia, se han hecho pruebas de laboratorio y trabajo
de campo, demostrando que la leche descremada ultrapasteurizada presenta las condiciones
ideales para actuar como un diluyente de semen refrigerado en la inseminacion intracervical de
ovinos. Estas practicas se vienen realizando alrededor del mundo, principalmente en lugares
donde la topografia y el clima permiten la reproduccién y estabilidad de la raza ovina.

Ademas, de esto se debe tener en cuenta la edad de los animales, la comida, la
desparasitacion, el desarrollo corporal y verificar el no estado de prefiez de las hembras; como
factores externos que inciden directamente en el procedimiento a seguir.

En el presente estudio se demostro la viabilidad, duracion y la calidad del semen diluido
con leche descremada deslactosada ultrapausterizada y utilizacion del semen pos dilucion
refrigerado a 24 horas, 48 horas y 72 horas; obtenido de 3 machos de la raza Dorper, ubicados en
la Granja Experimental Villa Marina, para inseminar 15 hembras ovinas de la raza Ovino de Pelo
Colombiano (OPC) ubicadas en el municipio de Labateca en Norte de Santander.

Se hicieron las pruebas de campo correspondientes y correcciones en el momento de
necesitarlas; anotando los resultados obtenidos para generar los resultados de soporte que

mostraron, seguidamente, la favorabilidad del estudio.



1. EL PROBLEMA

1.1 Titulo
Utilizacion de leche descremada ultrapasteurizada como diluyente en semen

refrigerado de ovinos, destinado a la inseminacion intracervical

1.2 Planteamiento del problema

En la actualidad, se han experimentado y utilizado numerosos diluyentes para la
preservacion de semen ovino refrigerado; la mayoria de ellos se basan en la leche entera o sus
derivados, a los que se les afiaden otros ingredientes quimicos para ajustar el pH y la
osmolaridad, asi como antibiéticos para inhibir el crecimiento bacteriano.

Los altos costos de los diluyentes comerciales como su adquisicion dificulta el acceso a
pequefios y medianos productores, los resultados de la utilizacion de semen congelado en
inseminacién intracervical es muy baja por lo tanto es importante consolidar un diluyente que
brinde buenos resultados para refrigerar a 5°c el semen ovino y que sea de facil manejo y costos
menores

El primer inconveniente se presenta al verificar este procedimiento, es la escogencia de la
técnica para recolectar el semen de forma artificial con la vagina artificial se colecta el semen
fresco que puede ser utilizado para procedimientos inmediatos o con 12 horas posteriores hasta
su refrigeracién. Con la técnica del electro eyaculador, se debe utilizar la muestra en fresco o
refrigerar inmediatamente.

Ademas, se debe prestar especial cuidado a los diversos aspectos del proceso; como la

alimentacion, clima, descanso y condiciones atmosféricas de la zona; que influiran directamente

10
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con la calidad de las muestras recolectadas, asi como de la evolucion en el estado de prefiez de las
hembras.
En este sentido la tasa de natalidad a las que se enfrenta esta, y otras técnicas, es muy

baja; por lo que se debe prestar especial cuidado en cada uno de sus pasos.

1.3 Formulacion del problema
¢Cual es el grado de efectividad en la utilizacién de leche descremada ultrapasteurizada

como diluyente en semen refrigerado de ovinos, destinado a la inseminacion intracervical?

1.4 Justificacion

La globalizacion, inherente en un periodo de tecnologia e informacién, ha traido consigo
nuevos procedimientos cientificos en todos y cada uno de los campos que maneja el hombre, tal
es el caso de la inseminacion artificial, un procedimiento de reproduccion asistida que ha
permitido una serie de mejoras en las crias resultantes, al poder seleccionar a los mejores
especimenes de las mejores razas como reproductores.

Este tipo de practica muy recurrente en bovinos en el sector pecuario colombiano, ha
tomado relevancia con el paso del tiempo en otro tipo de razas, una de ellas los ovinos, en donde,
gracias a su gran efectividad, los estdndares en cuanto a reproduccion han pasado de niveles bajos
a niveles medios y altos. (Bedolla, p.1)

Existen diversas formas de realizar una inseminacion artificial, estas dependeran de los
instrumentos utilizados en cuanto a la colocacion del semen, cabe mencionar que el mismo puede
estar fresco o en estado de criopreservacion.

El método mas comun es el intracervical, que consiste en depositar el semen dentro de los

primeros anillos cervicales, los cuales seran visibles con la ayuda de un especulo y una fuente de
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luz. Este tipo de inseminacion aumenta las probabilidades de éxito en cuanto a la colocacion
directa del semen sobre la vagina y resulta ser mucho menos invasivo que el método por
laparotomia, al mismo tiempo que resulta ser mas econémico que el mismo. (Bedolla, p.2)

Para que el esperma eyaculado sobreviva a la refrigeracion, es necesario afiadir una serie
de agentes protectores, conocidos como diluyentes, que proporcionan nutrientes como fuentes de
energia y aumentan el volumen de la muestra, a fin de obtener una mayor cantidad de dosis para
inseminar.

De los diluyentes mayormente utilizados, el principal es la leche, siendo esta un liquido
gue suministra un medio isotonico y mantiene la viabilidad espermatica. Su uso se difundié en
primera instancia en el semen bovino; en ovino se utiliza para semen fresco y refrigerado ya que
se han tenido resultados variables en la congelacion. (Buitrago & Pérez, 2008, p. 29)

La leche descremada contiene todos los nutrientes necesarios para garantizar la
supervivencia de los espermatozoides y adquiere una mayor eficacia si a esta se le agrega
glucosa, convirtiéndose en un diluyente que aportara todos los requerimientos energeéticos,
permitiendo a los espermatozoides, mantener un flujo libre, sin agotar sus energias.

Otra causa significativa por la cual la utilizacion de leche descremada como diluyente es
de significativa importancia, es la diferencia econdémica entre la misma y los diluyentes
comerciales, pues la leche tiene un costo mucho menor, alcanzando efectividades similares,
mientras que el duefio del ganado ahorra de una manera eficiente. (Garcia, 2004, p. 24)

La utilizacion de leche comercial tiene considerables ventajas, ya que es muy barata
en comparacion con otros diluyentes, se puede obtener en cualquier lugar, se mantiene estéril
hasta ser abierta, y no requiere de ninguna preparacion. En los ultimos afos, con el avance en la
investigacion cientifica y el desarrollo de herramientas tecnoldgicas, el mercado de la leche ha

evolucionado de tal forma que es muy facil encontrar leche descremada ultra pasteurizada en
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cualquier tienda o supermercado de barrio. Esta leche, tiene la ventaja de que ha sufrido
previamente un proceso de ultra pasteurizacion durante el cual se inactiva la lactenina, por lo que
no es necesario calentarla antes de usarla para diluir el semen. Ademas, este tipo de leche no
requiere refrigeracion ni la adicion de ningun otro nutrimento, por lo que puede ser un diluyente
sumamente practico, listo para utilizarse tal como sale del envase y a unos costos bastante bajos,
que presenta dos caracteristicas fundamentales: inmediatez y economia.

Por consiguiente, se pretende hacer pruebas de campo para determinar la efectividad y los
inconvenientes; buscando demostrar alternativas viables en la utilizacion de mecanismos

practicos y novedosos en la inseminacion intracervical de ovinos.

1.5 Objetivos

1.4.1. Objetivo general: Evaluar la efectividad en la utilizacion de leche descremada ultra
pasteurizada deslactosada 0 % grasa como diluyente en semen refrigerado de ovinos, destinado a

la inseminacion intracervical.

1.4.2. Objetivos especificos:

1. Determinar la eficacia del diluyente en leche deslactosada ultrapasteurizada
comercial en semen ovino en el proceso de refrigeracion.

2. Describir los pardmetros macro y microscépicos de las colectas de semen de los
machos ovinos.

3. Comparar la supervivencia espermatica en refrigeracion post-dilucién a las 3h,
24h, 48hy 72h

4. Evaluar la tasa de prefiez en las hembras inseminadas con el diluyente leche

descremada ultrapasteurizada a diferentes horas de refrigeracion.
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2. ESTADO DEL ARTE

2.1 Marco teorico

2.1.1 Inseminacion Artificial Intracervical en ovinos. Segun lo describe el Manual de
Inseminacion Artificial de la especie Ovina “La inseminacion artificial es una técnica de
reproduccion por la cual, el semen de los machos colectado artificialmente, es depositado en el
tracto reproductivo de las hembras para producir la fecundacion de los 6vulos maduros” (Gibbson
& Cueto, 2015, p. 3). La inseminacion artificial es una ayuda para los productores ovinos ya que
se logra un mejoramiento genético sin necesidad de comprar reproductores.

“Actualmente en el mundo existen diversas técnicas para la inseminacion y reproduccion,
asi como para la dilucién y conservacion del semen colectado”. Buitrago J. y Pérez L. (2008)

La leche es un producto que se utiliza como diluyente ya que proporciona un medio
isotonico, mantiene la viabilidad espermatica y su uso se difundio inicialmente en el semen
bovino, en ovino se utiliza para semen fresco y refrigerado ya que se han tenido resultados
variables en la congelacién. (Gibbson et al. 2015, p 28).

En la década de los ochenta comenzo a utilizarse la leche fresca descremada para la
preservacion de semen refrigerado en diferentes especies de animales, entre ellos los ovinos. Sin
embargo, este tipo de leche tiene que ser previamente calentada a una temperatura de 92 a 95°C
durante 10 minutos para inactivar la lactenina presente en la leche, la cual es tdxica para los
espermatozoides.

El uso de leche descremada ultrapasteurizada como diluyente de semen fue comprobado y
descrito inicialmente para la especie bovina, uso que se ha ido modificando con el paso del
tiempo, pasando por leche esterilizada pasteurizada y ahora ultra pasteurizada. Ademas, se han

ido afiadiendo méas componentes quimicos a la leche descremada comercial, logrando asi obtener
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diversos diluyentes, comerciales y no comerciales, la mayoria de ellos, se basan en la formula
descrita por Kenney en el afio de 1975. (Samper, 2007).

Segun el articulo de la Revista Cientifica de Investigaciones en Ovinos de Bolivia (2013);
“Dilutores en la conservacion de la viabilidad de semen fresco en carneros”, los resultados sobre
el efecto de los tratamientos sobre la motilidad individual de semen refrigerado de ovinos asi
como sobre el porcentaje de espermatozoides vivos, se aprecia que se obtuvieron mejores
resultados con el dilutor TB (leche descremada) en comparacion al dilutor TA (citrato-yema de
huevo).

Sin embargo, Cueto et.al, 2015, opinan que:

Para diluir el semen fresco, se podréa utilizar leche descremada en polvo reconstituida en
agua destilada al 10%. Por ej. 5 g de leche descremada en 50 ml de agua destilada. El
diluyente tapado con papel de aluminio se mantendra a 92-94 °C en bafio de agua, durante
10 minutos. Una vez cumplimentado este tiempo, se lo retira del fuego y se lo sitta en
bafio termostatico a 30 °C. Para conservar el semen enfriado o refrigerado, una vez
situado el diluyente en base a leche descremada en bafio termostatico, se verifica que su
temperatura descienda a 30 °C, y se le afiadira 0.5 g de glucosa, 0.1 g de Estreptomicina y
100.000 U.1. de Penicilina, por cada 100 ml de agua destilada. El diluyente debe ser
preparado inmediatamente antes de su utilizacion, verificando que su p H se encuentre
entre 6.7 y 6.9. (Cueto, Gibbons, Bruno-Galarraga y Fernandez 2016 p.18). Esta leche en
polvo requiere mucho procedimiento en cuanto a preparacién y hay muchos productores
que se les imposibilita realizarlos, por esto hay que disefiar un diluyente de facil
preparacion y manejo que brinde facil manejo y mejores resultados.

Asi mismo Sandoval C. (2013), sefiala que:

...las ventajas, ya que la leche descremada (libre de lipidos) es tan eficiente como la
leche entera al almacenar semen a 4°C o al congelarlo, los lipidos aparentan no ser el
constituyente responsable de la proteccion espermatica entregada por la leche. Los
constituyentes de la leche con mayor efecto protector aparentan ser las micelas de caseina.
De hecho, se ha demostrado que micelas de caseina aisladas desde la leche pueden
proteger semen de caballo, chivo, carnero y toro durante su almacenamiento a 4 - 5°C.

En los que respecta a la combinacion de distintos agentes crioprotectores permeantes y no
permeantes, se ha llegado a la conclusién que tanto la combinacidn glicerol con trehalosay
glicerol con sacarosa obtienen la mejor calidad de semen ovino criopreservado en
dilutores. (Sandoval R. 2005).
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Para que un proyecto de inseminacion sea exitoso, el principal factor en el que hay que
centrar la atencion es en el semen, no es lo mismo utilizar un semen de un macho de
caracteristicas fisicas dominantes, a utilizar un semen de un macho pequefio y enfermizo, sin
duda los descendientes del primer espécimen tendran mejores condiciones corporales y una
mayor probabilidad de vida durante sus primeros meses de vida.

Segun. (Buitrago & Pérez, 2008, pag.14), profesionales de la Universidad de La Salle, el
semen podra ser procesado para tres principios basicos, con un respectivo periodo de tiempo
segun su finalidad, las autoras exponen sus usos asi:

. Semen en estado fresco, puro o diluido, a 30-37 ° C y no mas de 1,5 horas

. Semen refrigerado, entre 5°C y 15°C, hasta 12-24 horas

. Semen congelado a -196°C, indefinidamente.

Ademas, para (Proyecto regional de mejoramiento genético ovino- caprino, 2004), la
recoleccion de semen de buena calidad comienza con la seleccion de los machos destinados para
tal fin, a los cuales se les debe supervisar las siguientes caracteristicas:

. Evaluar objetivamente las caracteristicas reproductivas de cada uno de los

machos, principalmente de los jovenes.

. Revisar condicién corporal, denticion y aplomos.

. Realizar un estudio para descartar la presencia de brucelosis.

. Clinicamente hacer una supervision de testiculos, ganglios, pene, etc.

. Analizar la calidad y cantidad seminal de los machos, durante el periodo de estro

de las hembras.
El siguiente paso, posterior a la seleccion es el entrenamiento de los machos, para que

estos puedan copular en una vagina artificial, es necesario iniciar dicho entrenamiento con una



cantidad mayor de machos de los que se van a utilizar, previendo cualquier tipo de seleccién baja
por copulacién y calidad seminal.

Los especimenes seran en su mayoria jovenes, pues estos se acoplan con mayor facilidad
a la presencia del ser humano, reduciendo asi los niveles de estrés que pueden minimizar la
cantidad de semen al momento de la recoleccién. Estos machos al mismo tiempo deben mantener
el libido y bajar el fotoperiodo, facilitando asi el entrenamiento, a su vez adquirira experiencia y
podran guiar a los futuros machos jovenes que ingresen a esta etapa productiva.

Ademas de lo anterior se recomienda que las actividades que puedan generar estrés en el
animal como esquila, transporte, cambio de alimentacion o cambio de alojamiento, se realice con
una antelacion de 20 dias a la recolecta del semen.

Las montas se realizaran inicialmente con servicios a hembras en periodo de estro,
inmovilizadas en un cepo, posterior a ello los machos deberan acostumbrarse a eyacular en la
vagina artificial, mientras la hembra se encuentra al lado.

Una forma en la que se pueden incrementar los indices de produccion es la de proveer a
las hembras de medicamentos que mantienen el periodo de estro, estos deberan aplicarse con
intervalos de 3 a 4 dias, en las hembras que se encuentran en celo.

2.1.2 Extraccion del Semen. “Los espermatozoides son muy sensibles a pequefios
cambios de temperatura y presion osmotica asi como a las impurezas. Por estas razones, todo el
equipo utilizado en la manipulacion del semen debe estar limpio, tibio, seco y estéril.” (Garcia,
2004).

Por ello debe tenerse especial cuidado con el mismo posterior a la recoleccion en la
vagina artificial o con electroeyaculador, porque la muestra para el momento de la recoleccion

tendra una temperatura cercana a los 35°. Inmediatamente el semen se colocaré en bafio maria
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para evitar cambios bruscos de temperatura durante un periodo de 15 a 20 minutos, para
posteriormente ser llevado a los termos.

Para Gémez (2013), uno de los métodos que se empiezan a utilizar con mayor fuerza por
las ventajas que presenta es el que describe a continuacion:

El uso del electroeyaculador es facil de realizar, no requiere hembras en celo ni equipo

para la monta y se lo puede realizar en campo abierto. El principal y méas importante uso

del electroeyaculador es la obtencidn de semen de forma rapida y facil para la evaluacion

reproductiva de los machos. (Gémez, 2013, p. 19).

Sin embargo, también menciona algunas caracteristicas que se deben tener en cuenta para
no convertir este método en algo contradictorio.

El uso del electroeyaculador puede contaminar la muestra con residuos de orina si no se
prepara adecuadamente al macho; la extraccion por electroeyaculacion disminuye la
concentracion de espermatozoides en el eyaculado por lo que es aconsejable su uso en fresco para
inseminacion directa. (Gomez et.al, p. 19).

Segun (Proyecto regional de mejoramiento genético ovino- caprino, 2004), la extraccion
seminal en carneros adultos sera de 4 a 5 eyaculaciones diarias, verificAndose que cada una de
estas no tenga un volumen inferior a 0,8 centimetros cubicos y consistencia cremosa, en los
machos jovenes la frecuencia de extraccidn sera menor.

2.1.3 Preparacion de las hembras para la inseminacion artificial. Para que un sistema
de inseminacion sea exitoso, se debe poner especial cuidado en la preparacion de las hembras,
pues de su fertilidad, gestacion y presencia frecuente de estro, dependeran los resultados del
programa.

El estro se puede normalizar en un mayor nimero de hembras mediante los procesos

Ilamados de sincronizacion, en donde se busca que el celo sea recurrente y ciclico. Algunos

procesos de sincronizacion pueden estar relacionados con una disminucion en la fertilidad y en



cuanto a elevados costos de laboriosidad y equipos, por tanto tendria cierta clase de ventajas
detectar el estro por métodos naturales.

Sin embargo este tipo de practicas también trae un gran nimero de ventajas en cuanto al
tema de poder inseminar a rebafios enteros en mucho menor tiempo, al igual que facilitar el
manejo durante la gestacion y el parto.

Otra ventaja que la sincronizacion es que se estimula artificialmente la produccion de
ovulos, mejorando en gran medida las tasas de natalidad, ademas se acorta el periodo de
ovulacion lo que repercute positivamente en los intervalos de tiempo entre inseminaciones.

De acuerdo con (Cedefio, 1994), se pueden utilizar gonadotropinas exdgenas para mejorar
la ovulacion, con la ventaja de que el tiempo de ovulacion disminuye lo que mayora en gran
medida a los resultados de las inseminaciones a tiempo fijado.

Autores como (Mufioz, Parraguez, & Ettel, 2002) afirman que se pueden realizar procesos
de sincronizacién, con analogos a la progesterona, lo que puede ocasionar un celo de menor
fertilidad, pues asegura que se puede producir un efecto adverso en el tratamiento del transporte
espermatico en el tracto de reproduccion de la hembra.

Entre tanto (Proyecto regional de mejoramiento genético ovino- caprino, 2004), sugiere
algunas alternativas de sincronizacidn en hembras para normalizar el estro y mejorar los procesos
de inseminacion. Se nombran dos métodos clasicos de sincronizacion:

. Progestagenos (Esponjas intravaginales)

. Prostaglandinas (Inyectables)

El primero de ellos se introduce dentro de la vagina de la hembra adulta durante catorce
dias, con sumo cuidado de no lastimar alguna parte del animal, este mecanismo va

complementado con una serie de inyecciones de hormonas que incitan al estro. Se puede utilizar
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en cualquier parte del afio, se recomienda su uso en hembras adultas, en las jovenes, debido a la
presencia del himen, dificulta su colocacion.

El segundo método induce a la lutedlisis o eliminacion del cuerpo luteo, provocando la
ovulacion, se utiliza durante la estacion reproductiva mediante inyecciones intramusculares, en
un periodo de 5 a 14 dias posterior a la presencia del celo, en hembras prefiadas este tipo de
practica ocasiona aborto, por lo tanto es esencial un manejo adecuado de las hebras, destinadas a
los procesos de inseminacion.

2.1.4 Técnicas de Inseminacion. (Mufioz, Parraguez, & Ettel, 2002), exhiben en su
documento los tipos de inseminacion que pueden presentarse y las ventajas y desventajas de cada
una de ellas.

La primera y quiza més antigua fue desarrollada por Andersen y Aamdal en 1972, quienes
utilizando la técnica de semen congelado en ovinos alcanzaron un 5% de fertilidad, a partir de
entonces se han desarrollado numerosas técnicas que incluyen diluyentes, envasado, congelacion
etc, que mejoran la calidad del semen y dan mayor probabilidad de éxito.

La técnica laparoscopica, en la cual el semen se deposita directamente dentro de los
cuernos uterinos, ha sido el méas exitoso con semen congelado, sin embargo es muy costoso y
dificil de practicar a una escala mayor.

La técnica intracervical surge como una alternativa mas eficiente y econémica en
contraste con la técnica laparoscopica; en este proceso el semen se deposita dentro del cérvix
mediante un procedimiento no invasivo, la economia se ve reflejada en el costo de los equipos y
el personal que puede realizar este tipo de procedimientos.

Otra ventaja que trae esta técnica es que debido a la rapidez del proceso, se puede

inseminar rebafios enteros a una velocidad mucho mayor, por ende es la técnica mas utilizada en
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cualquier parte, en donde la inseminacion sea una alternativa al incremento del desarrollo

productivo en ovinos.

2.1.5 Espermatozoides. El espermatozoide es una célula haploide de contexto
masculino, que busca su fusién con un ovulo femenino para cumplir la funcion de generar vida a
través de la conformacion de un feto. Esta funcion es exclusiva de los machos de las diferentes

especies, llevandola consigo mediante la expulsion del semen.

Estas células se encuentran en diferentes especies, encontrandose diferencias entre las de

origen animal y humano. Lizarazo y Rodriguez (2009):

Las cabezas son herramienta indispensable en el momento de una diferenciacién entre
espermatozoides de humano y las otras especies animales estudiadas, debido a que estas
presentan variaciones en tamario, forma y retencién del color. Las colas de los
espermatozoides son una de las partes que restan validez, ya que en la mayoria de
evidencias no se encuentran y ademas no presentan diferencias significativas para
individualizar la especie. (Lizarazo y Rodriguez et.al p. 3). Los espermatozoides son los
gametos masculinos los cuales contienen la informacion genética paterna y su funcion es
fecundar el ovocito.

Actualmente se emplean diversas técnicas computarizadas que permiten la facil
identificacion de los espermatozoides; desde la identificacion para reproduccion, hasta el analisis
forense para resolver casos legales, médicos y cientificos.

“La valoracion de la morfologia espermatica se ha considerado desde hace tiempo como
un componente esencial del analisis seminal. Actualmente se encuentran analizadores
computarizados de morfologia espermética pero su incorporacion a los laboratorios ain no se ha
generalizado”. (Lizarazoy Rodriguez et al)

La evaluacidn espermatica es un proceso que se debe realizar en por parte de los

profesionales para identificar los sementales de mejores caracteristicas. Estos se pueden

verificar por su “caracter macroscopico (color, aspecto, volumen, pH) ya que pueden ser
evaluados a simple vista de la muestra seminal; y microscopicos (motilidad masal,

motilidad individual, concentracion espermatica, anormalidades, integridad de membrana,
vitalidad) que deben ser evaluados utilizando un microscopio”. (Delgado 2013). La



evaluacion espermatica de semen ovino es interesante ya que tiene grandes cantidades de

concentracion.

Asimismo, afiade: “La cantidad de espermatozoides presentes en el eyaculado hace que la
muestra tome una coloracion blangquecina — amarillenta cuando la muestra es de buena calidad.
Cuando es de baja calidad, es similar a la leche acuosa”. (Delgado et al, p. 23).

Por otra parte, los espermatozoides pueden tener diferentes tipos de movimientos que se

mencionan a continuacion:

. Movimiento progresivo hacia adelante
o Movimiento circular rotatorio
. Movimiento oscilatorio o convulsivo sin progreso ni cambio de posicion.

La velocidad de movimiento hacia delante de un espermatozoide, suspendido en plasma
seminal, es de 5-15 mm por minuto. La velocidad y tipo de movimiento de los espermatozoides
puede variar segun un gran nimero de factores: método de recogida del semen, factores
ambientales, manejo del semen después de recogido, intervalo entre la recogida y la valoracion, y
variaciones individuales del propio semental. (Buitrago y Pérez 2008 p. 12).

Asimismo sefialan:

En el semen, los espermatozoides tienen cargas eléctricas negativas, con lo que se repelen

entre si. Si los espermatozoides pierden su carga negativa tienden a agruparse. Este

fendmeno recibe el nombre de aglutinacion y puede ser debido a un aumento de la acidez
del medio, presencia de iones metalicos, bacterias u otras impurezas, o a la presencia de
aglutininas (formadas después de la inmunizacion), originadas en el animal. (Buitrago et

al. p. 12).

A su vez, la motilidad y efectividad de los espermatozoides proviene de una fuente de
energia esencial como son los azlcares, que esta presente en la fructosa; y que ademas se

encuentra en el plasma seminal. Sin embargo, existen algunos factores que afectan su motilidad,

como son.
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. Temperatura

. Luz

o Contacto con metal

o Contacto con agua

. Impurezas y bacterias

o Desinfectantes

o Exposicion prolongada al aire

. Capacidad tamponante del diluyente
. Presion osmotica del diluyente

En estos procesos, también se logran identificar las anomalias o espermatozoides que no
son saludables; ya sea por la falta de maduracion, herencia genética o enfermedad. En cualquiera
de los casos, es indispensable hacer analisis de laboratorio para determinar factores que puedan
estar afectando a una poblacion mayor, y asi evitar su propagacion por descendencia.

Estas imperfecciones encontradas se pueden clasificar segin Delgado, asi:

Las anormalidades encontradas en los espermatozoides se clasifican en dos:
anormalidades primarias y secundarias. Las primeras ocurren durante el proceso de
espermatogénesis y pueden ocurrir a nivel del acrosoma (pérdida del borde apical, con
abultamiento, arrugado, incompleto, desdoblado), cabeza (piriforme, flagelado,
lanceolado, irregular, angosta, cabeza doble, macrocéfalo, microcéfalo), cuello (fractura,
retroaccion, con presencia de gota citoplasmatica) y cola (corta, doble, retorcida, con
presencia de gota citoplasmatica). Las anormalidades secundarias ocurren durante el
transporte de los espermatozoides desde el tibulo seminifero y/o epididimo hasta su salida
por la uretra durante la eyaculacién. En este tipo de anormalidades tenemos cabezas
sueltas, acrosoma desprendido, etc. (Delgado, 2006, p. 26).

Sin embargo, este proceso se presenta de forma natural en cualquier especie al ser
fecundado el espermatozoide con mejores caracteristicas y habilidades para fecundar primero el

ovulo antes que los millones que suelen acompaiarlo en el proceso. “Con la inseminacion



artificial, estos procesos se alteran, asi como las caracteristicas de los mismos espermatozoides
que sufren dafios irreversibles”. Garcia (2014):

Uno de ellos es el dafio que sufren los espermatozoides por el proceso de
congelacién/descongelacion. La disminucion de la temperatura produce un dafio letal en
algunos espermatozoides conocido como shock térmico, provocando alteraciones
morfoldgicas en la membrana plasmatica, acrosomal y mitocondrial, incluso puede llegar
a provocar una reaccion acrosomica prematura, acortando la vida del espermatozoide y
reduciendo su fertilidad. La congelacién también causa dafio celular debido al estrés
osmotico y toxico por las concentraciones molares de los agentes crioprotectores, y dafio
mecanico debido a la formacion y disolucidn de cristales de hielo. Asi pues, se deben
tener bien presente los pasos y ejecutarlos con especial cuidado para causar el menor dafio
posible en los espermatozoides en el momento de aplicar este tipo de técnicas artificiales.

Por otra parte, la tecnologia de la criopreservacion del espermatozoide incluye
distintas etapas importantes como es la eliminacion o no del plasma seminal mediante
centrifugacion, la dilucién del material seminal, la refrigeracion, las adicciones del
crioprotector, la congelacion propiamente dicha, el almacenamiento en envase criogenico
y por ultimo la descongelacion en el momento de su utilizacion. El disefio de cada una de
estas fases debe ir enfocado a producir el menor dafio posible sobre las estructuras y el
metabolismo del espermatozoide, siendo de especial importancia la funcién y arquitectura
de la membrana plasmatica. La inadecuada adaptacion a las etapas citadas anteriormente,
asi como los cambios que va sufrir la célula durante tan delicado proceso, van a ser
responsables de dafios o0 agresiones que pueden suponer una pérdida de capacidad por
parte del espermatozoide para llevar a cabo sus funciones con normalidad. (Delgado, et al
p. 24).

A partir de los primeros reportes de la congelacion del semen ovino en 1973 y del
desarrollo de la inseminacion por laparoscopia en 1982 que permitié obtener elevados indices de
fertilidad, la industria ovina creci6 ampliamente en todo el mundo. Se estima que se inseminan
maés de 500,000 ovejas en Australia, 300,000 en Francia, 60,000 en Espafia, 50,000 en Canada y
un namero no determinado en China. En América Latina sobresale Uruguay, Argentina, Chile,
Brasil y México. (Hernandez 2015 citando a Cruz, 2004).

2.1.6. Diluyentes. Los diluyentes son aquellas sustancias acuosas que se mezclan, en su
justa medida, con el semen para permitir aumentar el volumen del eyaculado y las posibilidades
de fertilizar a mas hembras con las células espermaticas mezcladas. Existen de diferentes tipos,
pero los mas comunes son los fabricados por el hombre a base de yema de huevo; y actualmente,
por su economia y facil acceso, las leches descremadas ultra pasteurizadas con 0% de grasa.

En el caso de la leche que, en la actualidad se aumenta el uso en este aspecto, se puede

decir, segin Buitrago y Pérez 2008, que: “Es un producto que se utiliza como diluyente ya que
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proporciona un medio isoténico, mantiene la viabilidad espermatica y su uso se difundid
inicialmente en el semen bovino, en ovino se utiliza para semen fresco y refrigerado ya que se
han tenido resultados variables en la congelacion”. (p 28).

Para la escogencia de un diluyente se deben tener en cuenta varios aspectos. De acuerdo
al tiempo que se va a conservar la muestra se pueden clasificar en dos tipos:

e Diluyentes a corto plazo; donde la duracion maxima de la aplicacion no supera los tres

dias.

e Diluyentes a largo plazo; donde la produccion seminal y el uso destinado de tiempo y

lugar supera los cuatros dias.

Para Lopez (2012), en el primero se presentan unas ventajas y desventajas, asi:
“Ventajas: bajo costo en su preparacion y se obtienen resultados reproductivos similares, se
utiliza una concentracion espermatica baja, permitiendo con esto realizar mas inseminaciones con
una sola recoleccion. Desventajas: corta duracion de la viabilidad espermatica”.

Por su parte, en el segundo diluyente:

Ventajas: la posibilidad de trasporte a largas distancias, permiten realizar pruebas

diagndsticas sobre el semen antes de ser utilizadas, como pruebas mediante técnicas PCR

(Polymerase Chain Reaction) para detectar la presencia de diversos virus o analisis

completos de la calidad seminal, permite una mejor organizacién de las tareas en los

centros de recogida seminal y facilita en gran medida la distribucién de las muestras a las
granjas de reproduccion. Desventajas: debe ser utilizada una alta concentracion de
esperma para compensar la pérdida de viabilidad de los espermatozoides por
envejecimiento. Se ha observado que cuando se utiliza semen en almacenamiento de mas
de 5 dias se presenta una pérdida en la fertilidad del 10%, y una disminucién del tamafio

de camadade 1 a1.5. (Lopez et al p. 1).

En todos los casos se deben utilizar las normas de asepsia, los insumos para la mezcla

qguimicamente puros, agua destilada en todos los casos o procedimientos y la esterilizacion de los

instrumentos a utilizar.
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2.1.7 Funciones. Las funciones principales de los diluyentes las sefialan (Buitrago y Pérez
2008 p. 28):

a) Proteger contra los efectos dafinos de los cambios térmicos (especialmente en las
membranas con sustancias crioprotectoras penetrantes y no penetrantes)

b) Proporcionar nutrientes como fuentes de energia

¢) Proporcionar un medio de amortiguacion de pH, compensando la produccion de acido
lactico durante la congelacion

d) Mantener una presion osmética adecuada

e) Mantener un equilibrio electrolitico

f) Aumentar el volumen del eyaculado, a fin de permitir multiples dosis para inseminar

Ademas, describen otras caracteristicas adicionales: “Para conservar el pH optimo de los
diluyentes, se utilizan soluciones tampones como son: citrato, fosfato y bicarbonato sédico;
aunque los estudios demuestran que los compuestos amido-organicos como el BES, TES, TRIS,
HEPES y MES tienen mayor capacidad estabilizadora”.

Aunque es importante contar con un excelente diluyente que no desmejore las
propiedades y caracteristicas del semen; es indispensable, preocuparse por la calidad del
eyaculado del animal, que depende de factores internos y externos como la temperatura ambiente,

comida, niveles de estrés y temporada del afio.
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2.2 Antecedentes

2.2.1. Referencias internacionales.
2.2.1.1 Beltrén de Heredia; F. Arrese; L. Mintegi y E. Ugarte. 2006. Inseminacion
artificial en ganado ovino. Una técnica con posibilidades de expansion. Vitoria, Espafa.
Resume su trabajo:
El uso de inseminacion artificial ovina se ha apoyado siempre en el uso de otras técnicas
de reproduccion complementarias como la congelacion de semen, la sincronizacion del
celo y de la ovulacion y la inseminacion intrauterina. Asi mismo, la cuantificacion de su
potencial para la mejora genética ha contribuido a su desarrollo. Sin embargo, la
inseminacion artificial es una técnica que todavia tiene posibilidades de expansién en la
especie ovina, y cuyo uso varia segun los paises y las razas.
Las modalidades de utilizacion de la inseminacion artificial difieren entre si debido a
factores como el tipo de conservacion del semen utilizado (refrigerado o congelado), el
lugar de inseminacion (vagina, cérvix o Utero) y el tipo de celo sobre el que se efectia la
inseminacién (natural o inducido por tratamientos hormonales de sincronizacion).
(Beltran de Heredia; F. Arrese; L. Mintegi y E. Ugarte.2006. disponible en la web).
Pérez 2012. Técnicas Reproductivas en Ovinos: Inseminacion Artificial y Transferencia de
Embriones en la Empresa OVITEC, Punta Arenas, Chile. (Pérez 2012). Disponible en la web.
El presente trabajo describe las principales técnicas aplicadas en la reproduccién ovina en
la region de la Patagonia chilena. La pasantia fue realizada con la empresa chilena OVITEC (es
un programa de gestion de ovino y caprino que le ayudara a optimizar el rendimiento de su granja
y a aumentar su productividad), con sede en Punta Arenas, Chile, que usa estos procedimientos
modernos para mejorar la genética del hato ovino nacional chileno. Su duracion fue de 10
semanas, entre el 25 de abril y el 30 de junio de 2011. El trabajo consistié principalmente de giras
a campo, donde se pusieron en practica tres diferentes técnicas reproductivas en la especie ovina:
Inseminacion artificial intracervical (IAC) con semen fresco, inseminacidn artificial por

Laparoscopia (IAL) con semen congelado y transferencia de embriones (TE). Mas de 30 mil

animales fueron sometidos a la técnica intracervical, alrededor de 309 a laparoscopia y 205 a
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transferencia de embriones. Dentro de las actividades realizadas se encuentran el montaje de
laboratorios, entrenamiento de 38 carneros reproductores y su extraccion de semen, dilucion de
semen, sincronizacion y deteccién de celos en 30,918 hembras, preparaciones quirdrgicas,
anestesias y desarrollo de las técnicas propiamente dichas: 30,404 inseminaciones intracervicales,
309 inseminaciones por laparoscopia, 24 lavados uterinos y 205 transferencias de embriones. Los
porcentajes de prefiez obtenidos fueron 82,9% para IAC, 79,3% para IAL y 72,2% para TE. En el
texto se detallan la discusion pertinente apoyada con datos bibliograficos, las conclusiones de su
uso y recomendaciones para mejorias a nivel nacional.

2.2.2. Referencias nacionales. Arévalo Garay Angela y Correa Assmus Gustavo.
Tecnologia en la ovinocultura colombiana: estado del arte. Bogota D.C., Colombia 2013
Revista Ciencia Animal. Universidad de La Salle disponible en la web

El presente articulo es el resultado de un estado del arte basico disciplinar llevado a cabo,
de manera cualitativa, con el objeto de establecer la condicion de la tecnologia actual en la
produccidn ovina. Para ello se consulté un grupo de 44 expertos, se aplicaron 90
resimenes analiticos especializados e igual nimero de documentos vinculados con las
tecnologias de la genética y la reproduccidn, la nutricion y alimentacion y el saneamiento
y la salud de los ovinos. Como resultado, se pudo observar una condicion tecnolégica
transicional de baja a media, con amplias posibilidades de desarrollo a favor de la
produccion y la competitividad del subsector en el &mbito nacional.

Pefia Johanna Marcela y Pérez Sanchez Luz Marina. Comparacion de dos diluyentes para
la crio preservacion de semen ovino. Buitrago, Bogota D.C., 2008 Colombia, Universidad de La
Salle.

El presente proyecto consistio en establecer cual de los diluyentes Salamon o Colas, es el
mejor para conservacion de semen ovino en nuestro medio, mediante la obtencion, evaluacion, y
crio preservacion de semen, y posterior evaluacion post descongelacion. Asimismo, buscé
estandarizar las técnicas requeridas para los procedimientos mencionados. Para la realizacion de
este trabajo se utilizaron machos puros que presentaban un buen estado general y un fenotipo de
acuerdo con la raza, a los que se les realizo examen andrologico y se confirmé que se
encontraban aptos para la reproduccion. Semanalmente se obtuvieron eyaculados que se
evaluaron y clasificaron cumpliendo los parametros espermaticos en cuanto a motilidad 80%,
morfologia normal 80%, concentracion 4 billones por mililitro y vigor (movimiento progresivo,
rapido y enérgico del espermatozoide) (Mobini 2002, Aisen 2004). Una vez evaluados los



eyaculados fueron diluidos y fraccionados para ser empacados en pajillas de 0.25 ml a una
concentracion de 80 millones de espermatozoides méviles (Colas, 1975)

Evaluacion de la calidad seminal bajo refrigeracién de semen ovino (Ovis aries) de pelo
criollo colombiano. Semillero TAURUS. Monteria - Cordoba, Colombia. Investigacion en curso

Universidad de Cordoba — UNICOR

En Colombia se cuenta con dos lineas ovinas criollas unas llamadas de lana y otras de
pelo. Las ovejas de lana se encuentran en regiones de Colombia en los departamentos de Boyaca,
Cundinamarca, Narifio y Santander; los ovinos criollos de pelo (OPC) se encuentran en La
guajira, Costa atlantica, llanos orientales, Tolima, Valle del Cauca y Huila. (CORPOICA, 2003).
En cuanto a la investigacion en ovinos es poca debido a que no hay una coordinacién de la
cadena de produccién ovina y un encadenamiento con los procesos académicos, también por la
falta de oferta y demanda gastrondmica de la carne de cordero, ademas de la falta insumos y
productos; ademas, puede ser compleja la generacion de proyectos de interés para grupos de
investigacion debido a la pobre financiacion (Gonzélez et al., 2011) El estudio pretende evaluar
la calidad seminal bajo refrigeracion de semen ovino criollo de pelo colombiano

2.2.3. Referencias similares: Bernal D Gloria L.; Torres R. Benjamin A.; Mogollén W
Edgar M, y Salazar A Pedro A...

Desarrollo de una técnica alternativa para la inseminacion artificial caprina y
comparacion de los resultados con la técnica empleada tradicionalmente Bucaramanga,
Colombia, 25 de mayo de 2008, Revista SPEI DOMUS.

En este trabajo se compararon dos técnicas de inseminacion artificial: una mediante el uso

de pistola de inseminacion y otra con un catéter intracervical modificado para cabras en el

area metropolitana de Bucaramanga, con el objetivo de desarrollar una técnica alternativa
para la inseminacion artificial caprina y comparar sus resultados con el método empleado

tradicionalmente (pistola de inseminacidn). Se buscé establecer la diferencia en cuanto a

la implementacion de los dos métodos de inseminacion mediante los resultados que se

presentaron de acuerdo con el indice de prefiez detectada en campo. También se
identificaron las causas predisponentes para los resultados obtenidos en los programas de
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sincronizacion e inseminacion a tiempo fijo mediante cualquiera de las dos técnicas.
Inicialmente, se seleccionaron veinte hembras sanas y ciclantes para realizar las
inseminaciones. El semen utilizado se colect6 por medio de vagina artificial utilizando un
macho Toggenburg. En la primera fase del proyecto se utilizé semen fresco diluido con
Andromed®. En este primer ensayo, al realizar el diagnostico ecografico 42 dias después
de la inseminacion, no se obtuvieron resultados positivos en ninguno de los grupos; por
esta razon, en la segunda fase se trabajo con diez hembras mas empleando el mismo
macho, pero utilizando semen refrigerado con Tryladil®, a fi n de disminuir el riesgo de
falla por causa del diluyente. De la misma manera, se trabajo en diferente época bajo la
presuncion de evitar el posible efecto de la estacionalidad. EI diagndstico por medio de
ecografia se realizo 37 dias después de la inseminacion.

3. DISENO METODOLOGICO

3.1 Tipo de investigacion

Es una investigacion de tipo experimental, porque se basa en la manipulacion de
variables en condiciones controladas, observando como las variables implicadas producen un
enfoque determinado, en medio del trabajo de campo realizado en el laboratorio de reproduccion
animal ubicado en la Granja Experimental Villa Marina. Asimismo, se deben tabular, analizar y
verificar los resultados en cifras concretas, para determinar la viabilidad del estudio y los datos

concluyentes.
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3.2 Metodologia

3.2.1. Ubicacién

PLANO GRANJA EXPERIMENTAL VILLAMARINA UPA
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Figura 1 Plano de la granja experimental Villa Marina
Fuente: Universidad de Pamplona
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Metros

La Granja Experimental Villa Marina se encuentra ubicada en la fraccion de Matajira,

jurisdiccion Municipal de Pamplonita, ubicada en el kilometro 49 sobre la via que del municipio

de Pamplona conduce a la ciudad de San José de Cucuta (76.0 km).

La altura en la sede social es de 1100 metros, y de 1800 en la parte alta, esta zona cuenta

con una extension de 440 hectareas, su temperatura promedio es de 20°C y su topografia es de

pendiente himeda, con una precipitacion de 1400 msnm,
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Esta conformada por diferentes producciones agropecuarias, entre ellas: la produccion
avicola, Cunicola, porcicola, bufalina, bovina y ovino-caprina.

Los procedimientos de evaluacion, dilucion, refrigeracion del material seminal ovino, se
Ilevaron a cabo en el Laboratorio de Reproduccion Animal, adscrito a la Facultad de ciencias

agrarias.

3.2.2. Materiales. Animales. Para este estudio se seleccionaron tres (03) machos ovinos
de la raza Dorper (fig.2) esta raza es de origen sudafricano y provine del cruce de la raza dorset y
persa, esta raza es de facil adaptacion en cualquier clima tiene altas tasas de fecundidad,
crecimiento y resistencia. Estos reproductores estaban ubicados en la finca experimental Villa
Marina con una edad de afio y medio y un peso promedio de 65 kilogramos, estos animales se
mantuvieron en un régimen de semi-estabulacién con una alimentacion homogénea de pasto
Brachiaria (Brachiaria decumbens), clon 51, cuba 22, suplementandose con boton de oro

(ranunculus acris) ,60gr de sal mineralizada, 2 kilogramos de concentrado y agua a voluntad.

Figura 2. Machos ovinos de la raza Dorper
Fuente: Parada, 2017
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Ademas de 15 hembras ovina de la raza Ovino de Pelo Colombiano (OPC) (fig.3),
ubicadas en el municipio de Labateca Norte de Santander, con una edad promedio de 20 meses y
un peso de 40 kilogramos, dichas hembras fueron desparasitadas con Panacur® 10%, con dosis
de 5 mg/kg via oral ademas fueron administrados 2cc de complejo vitaminico en cada animal via
intramuscular. Su alimentacion se basa en pastoreo y ramoneo a voluntad, desdé las 9 de la

manfana hasta las 5 de la tarde.

Figura 3 Hembras ovinas de la raza OPC
Fuente: Parada, 2017
Muestras de esperma. Se utilizaron 15 eyaculados; muestras procedentes de los 3

donantes de esperma, los cuales suministraron 5 eyaculados por individuo de la raza Dorper.

Colecta y valoracion de esperma

. TermoOmetro de mercurio.

. Papel absorbente.

. Aceite mineral.

. Funda protectora para vagina artificial.

. electroeyaculador

. Tubo Colector de vidrio graduado de 15 ml.
. Guantes de latex

. Micropipeta
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. Cémara de Neubauer.
. Cubreobjetos
. portaobjetos

. Tincion supravital y morfologia (EOSINA-NIGROSINA )

. Microscopio Optico con objetivos de 4, 10, 40 y 100x.
. Bafio de maria
. Gotero

. Tijeras Mayo

. Jabon neutro

Figura 4. Materiales utilizados en el proceso
Fuente: Parada, 2017

Anélisis supravital y morfométrico
. Tincion supravital y morfologia (EOSINA-NIGROSINA).
. Portaobjetos.

. Cubreobjetos.



. Microscopio oOptico.

. Gotero

Procesado y refrigeracion del esperma.

. Calentador de portaobjetos.
. Micropipeta.
. Gotero.

. Tubos eppendorf.

. Bafio de Maria.

. Nevera

. termometro

Diluyentes

. Material fungible de laboratorio: pipeta, vaso de precipitado, termometro, gotero,

portaobjetos y cubreobjetos.

. Diluyente a base de leche descremada, deslactosaday UTH

Envasado
. Tubos eppendorf

. Goteros

Analisis de los datos
» Hoja de datos Microsoft Excel

« Lapicero
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Sincronizacion de celo
. Esponjas de poliuretano impregnadas con Medroxiprogesterona acetato 60 mg,
intravaginal, presentacion de 25 esponjas, PROGESPON®.CALIER DE LOS ANDES S.A
. Prostaglandina, inyectable de 0.25mg/ml presentacion de 10 ml, ESTRUMATE ®.
Animal Health.
* Novormon®, inyectable de 5000Ul, hormona Gonadatrofina Corionica Equina

(eCG)

Transporte de la muestra
+ Cava transportadora de semen diluido acondicionada a 5°C
Equipo para la inseminacion artificial.
. Jeringas desechables de 3ml.
. Catéter de 30 cm de longitud.
o vasos de precipitado

. Termdmetro de mercurio.



3.2.3. Proceso Metodoldgico. Seleccidn y colecta de los donantes de esperma.

Al momento de seleccionar los machos para el estudio se realizé una valoracion
semiologica y una evaluacion reproductiva enfocada con la conformacion testicular,
comportamiento sexual, y valoracion seminal. Las colectas de semen fueron mediante
electroeyaculador durante cuatro meses pre-experimental a los tres machos, luego se colectaron

cada cuatro dias hasta cumplir un total de 5 eyaculados por animal.

Figura 5. Limpieza previa
Fuente: Parada, 2017

La préctica se inici6 con la tricotomia alrededor del prepucio y se le hizo un lavado de la
zona con agua tibia y jabdn neutro se secd con papel absorbente (fig.5), se retird el exceso de
heces del recto y se levantd la cola del ovejo hasta hacerla horizontal, se lubrico el electrodo con
aceite mineral y se introdujo en el recto, dirigiéndolo ligeramente hacia abajo y haciendo

movimientos rotatorios.
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Figura 6. Técnica de electroeyaculacion
Fuente: Parada, 2017

Una vez insertado completamente el electrodo (fig. 6), se coloco la cola en el medio del
mango, de este y se sujetd con la misma mano que sujetaba la cola, la electroeyaculacion
consiste en dar unos pulsos eléctricos muy leves en la prostata y vesiculas seminales para

estimular la eyaculacion. Se posiciono el colector y se esperé (fig7)a que se diera la eyaculacion.

Figura 7. Técnica de electroeyaculacion y colecta de semen. / Muestra en colector
Fuente: Parada, 2017

Una vez colectado el semen, el colector se transporté al laboratorio, protegiéndolo de

golpes, de la accion directa de la luz solar y manteniéndolo a 37°C en el bafio de maria.
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Evaluacion del semen fresco y diluido. Los eyaculados obtenidos de los machos se
dividieron en tres alicuotas y se sometieron valoracion macro y microscopica, realizada en el
laboratorio de Reproduccion de la granja experimental Villa Marina.

Se debe tener en cuenta que; la concentracion espermatica debe ser estimada antes de la
preparacion; teniendo en cuenta el volumen y el niUmero de espermatozoides totales a inseminar
por dosis. EI volumen promedio del eyaculado del ovino es de 1 ml (0.8-1.2 ml), (Hafez, 2000) y
su concentracion varia entre 2000-6000 millones de espermatozoides/ml. La dilucion del semen
se realizara en forma aproximada, asegurandose una cantidad de 100 a 300 millones de
espermatozoides por dosis.

Para el mantenimiento de los eyaculados se utiliz6 el bafio de Maria a 37°C. En este
permanecerian mientras se realizaba la valoracion, y se evalGan los siguientes parametros:

. Aspecto fisico y volumen: En el mismo tubo colector se evaluo: aspecto, color y
volumen del eyaculado (fig.8)

o Motilidad masal: se colocd una gota de semen puro en un portaobjetos atemperado
a 37°C y se observo al microscopio en un objetivo de 10X para clasificarlo, se valoré la
formacion de ondas producidas por la masa espermatica en movimiento. Se evalué en una escala
de 0 a 5, como lo proponen MAXWELL y EVANS (1993) pag. 52.(fig.13)

. Motilidad individual: Para esta evaluacion, se diluyé una gota de semen con una
gota leche atemperada a 37°C (fg.9) y se observé a 40 X, evaluando la motilidad de los
espermatozoides de manera individual valorando un movimiento lineal y progresivo. El resultado
se clasifico en una escala de 0% a 100%, segin MAXWELL y EVANS (1993) pag. 53.

o Morfoanomalias: se tomo una gota de semen y una gota de tincion eosina —

nigrosina sobre el extremo de un portaobjetos se mescla el semen con la tincion y se procedio a
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realizar el extendido dejandolo secar a temperatura ambiente. Se observé al microscopio a 100x
utilizando aceite de inmersion. Se estudiaron 100 espermatozoides en busca de la clasificacion
morfologica(fig.13)

o Concentracion: fue calculada utilizando la técnica del hemocitometro. Se utilizo
una pipeta mezcladora de hematies para diluir el esperma puro al 1/400 en solucion citrato de
sodio al 3%. Tras homogeneizar la dilucion y despreciar las primeras gotas de la pipeta, se llena
por capilaridad el interior de una cAmara de recuento celular (Neubater). Tras dejar sedimentar la
camara durante 3 minutos en posicion horizontal, se cuentan con un microscopio optico y
objetivo de 40x, aquellas cabezas localizadas en el interior de las cuatro cuadriculas situadas en
las esquinas de la cdmara. La formula aplicada para el calculo de la concentracion (C),
expresando el resultado en espermatozoides / ml fue:

o C=M x 400 x10 x 400 x10  Donde:

. M = media de espermatozoides contados

o 400 = superficie de cuadradito (1/400 mm?)

. 10 =alturaentre la cdmaray el cubre (1/10mm)

o 400 = factor de dilucién

. 10 = conversion de mm®a ml

. - NUmero de espermatozoides por eyaculado: el total de la concentracién

espermatica es multiplicado por el volumen del eyaculado, expresando el resultado en

espermatozoides / ml. Luego se atempero la leche deslactosada descremada ultrapasteurizada a
37°C y se diluyé el semen en la leche y se realizé su evaluacion correspondiente. Ademas, todo
el material necesario para la colecta de semen fue previamente esterilizado cuidadosamente para

una proxima colecta.
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Figura 8. Muestra recolectada y andlisis en el laboratorio de Reproduccion
Fuente: Parada, 2017

Figura 9. Muestra para realizar la valoracion microscopica
Fuente: Parada, 2017
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Figura 10. Andlisis microscdpico y valoracion
Fuente: Parada, 2017

Figura 11. Muestra de semen en fresco
Fuente: Parada, 2017
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Refrigeracion. Teniendo los valores del semen, se dividié cada alicuota con semen
diluido y se fracciono en cuatro submuestras usando tubos Eppendorf llevandose a la nevera a
una temperatura de 5°C en sus respectivos modulos o gradillas (fig.12), para su evaluacion a 3,

24, 48 y 72 horas post-refrigeracion.

Figura 12. Alicuotas y Submuestras.
Fuente: Parada, 2017

Dichas evaluaciones siempre manejaron un protocolo el cual era sacar una de las
submuestras de la nevera correspondientes al tiempo adecuado, estas se llevaban al bafio de Maria
a 37 °C para atemperar las muestras y se aplicaba una gota de la muestra sobre un portaobjeto
igualmente atemperado se colocaba un cubreobjetos y se llevaba a observar en el microscopio en
un aumento de 40x; también se llevo otra gota a una observacion con Tincion Eosina Nigrosina
para determinar el porcentaje de espermatozoides vivos y muertos; los vivos no se tifien, mientras
que los muertos adquieren un tono rosaceo. A su vez, se puede determinar las morfoanomalias
primarias o secundarias, especificas o inespecificas, que se presentan en los mismos; y la motilidad

individual que se registra con el microscopio a 40x sin tincién.



Figura 13. Esperma con tincién
Fuente: Parada, 2017

Sincronizacion e inseminacioén intracervical. Se seleccionaron 15 hembras ovinas de la
raza Ovino de Pelo Colombiano (OPC), previamente desparasitadas, con edad y condicion
corporal aptas para la reproduccion, se les realizo ecografia con el fin de descartar prefiez y
proceder con el trabajo. EIl procedimiento se inici6 con una previa limpieza de la vagina, las
esponjas de poliuretano (impregnadas con Medroxiprogesterona acetato 60 mg), se ubicaron
dentro del aplicador lubricado con anterioridad y este se introdujo en la vagina de la oveja en
angulo de 45 °; apenas entro se coloco horizontal y se deposito la esponja teniendo en cuenta que
el hilo estuviera por fuera (fig.14). Estas esponjas se retiraron al dia 7 de haberlas puesto
halandose del hilo con un movimiento firme y continuo hacia atras , luego hacia abajo una vez
retirada la esponja se aplic6 0.7 ml de prostaglandina por via intramuscular a su vez se administr6

1.5 ml de novormon por via intramuscular y se esperd 56 horas para realizar la inseminacion.
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Figura 14. Sincronizaciones del celo en las hembras ovina
Fuente: Parada, 2017

Se colectd el macho Wilson se evalud, se diluyo y se refriger el semen, se tomaron 3
muestras de 24 horas, 48 horas, y 72 horas post refrigeracion, dichas muestras se trasportaron
desde el laboratorio ubicado en la granja experimental Villa Marina hasta el municipio de
Labateca en una cava acondicionada a 5 °C estando en el sitio de la préctica se atempero el
semen a 37 °C y se evalud nuevamente en el microscopio para verificar las 6ptimas condiciones
de la muestra para la inseminacién de las hembras después del traslado.

Posteriormente se realizé la sujecion de las hembras posiciondndolas de cabeza- abajo y
sosteniéndole los miembros posteriores permitiendo la exposicion de la vulva a esta se le realiza
una limpieza, el equipo de inseminacidn que se utilizé fue una jeringa desechable de 3 ml con un
catéter de 30 cm de largo aproximadamente se tomaron 0.5 CC de semen, se introdujo el catéter
cuidadosamente y con suaves movimientos circulares hasta llegar al cérvix (fig.15) una vez

descargado el semen se retiré el catéter y se dejo la hembra en esa posicién durante 1 minuto con



el fin de que el semen descendiera (fig. 16), las ovejas se dividieron en tres grupos para utilizar
semen de 24horas, 48horas y 72 horas post refrigeracion en cada uno de los grupos.

Asimismo, trascurridos los 40 dias despueés de la inseminacion a las hembras de la raza
Ovino de Pelo Colombiano (OPC); se les practico una ecografia para determinar su estado de

prefiez y el nimero de animales en este estado (fig. 17).

Figura 15. Inseminacion intracervical con jeringa y catéter
Fuente: Parada, 2017
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Figura 16. Posicion para que descienda el semen
Fuente: Parada, 2017

Figura 17. Diagnéstico de gestacion mediante ecografia.
Fuente: Parada, 2017
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3.3 Fuentes de informacion

Fuentes primarias:

. Libros y articulos cientificos

o Asesorias tutoriales

. Trabajo de campo

o Medicos veterinarios de la universidad de pamplona

Fuentes secundarias:

o Internet
. Docentes y directivos de la Facultad
o Trabajadores de la granja experimental Villa Marina

3.4 Técnicas y procedimientos para la recoleccién de informacion

La técnica que se utilizd para la recoleccion de informacion fue la de tomar apuntes a
medida que trascurria el trabajo de campo (anexos. 3); lo que llevo a la recoleccion de los datos al
final de la prueba y posteriormente analizarlos estadisticamente, pudiendo contrastar e identificar

los patrones de conducta necesarios para sacar las conclusiones.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Resultados

De acuerdo al andlisis estadistico realizado bajo las pruebas de chi cuadrado en donde se
trabajaron chi cuadrado de pearson, correccion por continuidad, razén de verosimilitudes,
estadistico exacto de fisher y asociacion lineal por lineal ( ver anexo 1) Se infiere
estadisticamente, que el experimento donde se confrontan los 3 especimenes con las 15
eyaculaciones cada uno, acepta la hipotesis nula, cuya prueba es conclusiva, Lo que indica,
que el tratamiento experimental no presenta una diferencia significativa en las diferentes

variables evaluadas en el transcurso del experimento.

4.1.1 Evaluacién seminal en fresco

Tabla 1.

Resultados generales para las variables: aspecto, color, y olor.

Individuo Aspecto Color Olor
Espeso cremoso Blanco amarillento Sui- generis
Espeso cremoso Blanco amarillento Sui- generis
Espeso cremoso Blanco grisaceo Sui — generis

Fuente: Parada, 2017

Enla Tabla 1, se evidencia las caracteristicas generales de las muestras recogidas de los
tres reproductores , donde se evidencid aspecto espeso cremoso, color blanco amarillento para los
dos primeros individuos y un blanco grisaceo para el 3er reproductor; olor sui —generis

caracteristico de las tres muestras.
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Tabla 2.

Promedio y Desviacion estandar de las variables.

Individuo Volumen ( ml) Motilidad Masal Motilidad Individual
Promedio D.S Promedio D.S Promedio D.S
Reproductor 1 11 0 5.0 0 Muy buena. >70% 0
Reproductor 2 1.0 0 5.0 0 Muy buena. >70% 0
Reproductor 3 0.8 0 5.0 0 Muy buena. >70% 0
Fuente: Parada, 2017

En la Tabla anterior se evidencia los valores promedio observados para volumen,
motilidad masal y motilidad individual; del mismo modo estan consignados los valores
correspondientes a la desviacion estandar (D.S) de las variables mencionadas. En primera
estancia se observa que el reproductor 1 es el que mayor volumen de semen se obtuvo, seguido
del reproductor 2 y por altimo el reproductor 3.

En el promedio de la motilidad masal se evidencio que se encontraron valores similares
para los tres reproductores. En el promedio de la motilidad individual se evidenci6 que los

valores para los tres reproductores fueron similares.

Tabla 3.

Promedio y desviacién estandar de la concentracion de espermatozoides por eyaculado.

Individuo Promedio de D.S.
Concentracion

Reproductor 1 4.200.000 187.083

Reproductor 2 3.880.000 554.076

Reproductor 3 3.340.000 270.185
Fuente: Parada, 2017

Esta tabla nos muestra los valores promedios y la desviacién estandar de la concentracion

por eyaculado de los tres reproductores. El reproductor 1 se aprecia que presenta los valores
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mayores en la concentracion de espermatozoides por eyaculado, seguido del reproductor 2 y por
Gltimo el reproductor 3.
Tabla 4.

Promedio y desviacion estandar del % espermios vivos por eyaculado.

Individuo Promedio del % de D.S del % de espermios
espermios vivos Vivos

Reproductor 1 84 0

Reproductor 2 81.8 1,7888

Reproductor 3 80,8 1,7888
Fuente: Parada, 2017

En la tabla 4; se aprecia el promedio y la desviacion estandar del porcentaje (%) de
espermios vivos en cada individuo, se puede observar una mayor sobrevivencia en las muestras
tomadas del reproductor 1, seguidamente del reproductor 2 y por Gltimo las muestras tomadas del
reproductor 3.

Tabla 5.

Cantidad de morfo anomalias en fresco por colecta en cada animal.

Colecta Reproductor 1 Reproductor 2 Reproductor 3

1 cabezas sueltas cabezas sueltas flagelos enrollados 10
- colas sueltas 3
cabezas sueltas 8  cabezas sueltas 6 flagelos enrollados 9
Flagelos enrollados 7  cabezas sueltas 6 cabezas sueltas 9
_ cabezas sueltas 10  cabezas sueltas 9 cabezas sueltas 11
cabezas sueltas 8 cabezas sueltas. 7 cabezas sueltas 7

Fuente: Parada, 2017

En esta Tabla se observa la cantidad de morfoanomalias en fresco para cada muestra

realizada, donde se observa que la mayor anomalias presentes en el reproductor 1 son cabezas
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sueltas seguido de flagelos enrollados, en el reproductor 2 se observa que la mayor anomalia
presentada son cabezas sueltas, en el reproductor 3 observamos que la mayor presencia de
anomalias espermaticas son cabezas sueltas seguido de flagelos enrollados.

4.1.2 Evaluacion seminal post dilucion. Los resultados que a continuacion se revelan,
muestran la interaccion de los datos recogidos a los diferentes tiempos y procesos, expresados en
horas y que corresponden a la evaluacion en refrigeracion post dilucion a horas; 3 horas, 24

horas, 48 horas y 72 horas, para su correcto seguimiento respecto a los procesos mencionados.

Motilidad individual post dilucion
Tabla 6.

Interaccion de los factores individuo y tiempo en horas.

Individuo Tiempo en horas
0 3 24 48 72
MB >70 % * MB >70%* B >50-69 %* R >30-49% P < 30%
MB >70% * MB> 70%* B> 50-69%* R> 30-49% P < 30%
MB >70% * MB> 70% * B> 50-69%* R > 30-49% P< 30%

MB= Muy bueno. B= Bueno. R= Regular P= pobre
(*) Indica los valores que pueden considerarse como niveles Utiles de motilidad individual.
Fuente: Parada, 2017

La Tabla 6 describe los valores promedio de la motilidad individual en las muestras
tomadas de los reproductores a través de los diferentes tiempos evaluados. Se evidencia para los
tres reproductores un comportamiento similar del semen en las evaluaciones realizadas donde se
puede determinar que los valores que se consideran utiles de motilidad individual se

establecieron en las 0 horas, 3 horas y 24 horas para los tres reproductores.
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100 motilidad individual

80

60

40 reproductores
20

0
0Oh 24 h 48 h 72 h
Figura 18. Motilidad Individual
Fuente: Parada, 2017

En la figura 18 se evidencia el comportamiento de los eyaculados de los tres
reproductores de acuerdo a la evaluacion realizada a las diferentes horas, donde encontramos una
similitud de los datos en los diferentes tiempos evaluados y donde se determina que las muestras
seminales son viables entre las o horas y 24 horas posteriormente empiezan un descenso en su
calidad espermatica.

Porcentaje de espermios vivos post dilucién
Tabla 7.

Interaccion de los factores individuo y tiempo en horas en el % de espermios vivos por eyaculado

Individuo Tiempo en horas
0 3 24 48 72
82* 79* 56* 44 20
80 * 74* 53* 38 17
77* 73* 52* 35 16

(*) Indica los valores que pueden considerarse como niveles Utiles de % espermios vivos por eyaculado.
Fuente: Parada, 2017

Respecto a la tabla anterior, se describen los valores promedio del % de espermios vivos

en las muestras tomadas de los reproductores a través de los diferentes tiempos evaluados. Se
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evidencia que los valores que pueden considerarse como niveles Utiles de % de espermios vivos
se encuentran en las 0 horas, 3 horas y 24 horas respectivamente para los tres reproductores.
Como se encontré una gran dispersion de los datos obtenidos se realiz6 un analisis por
experimento con el fin de determinar si hay diferencias estadisticamente significativas, de
acuerdo a la prueba de chi cuadrado (ver anexo 2.) se determina que no existen diferencias

estadisticamente significativas entre los datos de las variables analizadas.

Tabla 8.

Resultados del % de espermios vivos y muertos del experimento 1.

Individuo 1 1 2 3 4 5 6

8 8 8 8 8 8

g8 § &8 & &8 &5 8 & 8 & 8 &

> > > > > > > > > > > S

S E § € £ €& § E § E £ E

S| s | e fE e = | & e e = | = =
60,33 39,67 60,17 39,83 60,33 39,7
26,42 26,42 25,43 25,43 25,16 25,2
Var 581,6 581,6 538,8 538,8 527,6 528

Fuente: Parada, 2017



Tabla 9.

Resultados del % de espermios vivos y muertos del experimento 2.

Individuo 2 1 2 3 4 5 6
8 8 8 8 8
8 5 8 5 8 5 8 5 8 5 8
> > > > > > > =} > > >
S £ S £ S £ S £ S g S
5 S 5 S 5 S 5 S o\° X 5
- 81 19 83 17 83 17
- 79 21 81 19 81 19
- 72 28 74 26 76 24
- 53 47 53 47 53 47
- 38 62 38 62 38 62
- 19 81 17 83 14 86
_ 57 43 57,67 42,33 57,5 425
22,75 22,75 24,21 24,21 25,29 25,3
Var 4437 443,7 502,2 502,2 548,2 548

Fuente: Parada, 2017

%muertos



Tabla 10.

Resultados del % de espermios vivos y muertos del experimento 3.

Individuo 3 1

& %vivos

\‘
\‘

74

53

36

17

)

wn
a1
o

255818

<
£

537,3

Fuente: Parada, 2017
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Figura 19. Porcentaje de espermios vivos

Fuente: Parada, 2017

En la figura 19 se evidencia el comportamiento del semen en los diferentes tiempos de

refrigeracion donde se determina que él % de espermios vivos a medida que avanza en el tiempo

las muestras seminales va disminuyéndose dréasticamente, siendo viables hasta las 24 horas.

Morfoanomalias en semen post dilucién

Tabla 11.

Morfoanomalias en semen post dilucién

57

06 gotas
citoplasmaticas
proximales

06 flagelos enrollados

21 cabeza suelta
03 gotas
citoplasmaticas

Colecta Reproductor 1 Reproductor 2 Reproductor 3
Post dilucién 10 flagelos enrollados 23 flagelos enrollados 19 cabezas sueltas
22 cabezas sueltas 26 cabezas sueltas 27 flagelos enrollados
3 horas 9 Cabezas sueltas 27 flagelos enrollados 11 cabezas sueltas
19 flagelos enrollados 07 cabezas sueltas 28 flagelos enrollados
24 horas 10 flagelos enrollados 13 flagelos enrollados 23 flagelos enrollados
18 cabezas sueltas 26 cabezas sueltas 20 cabezas sueltas
48 horas 24 cabezas sueltas 12 flagelos enrollados 29 cabezas sueltas
6 flagelos enrollados 08 cabezas sueltas 09 flagelos enrollados
12 gotas
citoplasmaticas
72 horas 11 cabezas sueltas 07 flagelos enrollados 31 flagelos enrollados

08 cabezas sueltas

Fuente: Parada, 2017
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Como se evidencia en la tabla 11 se observa las morfoanomalias presentadas en semen
refrigerado en los diferentes tiempos de conservacion, se determina los tipos de morfoanomalias
presentadas en cada uno de los tres reproductores, encontrandose que no sobrepasan el 30% de
morfoanomalias siendo aceptadas para la evaluacion de la calidad seminal.

Tasas de prefiez por inseminacion artificial intracervical

% de prenez

24 horas

Figura 20. Porcentaje de espermios vivos.
Fuente: Parada, 2017

De acuerdo a la figura 20 se observan las tasas de prefiez obtenidas por inseminacion
artificial intracervical, el grupo de hembras que se insemin6 con semen refrigerado a las 24 horas
dando un total de 2 hembras prefiadas de 5 hembras servidas representando un 40%, para los

valores de 48 y 72 horas no se encontrarén tasas de prefiez.
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4.2 Discusion

El aspecto, color, olor, motilidad masal e individual, y las morfoanomalias totales
mostraron variacion entre los animales, pero sin evidenciar diferencia estadisticamente
significativa entre los mismos (P>0,05). A pesar de las variaciones, todos los parametros estan
dentro de los normales para la especie, Maxwell y Evans (1993), Dorado (2003), INIA (2005).
Los valores observados para estos parametros indican que los ovinos utilizados en este estudio se
presentan excelentes y homogeéneos en cuanto al perfil seminal. Siendo los mismos clasificados
como aptos para la reproduccion.

La calidad seminal de los ovinos fue sobresaliente, ya que produjeron en promedio 1,1 +
0,8 mL de semen, con una concentracion espermatica de 4,2 + 3.3 espermatozoides x mL. Este
valor esta sobre el promedio reportado para la especie, que es de 0,8 — 1,2 ml (Hafez, 2000) y
concentraciones de 3.14 x 109 espermatozoides/ ml (Guillén, 2001) concentraciones de 3.63,
3.316,2.78 y 2.67x109 espermatozoides/ml (Huaman, 2003).

En la actualidad se considera que la preservacién de semen ovino a 150C (semen
enfriado) resultaria adecuada para periodos breves de conservacién (6-12h), en comparacion con
la preservacién a 5°C (semen refrigerado), que se adaptaria mejor para lapsos de tiempo mas
prolongados (12-24 h) (Fernandez Abella, 2003),respectivamente se correlaciona con los
resultados del experimento donde se evidencia que el semen diluido y refrigerado a 5°c
proporciona los mejores promedios de motilidad individual hasta las 24 h post dilucion.

Las tecnologias disponibles, para evitar el traslado de reproductores entre
establecimientos, se basan en la preservacion del semen por largos periodos (semen congelado) o
periodos breves (semen refrigerado y enfriado). Esta Gltima tecnologia se justifica debido a la
practicidad implicita en su implementacion (Paulenz et al., 2003) como se evidencia en el

experimento donde se utilizo leche descremada ultrapasteurizada de facil adquisicion, bajo costo



y sin necesidad de prepararla ni someterla a protocolos lo que hace un diluyente facil de utilizar e
implementar al alcance de cualquier productor ovino

Como se demostro en el experimento donde los resultados indican una viabilidad
espermatica hasta las 24horas en refrigeracion, a medida que sigue aumentando el tiempo la
viabilidad espermatica empieza a decrecer junto con el % de espermios vivos evidenciando segun
lo reportado por Maxwell y Salamon (1993), donde la preservacion de semen de carnero en
estado liquido, concluyeron que la fertilidad de los espermatozoides cae abruptamente luego
de las 24 horas de almacenado al ser utilizado para la inseminacion cervical. A medida que el
tiempo de preservacion transcurrié se observé una disminucién en la motilidad a pesar del
diluyente utilizado.

Al analizar el efecto de la dosis de inseminacion sobre la eficiencia de prefiez en la
inseminacidn artificial intracervical con semen refrigerado durante el periodo de preservacion de
12 h, se observo que, mediante el empleo de la dosis seminal de 300 millones de
espermatozoides, fue posible obtener una prefiez aceptable (38%), al considerar el beneficio de
poder transportar semen a largas distancias y el bajo costo operativo para su implementacion. Sin
embargo, al reducir la dosis de inseminacion a 150 millones de espermatozoides, se logro una
menor eficiencia de prefiez del 25%, la cual constituye un valor superior al 10,6% referenciado en
la experiencia de Menchaca et al. (2005), esto evidencia valores muy diferentes a los resultados
encontrados en el experimento con leche descremada donde a 24 horas con semen refrigerado a
5°c con dosis inseminantes de 150 millones de espermatozoides se obtuvieron tasas de prefiez del
40%.

Segun lo reportado por Colas, 1984; Menchaca et al., 2005. Los valores obtenidos
mediante la preservacion seminal durante 24 h, se evidencian las tasas méas bajas de prefiez, en

especial referencia a la dosis de inseminacion de 150 millones de espermatozoides. Es importante

60
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sefialar que la bibliografia disponible en ovinos para tiempos de preservacion mayores de 12 h,
evidencia bajos porcentajes de prefiez similares a los obtenidos, hecho que contradice los
resultados obtenidos en el experimento donde a un tiempo de 24 horas en refrigeracion a 5°c en
leche descremada ultrapasteurizada se obtuvieron tasas de prefiez del 40% y a tiempo mas
prolongados como 48

Las morfoanomalias encontradas en el experimento se encuentran por debajo del 15 %
estando bajo los parametros normales de clasificacion segun lo reportado por Gibbons, 2004,
donde considera normal un eyaculado cuando él porcentaje de formas anormales es inferior al
15%.

La inseminacion artificial intracervical se llevo a cabo mediante la sincronizacion de celos
por esponja intravaginal donde se induce el celo, esto puede llevar a que se presenten tasas de
prefiez muy bajas, concordando con lo reportado por Colas, 1984; Fernandez Abella, 1995,
donde determinan que mediante la Inseminacidn artificial intracervical se evita la deteccion de
celos, el manejo de machos marcadores de celo y se reduce el tiempo de trabajo, cabe destacar
que existe una disminucion en la prefiez de los celos inducidos respecto a los celos naturales.

Las tasas de prefiez con inseminacion artificial en ovinos se encuentran por debajo del
50%. Estas aumentan con la utilizacion de semen fresco y el uso de técnicas como laparoscopia.
Ademas, disminuyen con el uso de semen congelado a mayor tiempo de refrigeracion.
(Hernéandez. et. al. 2016). Como se evidencio en el experimento donde, a medida que avanza el
tiempo disminuyen las tasas de motilidad individual, de espermios vivos y las tazas de prefiez se
encuentran en un 40%, a las 24 horas postdilucion, resultados por debajo de la media
internacional.

Se resalta la importancia, actual, de generar practicas donde el semen de los machos

seleccionados para la reproduccion sea trasportado de un lugar a otro; debido a que con esto se
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evita el costoso traslado de los reproductores, se comprueba la efectividad de las muestras y se
disminuye el riesgo sanitario en las diferentes localidades. (Gibbons y Cueto 2015). Como se
realizd en el experimento, donde se comprobo la efectividad de la muestra después de ser
trasportada por méas de 70 kilometros en via terrestre y ser analizada nuevamente en el punto de
Ilegada; cumpliendo con los valores 6ptimos de calidad seminal para ser utilizadas en los
procesos de inseminacion artificial.

Segun Salomon y col. en 1990, las muestras de semen de muy buena o buena
motilidad (clasificacion 4 o 5) se pueden utilizar para inseminacion artificial. Las muestras
con valoracién de 3 o menos pueden dar una fertilidad menor con lo que se aconseja desecharlas,
como se evidencio en el experimento donde las clasificaciones de 4 y 5 fueron hasta las 24 horas
postdilucidn, posteriormente a medida que avanza el tiempo van disminuyendo esas clasificaciones

a 3y 2 lo que también concuerdan con las menores tasas de fertilidad.
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CONCLUSIONES

Después de obtener y analizar los resultados del proyecto de investigacion sobre la
utilizacion de leche descremada ultra pasteurizada como diluyente en semen refrigerado de
ovinos, destinado a la inseminacion intracervical; se puede sefialar que, efectivamente, la leche
descrita anteriormente es un muy buen diluyente para el semen refrigerado de ovinos y que su
utilizacion se hace cada dia con mas demanda, no solo por las caracteristicas como diluyente,
sino por la facilidad, proximidad y economia al momento de adquirirla.

En cuanto a la inseminacidn artificial; se escogi6 al Reproductor N°1(Wilson) para
inseminar porque presentd mejores caracteristicas seminales en los examenes previos que los
otros dos, Yy tuvo mas viabilidad en la durabilidad del espermatozoide.

Se puede concluir que la muestra a 24 horas post dilucion se logré obtener dos de las
cinco hembras OPC prefiadas. Lo que nos muestra claramente que la eficacia de la inseminacion
intracervical en ovinos OPC con semen de ejemplares Dorper en la region de Norte de Santander
se hace mas exitosa con menor tiempo de post dilucion del semen.

Por ultimo la monta natural requiere de la presencia de un macho reproductor, lo cual
posee una alta tasa de prefiez, que puede llegar facilmente al 90%. Esto debido a que el animal
sigue siendo el método mas certero para determinar el momento exacto en que debe ocurrir la
monta, esta metodologia presenta una serie de desventajas respecto de la inseminacion artificial,
como aumentar el riesgo de transmision de enfermedades de trasmision sexual, disminuir la

eficiencia del material de reproduccion y no tener certeza sobre las caracteristicas de la progenie



RECOMENDACIONES

Las futuras investigaciones deberan realizarse a fin de incrementar la eficiencia
reproductiva de la refrigeracion seminal en asociacion con la inseminacion artificial intracervical,
debido a las multiples ventajas de su utilizacion por los diferentes sistemas de produccion ovina.

Sequir con las pruebas de leche deslactosada descremada ultrapasteurizada como
diluyente en semen refrigerado de ovinos, logrando su éptima preservacion, debido a la
importancia de ésta en la produccién ovina.

Hacer trabajo de campo en climas con temperaturas mas altas para determinar el mismo
nivel de efectividad.

Promover la inseminacion artificial de ovinos con el fin de aumentar el nimero de

animales de esta especie mejorando los volimenes de carne en menor tiempo.
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ANEXOS

ANEXO 1.
Pruebas de chi-cuadrado
Valor gl Sig. asintética Sig. exacta Sig. exacta
(bilateral) (bilateral) (unilateral)

Chi-cuadrado de Pearson 3,0002 1 ,083
Correccién por continuidad® ,188 1 ,665
Razén de verosimilitudes 3,819 1 ,051
Estadistico exacto de Fisher ,333 ,333
Asociacion lineal por lineal 2,000 1 ,157
N de casos validos 3

a. 4 casillas (100,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia minima esperada es ,33.

b. Calculado sélo para una tabla de 2x2.

El p del |chi-cuadrado es mayor de 0,05 (0,083)

Por lo tanto, se acepta la hipotesis nula (Prueba del exp 1. Es menos eficiente que la prueba exp.

2)

PRUEBA DE EXP 1. VS EXP 3.

Pruebas de chi-cuadrado

Valor gl Sig. asintotica Sig. exacta Sig. exacta
(bilateral) (bilateral) (unilateral)

Chi-cuadrado de Pearson 3,0002 1 ,083
Correccién por continuidad® ,188 1 ,665
Razén de verosimilitudes 3,819 1 ,051
Estadistico exacto de Fisher ,333 ,333
Asociacion lineal por lineal 2,000 1 ,157
N de casos validos 3

a. 4 casillas (100,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia minima esperada es ,33.

b. Calculado sdlo para una tabla de 2x2.

Se acepta la hipétesis Nula




PRUEBA EXP. 2 VS. EXP. 3.

Pruebas de chi-cuadrado

Valor gl Sig. asintética Sig. exacta Sig. exacta
(bilateral) (bilateral) (unilateral)

Chi-cuadrado de Pearson , 7502 1 ,386
Correccion por continuidad® ,000 1 1,000
Razén de verosimilitudes 1,046 1 ,306
Estadistico exacto de Fisher 1,000 ,667
Asociacion lineal por lineal ,500 1 ,480
N de casos validos 3

a. 4 casillas (100,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5.

b. Calculado sdlo para una tabla de 2x2.

Se acepta la hipdtesis nula.

CONTINGENCIA. SEMEN DILUIDO.

PRUEBA DE EXP 1. VS EXP 2.

Pruebas de chi-cuadrado

La frecuencia minima esperada es ,33.

Valor gl Sig. asintotica Sig. exacta Sig. exacta
(bilateral) (bilateral) (unilateral)

Chi-cuadrado de Pearson ,7502 1 ,386
Correccién por continuidad® ,000 1 1,000
Razon de verosimilitudes 1,046 1 ,306
Estadistico exacto de Fisher 1,000 ,667
Asociacion lineal por lineal ,500 1 ,480
N de casos validos 3

a. 4 casillas (100,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5.

b. Calculado sdlo para una tabla de 2x2.

Se acepta la hipétesis nula

La frecuencia minima esperada es ,33.
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PRUEBA DE EXP 1. VS EXP 3.

Pruebas de chi-cuadrado

Valor gl Sig. asintética Sig. exacta Sig. exacta
(bilateral) (bilateral) (unilateral)

Chi-cuadrado de Pearson , 7502 1 ,386
Correccion por continuidad® ,000 1 1,000
Razén de verosimilitudes 1,046 1 ,306
Estadistico exacto de Fisher 1,000 ,667
Asociacion lineal por lineal ,500 1 ,480
N de casos validos 3

a. 4 casillas (100,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia minima esperada es ,33.

b. Calculado sdlo para una tabla de 2x2.

Se acepta la hipdtesis nula

PRUEBA DE EXP 2. VS EXP 3.

Pruebas de chi-cuadrado

Valor gl Sig. asintotica Sig. exacta Sig. exacta
(bilateral) (bilateral) (unilateral)

Chi-cuadrado de Pearson , 7502 1 ,386
Correccién por continuidad® ,000 1 1,000
Razén de verosimilitudes 1,046 1 ,306
Estadistico exacto de Fisher 1,000 ,667
Asociacion lineal por lineal ,500 1 ,480
N de casos validos 3

a. 4 casillas (100,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5.

b. Calculado sélo para una tabla de 2x2.

Se acepta la hipotesis nula

La frecuencia minima esperada es ,33.
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CONTINGENCIA. 3 HORAS POS-DILUCION.

PRUEBA DE EXP 1. VS EXP 2.

Pruebas de chi-cuadrado

Valor gl Sig. asintotica Sig. exacta Sig. exacta
(bilateral) (bilateral) (unilateral)

Chi-cuadrado de Pearson , 7502 1 ,386
Correccion por continuidad® ,000 1 1,000
Razén de verosimilitudes 1,046 1 ,306
Estadistico exacto de Fisher 1,000 ,667
Asociacion lineal por lineal ,500 1 ,480
N de casos validos 3

a. 4 casillas (100,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5.

b. Calculado sdlo para una tabla de 2x2.

Se acepta hipotesis nula

PRUEBA DE EXP 1. VS EXP 3.

Pruebas de chi-cuadrado

La frecuencia minima esperada es ,33.

Valor gl Sig. asintotica Sig. exacta Sig. exacta
(bilateral) (bilateral) (unilateral)

Chi-cuadrado de Pearson , 7502 1 ,386
Correccién por continuidad® ,000 1 1,000
Razén de verosimilitudes 1,046 1 ,306
Estadistico exacto de Fisher 1,000 ,667
Asociacion lineal por lineal ,500 1 ,480
N de casos validos 3

a. 4 casillas (100,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5.

b. Calculado sélo para una tabla de 2x2.

Se acepta hipotesis nula

La frecuencia minima esperada es ,33.
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PRUEBA DE EXP 2. VS EXP 3

Pruebas de chi-cuadrado

Valor gl Sig. asintotica
(bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 6,000 4 ,199
Razoén de verosimilitudes 6,592 4 ,159
Asociacion lineal por lineal ,962 1 327
N de casos validos 3

a. 9 casillas (100,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La

frecuencia minima esperada es ,33.

Se acepta hipdtesis nula.

CONTINGENCIA. 24 HORAS POST DILUCION.

PRUEBA DE EXP 1. VS EXP 2

Pruebas de chi-cuadrado

Valor gl Sig. asintotica
(bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 3,0002 2 ,223
Razén de verosimilitudes 3,819 2 ,148
Asociacion lineal por lineal 1,500 1 221
N de casos validos 3

a. 6 casillas (100,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La

frecuencia minima esperada es ,33.

Se acepta hipdtesis nula.

PRUEBA DE EXP 1. VS EXP 3

Pruebas de chi-cuadrado

Valor gl Sig. asint6tica
(bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 6,0002 4 ,199
Razon de verosimilitudes 6,592 4 ,159
Asociacion lineal por lineal 2,000 1 , 157
N de casos validos 3




a. 9 casillas (100,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La

frecuencia minima esperada es ,33.

Se acepta la hipétesis nula

PRUEBA DE EXP 2. VS EXP 3.

Pruebas de chi-cuadrado

N de casos validos

3

Valor gl Sig. asint6tica
(bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 3,0002 ,223
Razén de verosimilitudes 3,819 ,148
Asociacion lineal por lineal 1,500 221

a. 6 casillas (100,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La

frecuencia minima esperada es ,33.

Se acepta hipdtesis nula

CONTINGENCIA. 48 HORAS POST DILUCION

PRUEBA DE EXP 1. VS EXP 2.

Pruebas de chi-cuadrado

Valor gl Sig. asintotica Sig. exacta Sig. exacta
(bilateral) (bilateral) (unilateral)

Chi-cuadrado de Pearson , 7502 ,386
Correccién por continuidad® ,000 1,000
Razén de verosimilitudes 1,046 ,306
Estadistico exacto de Fisher 1,000 ,667
Asociacion lineal por lineal ,500 ,480
N de casos validos 3

a. 4 casillas (100,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5.

b. Calculado sélo para una tabla de 2x2.

Se acepta hipotesis nula.

La frecuencia minima esperada es ,33.
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PRUEBA DE EXP 1. VS EXP 3.

Pruebas de chi-cuadrado

N de casos validos

3

Valor gl Sig. asintética
(bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 3,0002 ,223
Razén de verosimilitudes 3,819 ,148
Asociacion lineal por lineal ,008 ,928

a. 6 casillas (100,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La

frecuencia minima esperada es ,33.

Se acepta hipotesis nula

PRUEBA DE EXP 2. VS EXP 3.

Pruebas de chi-cuadrado

Valor gl Sig. asintotica Sig. exacta Sig. exacta
(bilateral) (bilateral) (unilateral)

Chi-cuadrado de Pearson , 7502 ,386
Correccion por continuidad® ,000 1,000
Razon de verosimilitudes 1,046 ,306
Estadistico exacto de Fisher 1,000 ,667
Asociacion lineal por lineal ,500 ,480
N de casos validos 3

a. 4 casillas (100,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5.

b. Calculado sélo para una tabla de 2x2.

Se acepta la hipétesis nula

CONTINGENCIA. 72 HORAS POST DILUCION.

La frecuencia minima esperada es ,33.
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PRUEBA DE EXP 1. VS EXP 2.

Pruebas de chi-cuadrado

Valor gl Sig. asintotica
(bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 6,000 ,199
Razoén de verosimilitudes 6,592 ,159
Asociacion lineal por lineal ,857 ,355
N de casos validos 3

a. 9 casillas (100,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La

frecuencia minima esperada es ,33.

Se acepta hipotesis nula

PRUEBA DE EXP 1. VS EXP 3.

Pruebas de chi-cuadrado

Valor gl Sig. asintética
(bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 6,0002 ,199
Razén de verosimilitudes 6,592 ,159
Asociacion lineal por lineal 1,986 ,159
N de casos validos 3

a. 9 casillas (100,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La

frecuencia minima esperada es ,33.

Se acepta la hipotesis nula.

PRUEBA DE EXP 2. VS EXP 3.

Pruebas de chi-cuadrado

Valor gl Sig. asintotica
(bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 6,0002 ,199
Razon de verosimilitudes 6,592 ,159
Asociacion lineal por lineal ,445 ,505
N de casos validos 3

a. 9 casillas (100,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La

frecuencia minima esperada es ,33.

Se acepta la hipdtesis nula
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