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PRESENTACION

La produccion de ovinos es una actividad que involucra a un gran nimero de familias en la region del
altiplano boliviano, donde la crianza de esa especie es completamente tradicional en todas sus bases
productivas, situacion que amerita mejorar las condiciones técnicas y tecnolégicas de su crianza.

El presente trabajo de investigacion nace ante la ausencia y carencia de tecnologias orientados a la
produccion y reproduccion de ovinos, donde la etapa reproductiva se lleva a cabo de manera rutinaria
y tradicional, asimismo, el manejo técnico no esta de la mano del ganadero de ovinos. El proceso de
capacitacion y asistencia técnica para mejorar esta especie esta completamente ausente, es decir, no
existe apoyo técnico de parte del Gobierno central, ni departamental y mucho menos de los gobiernos
locales.

Investigaciones orientadas a la produccion y mejoramiento de ovinos en nuestro medio es escasa,
razon por la cual el presente trabajo de investigacion pretende apoyar con criterios técnicos en lo
referente a la reproduccion mediante inseminacion artificial por medio de técnica de la criopreservacion
que es un método reproductivo poco desarrollado de manera general, por el bajo nivel de eficacia, en
nuestro medio, esta técnica es casi de nula la aplicacion para el mejoramiento genético en la crianza
de ovinos, por lo que es necesario desarrollar trabajos de investigacion referente al tema, que podria
fomentar la crianza de esta especie y también ayudar a mejorar los rebafios de las familias dedicadas
a esta actividad.

La carrera de Ingenieria en Zootecnia e Industria Pecuaria de la Universidad Publica de EI Alto, siempre
estard generando técnicas, tecnologias e innovaciones para apoyar el desarrollo productivo de las
diferentes especies domésticas, propias de nuestro altiplano.

Ing. Edwin Carita Tarqui
Coordinador del Instituto de Investigacion en Ciencia Animal
Ingenieria en Zootecnia e Industria Pecuaria
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“EVALUACION DE CRIOPRESERVACION DE SEMEN OVINO POR VAPORIZACGION CONTROLADA DE NITROGENO EN COLLPAJAWA — LAJA”

RESUMEN

El sistema productivo en ovinos presenta bajos indices reproductivos y productivos, lo cual afecta

directamente a las familias dedicadas a esta actividad.

El objetivo del estudio fue evaluar la criopreservacion de semen de ovino por vaporizacion controlada
de nitrégeno a 5, 10 y 15 minutos respectivamente. El trabajo de laboratorio se desarrollo en los
ambientes de los médulos productivos de la Carrera de Ingenieria en Zootecnia e Industria Pecuaria
de la Universidad Pablica de El Alto, y para la prueba de inseminacion se lo realizo en la comunidad
de Collpajawa del municipio de Laja. El material bioldgico utilizado fue un ovino de la raza Hampshire
Down. La coleccion de semen fue evaluada macroscopicamente y microscopicamente mediante el
equipo FOTOMETRO SDM1.

Para el primer y sequndo objetivo especifico se utilizé un disefio completamente al azar, el nivel de
significancia con la que se trabajo fue al 5 %, para evaluar las diferencias estadisticas en el analisis
de varianza, asimismo, se procedio a realizar la comparacion de medias Tukey. Para el tercer objetivo

especifico se utilizo la prueba estadistica de Chi cuadrado (X2).

Los resultados con relacion a la vitalidad espermatica postdescongelado, muestran que con la
aplicacion de 15 minutos de vaporizacion controlada es estadisticamente diferente y superior a los
otros dos tratamientos, alcanzando un 50.03 %, seguido de 45.53 % con 10 minutos y 37.60 % con

5 minutos respectivamente.

Con relacion la movilidad espermadtica post descongelado, se evidencia que la vaporizacion por 15 mi-
nutos es estadisticamente diferente y superior (50.03 % motilidad) respecto a los demds tiempos de
vaporizacion; la motilidad espermadtica post descongelado fue de 43.93 % y 36.60 para 10 y 5 minutos
de vaporizacion con nitrégeno respectivamente. Los resultados de prefiez con semen fresco y semen
congelado, muestran que las borregas inseminadas con semen fresco alcanzaron un porcentaje de

prefiez de 38.89 %, mientras las borregas inseminadas con semen congelado, fue del 10 %.

Palabras clave: Ovis aries, criopreservacion, semen, tiempos de vaporizacion controlada de nitrégeno.

in de Investigacion Ciencia y Tecnologia



“EVALUACION DE CRIOPRESERVACION DE SEMEN OVINO POR VAPORIZACION CONTROLADA DE NITROGENO EN COLLPAJAWA - LAJA”

ABSTRACT

The sheep production system has low reproductive and productive indices, which directly affects the

families dedicated to this activity.

The objective of the study was to evaluate the cryopreservation of sheep semen by controlled nitrogen
vaporization at 5, 10 and 15 minutes respectively. The laboratory work was developed in the environ-
ments of the productive modules of the Career of Engineering in Zootechnics and Livestock Industry
of the Public University of EI Alto, and for the insemination test it was carried out in the community
of Collpajawa in the municipality of Laja. The biological material used was a sheep of the Hampshi-
re Down breed. The semen collection was evaluated macroscopically and microscopically using the
PHOTOMETER SDM1 equipment.

For the first and second specific objective, a completely randomized design was used, the level of
significance with which it was worked was at 5%, to evaluate the statistical differences in the analysis
of variance, likewise, the comparison of means was carried out Tukey. For the third specific objective,

the statistical test of Chi square (X2) was used.

The results regarding post-thaw sperm vitality show that with the application of 15 minutes of contro-
lled vaporization it is statistically different and superior to the other two treatments, reaching 50.03%,

followed by 45.53% with 10 minutes and 37.60% with 5 minutes respectively.

Regarding post-thaw sperm motility, it is evidenced that vaporization for 15 minutes is statistically
different and higher (50.03% motility) compared to the other vaporization times; post-thaw sperm
motility was 43.93% and 36.60 for 10 and 5 minutes of nitrogen vaporization, respectively. Pregnancy
results with fresh semen and frozen semen show that ewes inseminated with fresh semen reached a

pregnancy percentage of 38.89%, while sheep inseminated with frozen semen, it was 10%.

Keywords: Qvis aries, cryopreservation, semen, controlled nitrogen vaporization times.
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“EVALUACION DE CRIOPRESERVACION DE SEMEN OVINO POR VAPORIZACGION CONTROLADA DE NITROGENO EN COLLPAJAWA — LAJA”

1. INTRODUCCION

1.1 Introduccion

La crianza y produccion de ovinos (Ovis aries) en Bolivia, tiene una importancia vital en el altiplano
boliviano, particularmente en el departamento de La Paz, por ser esta una actividad de importancia
social y econémica para pequefios productores.

Segun el Censo Agropecuario 2013 , la produccion de ovinos a nivel de Bolivia es de 6.267.743
cabezas, de las cuales 4.667.921 son hembras y 1.599.822 machos; donde los departamentos de La
Paz, Potosi, Oruro y Cochabamba concentran 82,8 por ciento del ganado ovino. Donde el departamento
de La Paz cuenta con 1.799.374 cabezas, ocupando el primer lugar, seguido de Potosi con 1.375.349
cabezas; el menor productor es Pando con 2.554 cabezas.

La inseminacion artificial es una técnica de reproduccion que se utiliza para difundir las caracteristicas
productivas deseables de carneros con alto valor genético, que tiene como objetivo incrementa
notablemente el aprovechamiento de un reproductor, al permitir obtener un gran nimero de crias
del mismo padre. Las técnicas de congelamiento del semen posibilitan ain mds la multiplicacion y
difusion de genes, al tiempo que permiten su conservacion en nitrogeno liquido (a 196°C bajo cero)
por un periodo ilimitado de tiempo. (Gibbons, A., & Cueto, M. 1995).

Asi también afirman que el empleo del semen congelado ovino puede producir un gran impacto en el
mejoramiento genético, al aumentar considerablemente el flujo de material genético de las cabafias
hacia las majadas generales, asi como al facilitar el transporte de semen a nivel internacional. De esta
manera, se evita el costoso traslado de los reproductores y se disminuye el riesgo sanitario.

Aisenetal., 1995, citados por Ramos Zarate, L., Rojas Pardo, A., & Martinez Flores, Z. 2017, mencionan
que la criopreservacion del semen y la inseminacion artificial son técnicas reproductivas utilizadas para
conseguir un rapido progreso genético. Sin embargo, la inseminacion artificial con semen congelado,
aun es insatisfactoria debido a la baja tasa de fertilidad en el ganado ovino, esto podria deberse a
varios factores como los dafios ocasionados en las membranas de los espermatozoides durante el
proceso de criopreservacion alterando su funcion metabdlica, esto puede ser prevenido parcialmente
mediante el control de la velocidad de congelamiento y uso de un dilutor adecuado.

Los mismos autores mencionan que se hace necesario buscar una alternativa para prevenir dafos en
los espermatozoides durante su criopreservacion y asi lograr mejores tasas de fertilidad en los ovinos
sometidos a la técnica de la inseminacién artificial. Los dafios producidos en los espermatozoides
durante el proceso de criopreservacion, pueden prevenirse controlando la velocidad de congelamiento
y usando un dilutor adecuado.

En consecuencia, el objetivo de la investigacion fue evaluar la criopreservacion de semen y la
inseminacion artificial en ovino por vaporizacion controlada de nitrégeno.

1.2 Identificacion del problema

La crianza y produccion de ovinos en Bolivia tiene una relevancia econémica y social muy importante
principalmente para los pequefios productores, en especial de la region del altiplano, es en este
contexto la inseminacion artificial por criopreservacion puede ser una alternativa para el mejoramiento
genético.

Instituto Nacional de Estadistica, Censo Agropecuario 2013, BOLIVIA

de Investigacion Ciencia y Tecnologia
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Segun Cardozo y Rodriguez, (1989), el indice de fertilidad promedio en ovinos es 48,4 % a nivel
nacional.

Asi también mencionan que los factores que afectan la produccion del ganado ovino son:

e [ 0s costos de los equipos de criopreservacion automaticos de semen son elevados.

e [ 0s indices productivos y reproductivos son muy bajos

» Existe ausencia de programas de mejoramiento genético a nivel Municipal y Departamental.

e Ausencia de cabafias con animales de alto valor genético para el mejoramiento genético.

» Sistema de reproduccion en ovinos es bajo la tecnologia ancestral y/o de conocimientos locales
heredados.

» Manejo tradicional reproductivo de los ovinos en la comunidad.

* Poco incentivo de parte del Gobierno a este sector.

e Alta consanguinidad por la falta de refrescamiento genético y de un mal manejo de las hembras
gestantes.

e Alta presencia de hembras infértiles por motivos fisioldgicos.

e Minima presencia de razas especializadas para la produccion de carne y/o leche.

e Productividad baja por lo cual los ingresos de las familias son bajos.

Todos estos problemas se enmarcan en el aspecto reproductivo; estos requieren ser investigados
por los profesionales especializados en el drea, lo que permite encontrar soluciones a los problemas
descritos y asi contribuir a la mejora de la produccion ovina en el altiplano boliviano.

1.3 Ohbjetivos de Ia investigacion
1.3.1 Objetivo general

e Evaluar la criopreservacion de semen y la inseminacién artificial en ovinos por vaporizacion
controlada de nitrégeno en la cumunidad Collpajawa, municipio de Laja.

1.3.2 Objetivos especificos

e Comparar la vitalidad espermatica post — descongelacion, utilizando la técnica de criopreservacion
(vapores controlados de nitrégeno liquido).

e Determinar el porcentaje de movilidad individual de los espermatozoides post — descongelacion
utilizando vapores controlados de nitrégeno liquido.

» Realizar la inseminacion artificial utilizando semen tratado mediante la técnica de criopreservacion
(vapores controlados de nitrogeno liquido).
1.4 Hipotesis de la investigacion
1.4.1 Hipotesis nula

No existe diferencia significativa en la evaluacion de las caracteristicas seminales al realizar la
criopreservacion del semen bajo tiempos de vaporizacion controlada de un ovino reproductor de la
raza Hampshire Down.

1.4.2 Hipaotesis alterna

Existe diferencia significativa en la evaluacion de las caracteristicas seminales al realizar la

Direccion de Investigacion Ciencia y Tei
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criopreservacion del semen bajo tiempos de vaporizacion controlada de un ovino reproductor de la
raza Hampshire Down.

1.5 Justificacion

El Instituto de Investigacion de la Carrera de Ingenieria en Zootecnia e Industria Pecuaria, identifica
las necesidades de temas de investigacion conjuntamente con los pobladores del Municipio de Laja,
quienes solicitan y firman un acuerdo para llevar adelante la presente investigacion.

El Proyecto y su estructura responden a una estrategia que busca consolidar los esfuerzos realizados
con el acercamiento de la comunidad de Collpajawa, Municipio de Laja con la Carrera de Ingenieria en
Zootecnia e Industria Pecuaria, para integrar la investigacion cientifica con las necesidades sociales
del municipio, a través del financiamiento IDH.

La obtencion y fraccionamiento del semen de carnero genéticamente superior para su utilizacion
en fresco y/o preservado permite acelerar el mejoramiento de las caracteristicas productivas de los
rebafios, al aumentar el nimero de crias logradas con respecto a las que se obtendrian en servicio
natural. Las técnicas de congelamiento de semen posibilitan la multiplicacion y difusion de genes, al
mismo tiempo que su conservacion por periodos prolongados de tiempo.

El uso de semen congelado ovino en la inseminacion artificial, produjo un gran impacto en el
mejoramiento genético mundial, al permitir acelerar considerablemente el flujo de material genético
superior hacia sectores poblacionales de inferiores caracteristicas productivas, asi como al facilitar el
transporte de semen. Su utilizacion permite la absorcion genética de una raza local por una introducida,
a través de cruzamientos absorbentes en varias generaciones. Se evita también el costoso traslado de
los reproductores y se disminuye el riesgo sanitario.

En este sentido, se desarrolld la investigacion, la misma que fue socializada en una primera instancia
con autoridades del municipio de Laja, posteriormente con los productores de ovinos; la aplicacion
de esta técnica de criopreservacion de semen, mediante la congelacion de vapores controlados de
nitrégeno liquido es una alternativa en el mejoramiento genético.

in de Investigacion Ciencia y Tecnologia
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2. MARCO TEGRICO
2.1 La inseminacion artificial con semen congelado

La Inseminacion Artificial es una técnica empleada en la produccion ganadera, en una mayor dimension
en el ganado bovino, y en una menor escala en ovinos; esta contribuye de forma rdpida, efectiva y
econémica al progreso de la ganaderia lechera y de carne en el pais; lo que constituyd una razon
fundamental de realizar investigaciones sobre este aspecto reproductivo.

Durdn del Campo, 1980, citado por Clifton, G., 1993, sefiala que inseminacion artificial es una técnica
reproductiva en la cual las células sexuales masculinas (espermatozoides) son descargadas en el
tracto genital femenino con la ayuda de medios mecanicos que sustituyen los érganos del macho.

La criopreservacion del semen de ovino y la inseminacion artificial son técnicas reproductivas utilizadas
para conseguir un rapido progreso genético. Sin embargo, la inseminacion artificial con semen
congelado, aun es insatisfactoria debido a la baja tasa de fertilidad en el ganado ovino, esto podria
deberse a varios factores como los dafios ocasionados en las membranas de los espermatozoides
durante el proceso de criopreservacion alterando su funcién metabdlica, esto puede ser prevenido
parcialmente mediante el control de la velocidad de congelamiento y uso de un dilutor adecuado
(Aisen et al., 1995), mencionado por Ramos ét. al., 2017.

Maxwell y Watson, 1996 (citados por Valdez J. D. 2013), indican con relacion a la fertilidad obtenida con
semen congelado es menor a la de semen fresco, debido a una baja viabilidad postdescongelamiento
y a un trastorno sub letal en la proporcion de espermatozoides sobrevivientes. Esto se debe a los
daflos ocasionados en la membrana del espermatozoide durante el proceso de criopreservacion,
donde se altera la funcién metabdlica del espermatozoide, reduciendo asi el nimero de células viables
y ocasionando una capacitacion espermdtica prematura.

Gillan y Maxwell, 1999, (mencionados por Valdez J. D. 2013), sefalan que consecuentemente los
espermatozoides sélo serian viables un corto periodo de tiempo en el tracto reproductivo de la
hembra, y, por lo tanto, tendrian una menor oportunidad de poder fecundar los ovocitos.

Los crioprotectores permiten mantener una mayor proporcion de agua liquida a bajas temperaturas,
reduciendo la concentracion de electrdlitos del medio celular interno y posibilitando la supervivencia al
permitir que el agua intracelular salga al exterior y se congele durante el proceso de criopreservacion,
la célula se deshidrata y evita que se forme cristales de hielo internamente. Sin embargo, estos
compuestos incorporados a los diluyentes producen un estrés transitorio importante sobre la
membrana plasmadtica de los espermatozoides y que estd intimamente relacionada con la capacidad
penetrante de los crioprotectores.

Stornelli, et. al., 2005; Avila, et. al., 2006, (mencionados por Valdez J. D. 2013), revelan que el
estrés osmodtico afecta los fosfolipidos de la membrana plasmatica aumentando la permeabilidad y
fusiondndola con el acrosoma. Se ha observado que la hiperosmolaridad producida por el glicerol posee
un efecto estimulador de la reaccion acrosomica pudiendo ser reducido mediante la incorporacion
en etapas del glicerol en el medio de congelacion en el proceso de criopreservacion lo que permite
aumentar considerablemente la proporcion de espermatozoides sobrevivientes al descongelado.

Los crioprotectores, segtin Salomdn, Wilmot y Polge 1973, (citados por Clifton. G.1993), se dividen
en:
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Penetrantes: por ejemplo, el glicerol: su efecto protector estd basado en la capacidad de unirse a
la estructura molecular del agua, reforzandola (propiedad coligativa) provocando un descenso del
punto de congelacion y aumentando la viscosidad. Esto retarda la formacion de hielo y la rdpida
concentracion de sales. Por consiguiente, el glicerol permite la formacion limitada de hielo, evita su
crecimiento y reduce la concentracion de sales al mantener una parte del agua sin congelar; también
ayuda a la dilucion de eletrdlitos.

Cuando se incorpora glicerina a un medio isoténico este se vuelve hipertonico y la célula libera agua
al medio extracelular para equilibrar las diferencias de presiones. Como el glicerol penetra en el
citoplasma celular, la célula incorpora agua de acuerdo a la concentracion de glicerol penetra en el
citoplasma celular. Este proceso biofisico es dependiente del tiempo y se denomina “equilibracion”.

La glicerina modifica también la estructura de los cristales de hielo que se forman al congelarse el
agua, disminuyendo la posibilidad de un trauma mecanico por puncién de la membrana.

El glicerol presenta la caracteristica que su grado de penetracion en la célula varia con la temperatura,
haciéndose casi nula a 0 °C. Variando la temperatura del medio al que se agrega el glicerol se logra
disminuir su toxicidad.

No penetrantes: Dextrin, peptona, metilcelulosa (Leiacal M 20), polyvimilpyrrolidona, dcido etil
diamino tetra acético dimetil sulféxido (DMSO) y lactosa, entre otros.

2.2 Gongelacion del semen ovino

Evans, et. al., 1990, (mencionados por Clifton. G.1993), indican que la congelacion del semen para Su
conservacion se realiza a bajas temperaturas (-196 °C), a esta temperatura las reacciones metabdlicas
de los espermatozoides se detienen pudiendo conservarlo durante mucho tiempo, ademds se facilita
su transporte ampliando considerablemente la utilizacién de los sementales.

2.3 Factores que afectan la viabilidad espermatica durante el proceso de crioconservacion

Galina, et. al., 2009 y Choez, 2010, (citados por Valdez J. D. 2013), indican que la eStructura y
composicion de las membranas plasmaticas determinan los principales eventos celulares que
tienen lugar durante los procesos de criopreservacion, su comportamiento durante la congelacion y
descongelacion definird los indices de supervivencia de la célula congelada. Los periodos criticos para
la sobrevivencia celular durante la criopreservacion son, la fase inicial del congelamiento y el periodo
de retorno a condiciones fisioldgicas.

Stornelli, et. al., 2005 y Galina, et. al., 2009, (citados por Valdez J. D. 2013), afirman que cuando los
espermatozoides son congelados y descongelados se ven sometidos a varios ciclos de deshidratacion
e hidratacion lo que resulta en cambios significativos de volumen. EI primer cambio de volumen
ocurre cuando la célula es colocada dentro de un diluyente, el cual contiene sustancias crioprotectoras
como glicerol, y posteriormente cuando la solucion es congelada. Mas tarde ocurren cambios de
volumen cuando la solucién es descongelada. Estos cambios de volumen estan asociados a cambios
de la concentracion de iones y electrélitos en las soluciones intra y extra celular. La forma en que
ocurren estas modificaciones determina la mayor o menor capacidad de la célula para soportar.

Stornelli et. al., 2005, (mencionados por Valdez J. D. 2013), afirman que el shock térmico, dado por
el enfriamiento rapido del semen entre 30 °C y 0 °C, inducen a un estrés letal y el aumento de la
permeabilidad de la membrana en algunas células viéndose afectada la regulacion del calcio, por lo
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que debe realizarse cuidadosamente. Usualmente se utiliza yema de huevo en la preparacion de los
diluyentes debido a que los fosfolipidos y las lipoproteinas de baja densidad y alto peso molecular
posee un efecto protector contra el shock de frio al actuar sobre la superficie celular.

Los crioprotectores permiten mantener una mayor proporcion de agua liquida a bajas temperaturas,
reduciendo la concentracion de electrdlitos del medio celular interno posibilitando la supervivencia al
permitir que el agua intracelular salga al exterior y se congele durante el proceso de criopreservacion,
la célula se deshidrata y evita que se forme cristales de hielo internamente. Sin embargo, estos
compuestos, incorporados a los diluyentes producen un estrés transitorio importante sobre la
membrana plasmadtica de los espermatozoides y que estd intimamente relacionada con la capacidad
penetrante de los crioprotectores.

Stornelli et. al., 2005 y Avila et. al., 2006, (nombrados por Valdez J. D. 2013), afirman que el
estrés osmodtico afecta los fosfolipidos de la membrana plasmatica aumentando la permeabilidad y
fusiondndola con el acrosoma. Se ha observado que la hiperosmolaridad producida por el glicerol posee
un efecto estimulador de la reaccion acrosémica pudiendo ser reducido mediante la incorporacion
en etapas del glicerol en el medio de congelacion en el proceso de criopreservacion lo que permite
aumentar considerablemente la proporcion de espermatozoides sobrevivientes al descongelado.

2.3.1 Alteraciones de los espermatozoides durante el proceso de congelacion y
descongelacion

Stornelli, et. al., 2005, (mencionado por Valdez J. D. 2013), concluyen que la crioconservacion
disminuye la motilidad espermatica, dado por la heterogeneidad de la poblacion de células espermaticas
presentes en el semen al momento de la congelacion. Los espermatozoides descongelados muestran
movimiento de intensidad variable relacionandose con la pobre capacidad fecundante del semen
congelado.

Camara, et. al., 2011, mencionan que en la célula espermadtica, los lugares primarios de dafios
causados por la crioconservacion son las membranas: plasmadtica y acrosomal, estructuras celulares
importantes para la sobrevivencia y fertilidad de los espermatozoides La agrupacion de las proteinas
de la membrana celular durante la fase de separacion lipidica inducida por el enfriamiento no es
enteramente reversible comprometiendo la estructura de los receptores y en consecuencia sobre la
interaccion entre gametos (espermatozoide-évulo).

La crioconservacion induce a que los espermatozoides sufran una aparente capacitacion mostrando
un aumento de calcio libre intracelular y cambios tipicos de este evento como la reaccion acrosomal
(Stornelli, et. al., 2005), mencionado por Valdez J. D. 2013.

Gadea, 2003 y Hafez, et. al., 2004, (citado por Valdez 2013), afirman que la La reaccion del acrosoma
es el contribuidor esencial para la fertilizacion porque solo con esta reaccion el espermatozoide puede
penetrar la zona pelicida y fusionarse con el oocito, y su dafio impide la viabilidad del espermatozoide

2.3.2 Procesamiento y congelacion del semen ovino para inseminacion artificial

El semen del carnero se puede congelar empleando la metodologia convencional (congelacion lenta)
0 la metodologia rdpida (congelacién rdpida) pudiendo emplearse para el efecto pajuelas de plastico,
ampolletas o pellets; el semen congelado con la metodologia rdpida mejora la supervivencia de los
espermatozoides (Evans, et. al., 1990), mencionado por Valdez J. D. 2013.
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El plasma seminal no contiene sustancias suficientes para mantener la viabilidad del eyaculado por
largos periodos de tiempo por lo que es imprescindible la adicion de agentes crioprotectores que
prolonguen la vida de las células espermaticas destinadas a inseminacion artificial (lllera, 1994),
mencionado por Valdez J. D. 2013.

Evans, et. al., 1990, (citado por Valdez J. D. 2013), afirman que el método de congelacion de un solo
paso es ampliamente empleado en la congelacion de semen de carnero por su simplicidad y menor
manejo del semen antes de su congelacion; para hacer la dilucién de un solo paso, el semen se diluye
a la dilucion final de precongelacion a 30 °C con diluyente que contiene glicerol y luego se refrigera
a temperatura de 5 °C por 1.5 a 2 horas para luego ser expuestas a vapores de nitrégeno liquido y
posterior sumergimiento en el mismo

2.3.3 Diluyentes para congelar semen de ovino

Las funciones bdsicas de los diluyentes son: el mantenimiento de la fertilidad durante la
crioconservacion y la dilucién del eyaculado para alcanzar el nimero apropiado de espermatozoides
por dosis inseminante (Cueto M., et al., 1993).

Los diluyentes del semen deben contener: un Sustrato energético (azicar), una concentracion
apropiada de electrolitos para proteger a los espermios de los cambios de pH y presion osmdtica
(solucion tampdn), componentes de alto peso molecular para proteger a las células de los efectos
nocivos del frio y estabilizar las membranas durante la congelacion (lecitina, proteinas, lipoproteinas),
un agente crioprotector (glicerol) y antibidticos (lllera, 1994; Laing, et. al., 1990).

Evans, et al., 1990 (mencionado por Valdez J. D. 2013), afirma que el medio Tris-glucosa-yema de
huevo de un solo paso, es el mds adecuado para la dilucion de semen de carnero en pajuela o pelets.

2.3.4 Sustrato Energético

La composicion de los diluyentes seminales incluye los carbohidratos para brindar energia a las células
espermaticas. Los carbohidratos pueden ser preferiblemente un azicar de metabolismo simple y que
las células pueden utilizarlo como fuente de energia (Laskutoff, et. al., 2010), citado por Valdez J. D.
2013.

Galina, et al., 2009; Illlera, 1994 (citados por Valdez J. D. 2013), afirman que la glucosa es el sustrato
de energia mas frecuentemente utilizado en la composicion de los diluyentes, aunque se han usado
también la galactosa, fructosa, ribosa y trehalosa pero con resultados inferiores

Laskutoff, et. al., 2010, (citados por Valdez J. D. 2013), afirman que la cantidad de azticar no debe ser
menor a 0.5 %. Asi mismo, un exceso de carbohidratos puede aumentar la osmolaridad por lo que no
debe superar el 3 % en la compaosicion.

2.3.5 Agentes Proteinicos

Martinez, et. al., 2011, (citados por Valdez J. D. 2013), mencionan que los agentes proteinicos
empleados en los diluyentes seminales se encuentran en la yema de huevo (YH) y la leche descremada.
La yema de huevo (YH) se utiliza ampliamente para la dilucion del semen de diferentes especies dado
el alto nivel de “factores de proteccion espermdtica” que se le atribuyen. Este efecto protector seria
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debido a la presencia de lipoproteinas, lecitinas y glucosa; lo que permitiria e/ mantenimiento de la
viscosidad del semen, formando un barniz protector alrededor de los espermatozoides y proveyendo
de nutrientes a los mismos.

De la Vega 2000, (citado por Valdez J. D. 2013), afirman que la leche de vaca es otro compuesto
utilizado en la preparacion de diluyentes para semen, y que para Ser empleada debe ser descremada
(leche descremada “LD”) y llevada hasta el punto de ebullicion por 15 minutos con lo que se inhibe
la lactenina presente en la leche y que resulta toxica para los espermatozoides. Con el proceso de
calentamiento, la leche ademads de contribuir con el componente proteico para el diluyente seminal,
promueve el desdoblamiento de la lactosa a glucosa y galactosa, que los espermatozoides pueden
utilizar como fuente energética de mayor disponibilidad.

Cdrdova, et. al., 2008, (mencionado por Valdez, 2013), afirman que el uso de la leche de vaca se
debe a la fraccion proteica (caseina), la cual puede actuar como amortiguador contra los cambios
del pH y como agente quelante contra algunos metales pesados. También protege parcialmente al
espermatozoide durante la reduccion de la temperatura en el almacenamiento.

2.3.6 Agentes tamponadores o reguladores de pH

Galina, et. al., 2009 y Laskutoff, et. al., 2010, (citados por Valdez, 2013), mencionan que el aditamento
de agentes tamponadores a los diluyentes seminales ayuda a controlar el pH del medio. Sin estas
sustancias el pH disminuye por accion del metabolismo del espermatozoide formando dcido ldctico
que es el principal metabolito, reduciendo el pH intracelular y su metabolismo. Entre las sustancias
tamponadoras simples se encuentran el citrato y el bicarbonato de sodio con una capacidad
tamponadora limitada; se han empleado sustancias mads complejas que pueden reqular el pH en un
rango mds amplio y no son dependientes de la temperatura (TES, HEPES, MOPS y TRIS).

2.3.7 Agentes Crioprotectores

Herrera, et. al., 2012, (mencionados por Valdez, 2013), afirman que el crioprotector mas frecuentemente
usado es el glicerol, usado para el congelamiento de semen, la concentracién éptima estd determinada
por la composicion del diluyente, la velocidad de enfriamiento, el método de congelacion y
descongelacion empleado y la especie animal, siendo este dltimo factor el mas determinante.

Asi'también afirman que la principal funcion del glicerol es reducir la concentracion de sales y conservar
mayor cantidad de agua no congelada, tanto en el interior como en el exterior de la célula a cualquier
temperatura. El glicerol pese a ser un buen crioprotector, también tiene efectos adversos sobre el
espermatozoide durante su adiccion y en el proceso de congelacion y descongelacion, viéndose
afectada la motilidad posdescongelacion. La velocidad de congelamiento y descongelamiento, y la
composicion del diluyente interactian con la concentracion del crioprotector, por lo que se hace
necesario variar los porcentajes de glicerol segun el método de congelacion, la que hace que la
supervivencia de los espermatozoides depende de la concentracion del crioprotector y la velocidad de
congelamiento y descongelamiento escogidas.

2.3.8 Aditives empleados en los diluyentes ovinos

Bittencourt, et. al., 2008, Deneb, et. al., 2012 y Morton et. al., 2010, (citados por Valdez, 2013),
mencionan que entre los aditivos mas empleados tenemos la yema de huevo, leche entera descremada
y albdmina sérica bovina, principales constituyentes de los diluyentes seminales por décadas, se
han empleado sustancias que permiten mejorar las tasas de movilidad e integridad de la membrana
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plasmatica de los espermatozoides ovinos crioconservados con diluyentes convencionales (Tris
+ yema de huevo) como surfactantes o detergentes, anticoagulantes, factores de crecimiento y
antioxidantes.

Asi también afirman, que el surfactante lauril sulfato sédico conocido también como dodecil sulfato
iénico (DSI) o dodecil sulfato de sodio (SDS) es un detergente aniénico soluble en agua que se utiliza
para solubilizar proteinas.

2.3.9 Descongelacion del semen ovino crioconservado

La fase de descongelamiento es tan importante para la sobrevivencia de los espermatozoides como
el proceso de congelamiento, los espermatozoides que sobreviven a temperaturas de -196 °C son
sometidos al calentamiento y atraviesan nuevamente la zona critica de -15 °C a -60 °C (Mazon, 2011),
mencionado por Valdez J. D. 2013. La descongelacion de semen es un punto muy critico pudiendo
lesionarse los espermatozoides si el proceso de descongelacién no se lleva a cabo de una forma
apropiada, aparte de los dafios criogénicos causados por la congelacion.

El semen de carnero se debe descongelar a una temperatura no menor a 37 °C, en un bafo de
agua con termometro por un lapso de 45 a 50 segundos (Evans, et. al., 1990; lllera, 1994). La
descongelacion del semen a 37 °C es mds adecuada en condiciones prdcticas por excluir el riesgo de
stper calentamiento (Mazon, 2011), citado por Valdez J. D. 2013.

2.3.10 Valoracion del esperma congelado-descongelado

Galina, et. al., 2009, (mencionados por Valdez J. D. 2013), afirman que la fertilidad del semen congelado-
descongelado se relaciona con la motilidad, viabilidad, ultra-estructura y cambios bioquimicos del
espermatozoide congelado-descongelado. Sin embargo, las pruebas de laboratorio bdsicas para
evaluar el semen criopreservado son la motilidad, viabilidad e integridad de las membranas: plasmatica
y acrosomal.

2.3.11 Motilidad y viabilidad

Evans, et. al., 1990, (citados por Valdez J. D. 2013), afirman que la motilidad es el andlisis mas
simple de realizar, se basa en la visualizacion de ondas de movimiento espermatico observadas al
microscopio en un portaobjetos a 37 °C luego de descongelar el semen apropiadamente. Para el
indicativo de viabilidad de los espermatozoides, el andlisis de motilidad se debe realizar a intervalos
de una y dos horas después de descongelado el semen en una muestra de 0.5 ml incubada a 37 °C.
Los eyaculados de carnero se consideran adecuados para su conservacion y uso en inseminacion
artificial si el porcentaje de espermatozoides con movimiento progresivo no es menor del 40 % al
descongelarlos y de 30 % después de terminado la prueba de viabilidad.

2.3.12 Integridad de las membranas plasmatica y acrosomal
El proceso de congelacion-descongelacion afecta las membranas: plasmdtica y acrosomal. La
proporcion de dafio acrosomal varia con el método de congelacion sin exceder el 70 % (Evans, et. al.,

1990), mencionado por Valdez J. D. 2013.

Rubio, 2009, (citado por Valdez J. D. 2013), afirman que las pruebas mds simples para detectar el
dafio en las membranas: plasmatica y acrosomal, son el test de endosmosis positiva (HOST), que
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evalia la integridad de la membrana plasmatica, y el test de resistencia osmdtica (ORT), que evalia la
integridad del acrosoma.

Rubio, 2009, (citado por Valdez, 2013), afirman que el test de valoracion de la funcionalidad acrosomal,
es una prueba que permite valorar la integridad del acrosoma al someter los espermatozoides a
un medio hipo-osmdético (Osmotic Resistance Test, ORT), de forma que aquellos funcionales no
mostraran alteraciones estructurales evidentes a nivel acrosomico. La evaluacion del estado de los
acrosomas permite comparar la resistencia osmdtica de las membranas de distintos eyaculados. Al
realizar esta prueba se evaltuan dos grupos de muestras sometidas a dos diferentes condiciones, una
en hiposmosis (150 m0Osmy/L) y otra en condiciones isosmaticas a 320 mOsm/L que sirve como grupo
control al test. Los resultados se reflejan de manera porcentual, luego de sumar los porcentajes de
acrosomas intactos en las muestras evaluadas de ambos grupos y dividirlos entre dos, para obtener
asi un cociente que representa el porcentaje de resistencia acrosomal al medio hipo-osmético (%ORT).
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1 Localizacion

El trabajo de investigacion se realizé en la comunidad de Collpajawa del Municipio de Laja, segunda
seccién municipal de la Provincia Los Andes del departamento de La Paz. Se encuentra ubicado a 35
km de la ciudad de La Paz, capital del departamento, y se encuentra a 3.860 msnm (PTDI Laja, 2016).

3.2 Caracteristicas del ecosistema
3.2.1 Caracteristicas flora de la zona

* Las caracteristicas edafoldgicas de las comunidades del municipio de Laja, y segtin el PTDI Laja,
(2016) son las siguientes:

* Dispersa de pajonales amacollados en pedregales de la Puna himeda, pastoreo, agropecuario,
con mineria en sectores.

* Arbustos dispersos, pajonales amacollados en sustrato rocoso y manchones de bosques de
Polylepis de la puna himeda, pastoreo, agricultura, ganaderia y mineria por sectores pajonales,
herbazales amacollados y bofedales alto andinos de la Puna himeda, ganaderia, agropecuaria y
mineria por sectores.

* Pajonales, herbazales amacollados y bofedales alto andinos de la Puna himeda, ganaderia,
agropecuaria y mineria por sectores.

* Pajonales amacollados y tolares en pedregales de la Puna Norteda subhimeda a himeda,
ganaderia, agropecuario, con dreas de explotacion de yacimientos mineros.

* Pajonales amacollados y tolares en pedregales de la Puna Norteda subhimeda a himeda,
ganaderia, agropecuario, con dreas de mineria.

3.2.2 Suelos

Eltipo de suelo de municipio de Laja es una asociacion Cambizales Leptosoles con inclusion fluvisoles,
Asociacion Cambizales Leptosoles con inclusion gleysoles, Asociacion Cambizales Leptosoles con
inclusion luvisoles, Asociacion de gleysoles, Asociacion de leptosoles con inclusion de fluvisoles,
Asociacion de regosoles con inclusion de fluvisoles y litosoles.

3.2.3 Cuencas Hidrograficas

El municipio de Laja corresponde a la Unidad Hidrogeografica (UH) endorreica denominada Cuenca
del Altiplano; donde se encuentran los siguientes rios y afluentes a la cuenca, las cuales son:

e Rio Vilaque

* Rio Tujsa Jahuira

e Parte Media Rio Jacha Jahuira
e Rio Caicoma

e Rio Catavi

e Rio Guaquira.

2Plan de Desarrollo Territorial Integral (PTDI - 2016).
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3.2.4 Clima

El territorio del Municipio de Laja presenta un clima frigido, bajas temperaturas, con presencia de
vientos de sur a norte, siendo un factor determinante para el desarrollo de la actividad agropecuaria,
donde no es posible realizar actividades agricolas durante la época seca y fria, inclusive puede afectar a
los cultivos protegidos (invernaderos) por las temperaturas extremas minimas, temperatura promedio
anual es de 10 °C.

3.2.5 Precipitacion pluvial y vegetacion

La precipitacion promedio anual en la zona es de 667 mm, en los meses comprendidos entre noviembre
a marzo, si bien las primeras lluvias se registran en septiembre y pueden extenderse hasta abril. El
promedio de precipitacion maxima anual llega a los 911 mm y mientras que el promedio minimo es
de 404 mm.

A nivel de municipio la vegetacion nativa en Su gran mayoria es arbustivay mas que un aprovechamiento
en términos de volimenes, se tiene una extraccion selectiva con fines de uso doméstico (lefia). La
vegetacion existente es rala y se concentra en las zonas de piedemonte y serrania, existiendo especies
introducidas principalmente arbdreas adaptadas a los factores geomorfoldgicos y climatolégicos de
la region.

En las serranias la vegetacion comprende dominante son los pajonales de Chilliwa e Ichu sicuya (Stipa
ichu), arbustos de afiahuaya (Adesmia miraflorensis) y kaylla (Tetraglochin cristatum); en las zonas
mads bajas se encuentran relictos de arbustos, sobre todo de la familia Baccharis sp. (Thola, Afiawaya).
En las cuestas y mesetas, la vegetacion con mayor presencia corresponde a pastos del tipo chillihuas
porkeal y los chijiales sicuya (Stipa ichu), asi mismo se encuentran ichuales, cebadillares, naccka
tholares,ilchual, chillihuar kaillar, afiahuaya (Adesmia miraflorensis) y kaylla (Tetraglochin cristatum).

3.3 MATERIALES

3.3.1 Material Biologico

Se selecciond un reproductor ovino de la raza Hampshire Down para la coleccion del semen, el cual
fue adquirido de los mejores rebafios de productores de ganado ovino de la region altiplanica de
nuestro Pais, mediante evaluacion de pardmetros como la condicion corporal, edad, tamafio testicular
y fenotipo caracteristico de la raza.

Por otra parte, se utilizaron 50 hembras de razas criollas y mestizas, con edades que oscilan entre 9
meses y 1 afio, en algunos casos fueron multiparas.

3.3.2 Material de Campo
Los materiales utilizados durante el proceso de investigacién fueron los siguientes:

. 1 Aplicador de dispositivos intravaginales para ovinos
. 1 Termo criogénico de semen

. 1 Pistola de inseminacion de ovinos

. 1 Termdémetro

. 1 Funda de catéter

. 1 Areteador aplicador de caravana

3Plan de Desarrollo Territorial Integral (PTDI - 2016).
*Plan de Desarrollo Territorial Integral (PTDI - 2016).
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1 Corta pajuelas

100 Guantes de palpacion rectal

100 Jeringas de 10 ml

100 Agujas hipodérmicas desechables
5 kg de algoddn

1 Litro de yodo

Una caja de barbijos

Una caja de guantes quirtrgicos

10 rollos de papel secante.

Un Ecdgrafo de uso veterinario
Congeladora de semen (adaptacion propia)
Un Kit de coleccion de semen ovino.
Un microscopio electronico

200 Pajillas para semen

500 g de alcohol polivinilico

3.3.3 Insumos veterinarios y de laboratorio

Durante el desarrollo del trabajo de investigacion se emplearon los siguientes insumos veterinarios y
de laboratorio:

50 ml de benzoato de estradiol

50 ml de andlogo de prostaglandina

35 dispositivos intravaginales o esponjas vaginales

100 ml de andlogo de GnRH (Hormona foliculo estimulante de las gonadotropinas)
250 ml de minerales (P, Ca, Ze)

250 ml de antibidtico (oxitetraciclina)

Dilutor de semen comercial triladil.

3.3.4 Material de Gabinete
Se emplearon los siguientes materiales de gabinete:

1 camara fotografica
Libreta de campo
Planillas de registro
Computadora portatil
Calculadora
Impresora

3.4 Metodologia
3.4.1 Socializacion del proyecto

Esta etapa consistio en socializar el proyecto con los beneficiarios de la comunidad de Collpajawa, las
autoridades locales y municipales del municipio de Laja y el equipo técnico de la Carrera de zootecnia
e Industria Pecuaria, con la finalidad de socializar el proyecto y hacerlos participes de las actividades
que se tienen que desarrollar en la ejecucion del proyecto.
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3.4.2 Seleccion del reproductor de la raza Hampshire Down para la coleccion del semen

Se adquirié un reproductor macho de la raza Hampshire Down, de la poblacion de Toledo, perteneciente
a la provincia de Saucari en el departamento de Oruro; se realizé una evaluacion en base a 10s
parametros como la condicion corporal 3.5 (escala 1-5), edad 18 meses, tamafio testicular y fenotipo
caracteristico de la raza.

3.4.3 Entrenamiento del carnero

Consistio en inducir al carnero para que pueda realizar la monta a una hembra sin necesidad que ésta
esté en celo, para posteriormente proceder con la coleccion de semen, utilizando una vagina artificial.

3.4.4 Coleccion de semen

Con una borrega sujetada a la guillotina de coleccion y con la vagina artificial armada (femperatura 38
°C y presion adecuada), se indujo a que el carnero realice la monta, previa estimulacion (excitacion),
al momento de la monta se realizé la desviacion del pene hacia la vagina artificial para que realice la
eyaculacion (2a4 segundos), todo el proceso de coleccion durd entre 6 a 10 minutos aproximadamente,
pasado este tiempo se retird al carnero e inmediatamente el eyaculado se traslado hasta el laboratorio
para la correspondiente evaluacion.

3.4.5 Evaluacion de semen colectado
3.4.5.1 Evaluacion macroscépica del eyaculado

3.4.5.1.1 Volumen

Elvolumen del eyaculado se determind mediante la medicion directa en tubos de recoleccion graduado
en (mL).

3.4.5.1.2 PH del semen

Para la evaluacién de pH, se tomd una muestra de 10 ul del eyaculado, el cual se deposité en un
portaobjeto, posteriormente una tira de indicador de pH se empafid en la muestra del semen, a los 5
minutos se compard el color obtenido de la tira, con los colores de la escala cromatica impresa en la
caja del papel tornasol, el rango para verificar si es bdsico o dcido es entre 5.5y 9.

3.4.5.2 Evaluacion microscadpica del semen

3.4.5.2.1 Motilidad espermatica

Para la evaluacion de motilidad espermatica se coloco 10 ulL de semen en un portaobjeto atemperado
a 37 °C, la muestra se cubrié con un cubre objeto también atemperado, la lectura se realizo a 40x;
contando y valorando los espermatozoides que se mueven de forma rectilinea.

Se dividio el numero de espermatozoides en movimiento contado, entre el total de espermatozoides
contados en un campo y multiplicado por 100.
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N° de espermatozoides moviles
% de motilidad = x 100
Total, espermatozoides contados

3.4.5.2.2 Vitalidad espermatica

Se tomd una alicuota del eyaculado y se puso sobre un extremo del portaobjeto atemperado a 37 °C, el
eyaculado se mezcld con una alicuota de eosina y nigrosina los cuales se homogenizaron suavemente
con el borde de otro portaobjeto también atemperado, luego se realizé el extendido en forma firme,
para que el frotis no tenga un grosor excesivo, se dejé secar en la platina térmica y se procedio a la
lectura correspondiente con microscopio a 100x, visualizando tefidos cuando los espermatozoides
estan muertos y vivo cuando estdn de color blanco brillante, se determind el porcentaje de vitalidad
con la siguiente férmula:

n
% Vitalidad = -------- X100
N

n=Numero de espermatozoides sin tefir
N= Nimero de espermatozoides contados

3.4.6 Concentracion espermatica

La concentracion espermatica fue determinada con un fotémetro SDM1 calibrado para semen ovino, el
semen se extendio 1:1 con solucién salina fisiolégica en una cubeta (del fotémetro), luego se procedio
a acomodar la cubeta en la camara del fotometro para su respectiva valoracion. la concentracion se
determind en x106 espermatozoides/ml.

Se realizo la evaluacion macroscépica y microscopica, mediante el uso FOTOMETRO SDM1.

Sorensen, (1991), (citado por Cdceres, B. E. 2013), afirma que la evaluacién espermadtica nos permitio
estimar la fertilidad potencial del semental, determindndose los pardmetros espermaticos que son
indicadores de calidad del semen del reproductor, segin metodologia propuesta por el autor.

Estos pardmetros pueden ser de cardcter macroscopico (color, aspecto, volumen, pH) ya que pueden
ser evaluados a simple vista en la muestra seminal; y microscopicos (motilidad masal, motilidad
individual, concentracion espermatica, anormalidades, integridad de membrana, vitalidad) que deben
ser evaluados utilizando un microscopio.

3.4.6.1 Motilidad Masal

Evans y Maxwell, 1990, afirman que la motilidad masal valora la formacion y progresion de ondas
producidas por el desplazamiento de los espermatozoides. La onda de movimiento solo puede ser
observada en especies de alta concentracion espermadtica, como es el caso de pequefios rumiantes.

Pérez y Pérez, 1985; Padron et al., 1998, afirman que la motilidad masal se determina mediante
microscopia optica a 100 aumentos (100x), utilizando una pequefia gota de semen puro colocada
sobre un portaobjeto temperado a 37 °C.
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3.4.6.2. Vitalidad

La membrana celular de los espermatozoides representa una barrera al paso de tinciones al medio
intracelular. Los espermatozoides vivos no dejan pasar ningtin tipo de colorante a su medio intracelular,
mientras que los muertos, los absorben. Este fendmeno biofisico permitio el desarrollo de técnicas
orientadas a la diferenciacion de espermatozoides vivos de los muertos (Mex., J.E. et al 2009).

Actualmente, existe toda una serie de técnicas destinadas a identificar espermatozoides vivos y
muertos. Se han descrito numerosas tinciones basadas en la permeabilidad selectiva de la membrana
plasmatica como por ejemplo la eosina-nigrosina (Colas, 1975), y azul de Tripan (Suttiyotin y Thwaites,
1992). De tal manera, que si el espermatozoide estd vivo, la membrana celular actida como barrera
impermeable impidiendo el paso del colorante a través de ella, permaneciendo la célula sin tedirse
Ozturkler et al., (2000), citado por Valdez J. D. 2013.

3.4.7 Proceso de dilucion y congelacion de semen

Para el proceso de dilucion del semen colectado, se utilizé el dilutor comercial Triladyl, previamente
atemperado a 36 °C, para luego proceder con la criopreservacion mediante la técnica propuesta de
congelacion por vapores de nitrégeno liquido controlado. Posteriormente fue empajillado para la fase
de inseminacion.

*Dilucion del semen

Posterior a la evaluacién microscdpica de los espermatozoides, el eyaculado fue diluido con el dilutor
comercial Triladyl, la dilucion se realizé a una temperatura de 37 °C. al finalizar la dilucion realizé una
segunda evaluacion de la motilidad.

*Congelacion de semen

*Descenso de la temperatura

El semen diluido fue sometidas a un descenso de temperatura gradualmente hasta alcanzar 5 °C a una
velocidad de 1 °C /2.9 minutos.

*Fase de equilibrio

Con el propdsito de que el crio protector del dilutor tenga efecto sobre los espermatozoides, el semen
diluido se refrigerd en una conservadora portatil (5 = 2 °C) durante 2 horas, se realizo una agitacion
de la dilucion en intervalos de 30 minutos.

*dentificacion de las pajillas

Las pajillas se codificaron con un marcador indeleble, se codifico la especie, codigo del carnero, fecha
y el tratamiento (tiempo de exposicion al vapor de nitrégeno).

*Empajillado de semen y sellado de pajuela

Transcurrido el tiempo de equilibrio (2 horas) se realizo el empajillado del semen diluido, para esto se
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utilizo una jeringa modificada, se succiond el semen dejando un espacio de aire de 1cm en la pajilla,
estas se sellaron con plastilina, todos estos proceso se realizaron a una temperatura de 5 °C.

*Crioconservacion

La crioconservacion del semen se realizé manualmente, con el método de congelado a vapor de
nitrégeno controlado, en una cdmara criogénica desarrollada. Inicialmente se vertio un kg de Nitrégeno
liquido en la camara criogénica que contiene una rejilla, las pajuelas de semen se distribuyeron sobre la
rejilla, seguidamente se cerro la camara criogénica. Los tiempos de exposicion al vapor de nitrégenos
fueron 5 minutos (tratamiento 1), 10 minutos (fratamiento 2) y 15 minutos (tratamiento 3) a razén de
6 litros/minuto de aire mediante el sistema de ingreso de la camara criogénica generandose vapor de

nitrégeno, finalmente las pajuelas de semen se sumergieron en nitrégeno liquido y fueron trasladados
a las canastillas del termo criogénico a -196 °C.

3.4.8 Evaluacion de semen post descongelado
La evaluacion microscopica post descongelado se realizé como lo descrito anteriormente.

Después de la criopreservacion se procedio con la evaluacion del semen para ver las caracteristicas
de vitalidad, motilidad, con el FOTOMETRO sdm1 y un microscopio electrénico.

3.4.9 Inseminacion con semen criopreservadas

Para acelerar el proceso de mejora genética en los rebafios de los productores de ovinos de
Collpajawa, se procedio a realizar la inseminacion artificial con el semen congelado, utilizando el Kit
de Inseminacion Artificial, para ello se seleccionaron 50 borregas a las cuales se sincronizo el celo.

3.4.10 Variables de respuesta
Para el primer objetivo especifico, la variable de respuesta fue:

e lavitalidad espermatica (%)

Para el segundo objetivo especifico, la variable de respuesta fue:
e la motilidad espermatica (%)

Para el tercer objetivo especifico, la variable de respuesta fue:
e el porcentaje (%) prefiez

3.4.11 Evaluacion estadistica del estudio

Para el primer y segundo objetivo especifico se utilizé un disefio completamente al azar, con el
siguiente modelo estadistico:

Yij= Ll+ a,-+ gij
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Donde:

Y_ij = Una observacion (vitalidad y motilidad espermatica).
1 = Media general del experimento.

o i = Efecto de la i - ésima Tratamiento (vapores de nitrégeno controlado)
€ if = Error del experimento.

El nivel de significancia con la que se trabajo fue al 5 %, para evaluar las diferencias estadisticas en el
analisis de varianza, asimismo, se procedio a realizar la comparacion de medias Tukey.

Para el tercer objetivo especifico se utilizo la prueba estadistica de Chi cuadrado (X2); con la siguiente
formula:

. 22
Zc%aiczz(fﬂ jE)

Je
Donde:
X2 = valor estadistico de ji cuadrada.

fo = frecuencia observada
fe = frecuencia esperada.
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4. RESULTADOS
4.1 Determinacion de la vitalidad espermatica post congelado

Cuadro 1. Determinacion de la vitalidad espermatica post descongelado a efecto de la vaporizacion
controlada de nitrégeno
Variable dependiente: VITALIDAD

Fuente GL Suma de cuadrados Cuadrados medios F-Valor Pr>F
Tiempo de vaporizacion 2 2891.088889 1445.544444 243.71 <.0001***
Error 87 516.033333 5.931418
Total corregido 89 3407.122222
*** Muestra diferencias altamente significativas

CV.:5.43

El andlisis de varianza, indica que existen diferencias estadisticas altamente significativas de la vitalidad
espermatica a efecto de los tiempos de vaporizacion controlada de nitrégeno (Pr. < 0.05).

El Coeficiente de Variacion, 5.43 % indica que los datos obtenidos y analizados son confiables.

Figura 1. Comparacién de medias en la vitalidad espermatica post descongelado a efecto de la
vaporizacién controlada de nitrégeno

51,43
45,53

37,60

C

M 15 minutos M 10 minutos 5 minutos

La Figura 1, de comparacion de medias Tukey (o = 0.05), muestra que la vitalidad espermatica post
descongelado es estadisticamente diferente y superior (50.03 %) con 15 minutos de vaporizacion
controlada de nitrégeno respecto a los demds tiempos de vaporizacion de nitrégeno; la vitalidad
espermdtica post descongelado fue de 45.53 % con 10 minutos de vaporizacion de nitrégeno, siendo
estadisticamente diferente y superior a la motilidad espermatica post descongelado 37.60 % con 5
minutos de vaporizacion controlada.

Castillo, Pducar & Alvarado (2019), realizaron la congelacién de semen de carneros utilizando el
dilutor comercial Andromed (minitube), se inicio el descenso de la temperatura de las pajillas en una
refrigeradora, llevando el semen desde 22 °C hasta 5 °C en 2 horas, aproximadamente, y se estabilizo
en la refrigeradora a 5 °C durante 18 horas, posteriormente, las pajillas se congelaron en vapores de
nitrégeno liquido a -120 °C, en un tiempo de 4 minutos y luego se sumergieron directamente en el
nitrégeno liquido. EI descongelamiento de las pajillas se realizo a una temperatura de 38 °C en un
termo descongelador por 20-30 segundos. La vitalidad reportada fue de 56.59 + 7.3, siendo superior
al encontrado en nuestro trabajo de investigacion, la mejor vitalidad (51.43%) con 15 minutos de
vaporizacién controlada de nitrégeno.
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Pérez & Mellisho (2011), en un experimento realizado en el Centro de Investigacion y Produccion
Chuquibambilla, Universidad Nacional del Altiplano, Melgar, Puno (3970 m.s.n.m). Utilizaron 5
carneros adultos, 2 de raza merino y 3 criollo-mejorado, siendo estos mantenidos en un sistema mixto
de pastoreo/estabulado. Se realizaron 5 colectas a cada carnero con una vagina artificial. Se utilizo el
dilutor tris-yema-glicerol a una concentracion final de 160 millones/ml, en dos etapas, primero a 15
°C dilutor sin glicerol y segunda a 5 °C dilutor con glicerol. Posteriormente, se realizo el envasado de
las pajillas (0.25ml) y se dejaron 1 hora en tiempo de equilibrio, luego se procedio a congelar. Las
pajillas de semen del tratamiento controlado fueron expuestas a una tasa de congelacion de — 20 °C/
minuto por 6 minutos (-120 °C) y, posteriormente, sumergidas en nitrégeno liquido (NL, -196 °C). En
el método sin control, las pajillas fueron colocadas en rejillas a 6 cm sobre el nivel de NL, dentro de
una caja de tecnopor cerrada herméticamente por 10 minutos, siendo luego sumergidas en NL. Las
muestras fueron evaluadas reportandose una vitalidad espermatica de 54.65 + 4,43a 45.00 + 11.10b
% para tratamiento controlado y sin control respectivamente.

4.2. Determinacion el porcentaje de movilidad individual de los espermatozoides post — descon-
gelacion utilizando vapores controlados de nitrogeno liquido.

Cuadro 2. Determinacion el porcentaje de movilidad individual de los espermatozoides

Fuente GL Suma de cuadrados Cuadrados medios F-Valor Pr>F
Tiempo de vaporizacion 2 2714.422222 1357.211111 290.81 <.0001***
Error 87 406.033333 4.667050
Total corregido 89 3120.455556

*** Muestra diferencias altamente significativas

CV.:4.96

En andlisis de varianza, indica que existen diferencias estadisticas altamente significativas de la
movilidad individual de los espermatozoides a efecto de los tiempos de vaporizacién de nitrégeno (Pr.
<0.05). El Coeficiente de Variacion, 4.96 % indica que los datos obtenidos y analizados son confiables.

Figura 2. Comparacion de medias de la movilidad individual de los espermatozoides

50,03
43,93

36,60

C

La Figura 2, comparacién de medias (Tukey a =0.05) de la movilidad espermatica post descongelado,
se evidencia que la vaporizacion por 15 minutos es estadisticamente diferente y superior (50.03 %
motilidad) respecto a los demads tiempos de vaporizacion, la motilidad espermatica post descongelado
fue de 43.93 % y 36.60 para 10 y 5 minutos de vaporizacién con nitrégeno respectivamente.

Cabrera, Ayulo, Pantoja (2011), congelaron semen de carneros utilizando las pajillas sobre una rejilla
metélica, a 2 cm de la superficie (5 °C) del tanque de nitrégeno liquido, generandose vapores de
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nitrégeno liquido durante 2 minutos (-92 °C), y luego fueron sumergidas en nitrégeno liquido (-196
°C). La descongelacion a 38 °C, por 15 segundos, evaludndose la motilidad individual progresiva del
62.0 y de 56.8 % para los dilutores Tris y Citrato, respectivamente. Respecto al trabajo realizado y
los resultados obtenidos, la motilidad espermatica es relativamente menor, esta diferencia podria
atribuirse a las propiedades propias de los dilutores, el tiempo de equilibrio y las condiciones de
manejo del semen desde la coleccion hasta la congelacion.

Mex, Lopez, & Mena (2009), utilizando triladyl como dilutor, realizaron el enfriamiento de las muestras
de semen de carnero, de 37° C a 5° C en un lapso de 2 horas; luego envasaron el semen en pajillas
de 0.25 ml, teniendo mucha precaucion al momento de su manipulacion, evitando que las muestras
de semen suban a mds de 5° C., sequidamente las pajillas se expusieron a los vapores de nitrégeno
liquido, suspendidas horizontalmente sobre una rampa a 5 cm sobre la superficie del nitrégeno,
los vapores de nitrégeno duraron 7 minutos, luego las pajillas se sumergieron dentro del nitrégeno
liquido (-196° C), posteriormente se embalaron y se guardaron en un termo de nitrégeno liquido
hasta su evaluacion. La descongelacion de las pajillas se efectudé a 37°C durante 30 segundos, a la
evaluacion se evidencié 60.12 % de motilidad espermadtica. Por lo que la motilidad encontrada en
nuestro trabajo de investigacion es inferior al reportado por los autores mencionados, pudiéndose
atribuir al uso de los dilutores (comerciales), y los cuidados exhaustivos en el proceso de la dilucion
hasta la congelacion.

4.3 Evaluacion de la preiiez en ovinos inseminados con semen fresco y congelado
La evaluacion de la prefiez, con semen fresco y congelado, mostro los siguientes datos:

Cuadro 4. Prefiez en ovinos inseminados con semen fresco y congelado

Borregas con o Borregas o

: Borregas . s %o . : Borregas %o

Tipo de semen . . manifestacion inseminada ~ ~
sincronizadas Celo prefiadas Prefiez

de celo S

IA semen fresco 22 18 81.82 18 7 38.892
IA semen congelado 13 10 76.92 10 1 10.002
Total 35 28 79.37 28 8 24.44

@ muestra la no asociacion de la variable con el tipo de semen (ji cuadrado)

El Cuadro 4, muestra los resultados de prefiez con semen fresco y semen congelado, en la que las
borregas inseminadas con semen fresco alcanzaron un porcentaje de prefiez de 38.89 %, mientras las
borregas inseminadas con semen congelado, fue del 10 %.

De un total de 35 hembras, 28 entraron en celo, representando el 79.37 %, de este numero, 18
hembras fueron destinados para la inseminacion con semen fresco, y 10 para inseminar con semen
congelado.

Herndndez-Herndndez, Martinez-Gonzdlez, Ibarra-Hinojosa, Briones-Encinia, & Saldafa-Campos
(2014), realizaron la inseminacion artificial intra cervical y por laparoscopia en ovinos con celo
sincronizado, protocolo de sincronizacion (CIDR + P4 + Cloprostenol + 200 Ul de eCG), utilizando
semen fresco, reportando el porcentaje de gestacion a primer servicio de 51.5 %, sin que se encontraran
diferencias significativas (P>0.05) respecto a las ovejas que Se inseminaron por laparoscopia quienes
presentaron 55 % de gestacion. En el presente trabajo de investigacion se encontré 38.89 % de
gestacion, siendo inferior al reporte de los autores anteriores. Estas diferencias pudieran atribuirse
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a las condiciones de manejo y alimentacion con las cuales son criadas los ovinos en la comunidad
Collpajawa del Municipio de Laja.

Pérez, Quispe, Malaga, Quispe, & Perez (2011), en el Centro de Investigacion y Produccion
Chugquibambilla) colectaron semen de 2 carneros de tres afios de edad de la raza Criolla y congelaron
en un dilutor modificado (leche, yema de huevo, fructosa y glicerol y antibiéticos). Las inseminaciones
fueron ejecutadas por los propios duefios de los rebafios en la época reproductiva en celo natural,
posterior a un entrenamiento sobre la técnica de inseminacion, donde lograron del 50.2 al 71.0 % de
pariciones. Los resultados encontrados en el presente trabajo de investigacion alcanzo al 10 %, este
dato es menor a los reportados por los autores mencionados, pudiendo atribuirse estas diferencias
a la época en la que se realizo el trabajo de investigacion (agosto — septiembre). Si bien el protocolo
de sincronizacion hizo que las borregas manifiesten celo, pudiera ser que no se logro la ovulacion
esperada, lo que incidio en la fertilidad baja.
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5. CONCLUSIONES

El mejor tiempo de vaporizacion controlada para lograr una motilidad y vitalidad espermatica
aceptables es a los 15 minutos, la cual consiste en que los primeros 5 minutos sin vapor de nitrégeno,
los siguientes 5 minutos ingresdndose aire a razon de 3 litros/minuto mediante el sistema de ingreso
de la cdmara criogénica generandose vapor de nitrégeno, finalmente durante los ultimos 5 minutos
ingresando aire a razon de 6 litros/minuto, hasta que finalmente las pajuelas de semen se sumergen
en nitrégeno liquido y sean trasladadas a las canastillas del termo criogénico.

La congelacion espermadtica a menor tiempo implica una velocidad de descenso de temperatura muy
acelerada, siendo perjudicial para la motilidad y vitalidad espermatica post descongelado.

La inseminacion artificial con semen congelado en ovinos, no es la mds apropiada para realizarla a
nivel de campo bajo condiciones de manejo tradicional de los rebafios de ovinos, mucho mds si se
estd fuera de su época reproductiva, posiblemente el sitio de deposicion de semen (intravaginal) sea
uno de los factores que afecta a la fertilidad por esta técnica reproductiva.
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6. RECOMENDACIONES

Realizar trabajos de inseminacion artificial con semen fresco y congelado, en época reproductiva en
ganado ovino, aprovechando el celo natural. Lo que abarataria los costos de sincronizacion de celo,
ademds de incrementar las tasas de fertilidad.

El bajo porcentaje de prefiez logrado con inseminacion artificial con semen congelado crioconservado,
datos que se corroboran con otros estudios sobre el tema, muestra que es necesario realizar trabajos
de inseminacion con semen congelado utilizando otras técnicas de inseminacion, como es la
inseminacion laparascopica, para incrementar los porcentajes de prefes.

Proponer programas de inseminacion artificial y monta controlada con carneros de diferentes razas,
diversificando el sistema productivo del ganado ovino en el altiplano.

Finalmente se recomienda que las instituciones dependientes de los municipios, gobernaciones,
estado y las universidades, deben implementar planes, programas y proyectos que apoyen a los
productores de ovinos.
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Anexo 1. Socializacion del convenio con los productores de ovinos del municipio de Laja, para
Ia ejecucion del proyecto de investigacion.
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Anexo 2. Firma del convenio para Ia ejecucion del trabajo de investigacion con las autoridades
de Ia comunidad de Collpajawa y las autoridades del municipio de Laja.
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Anexo 3. Proceso de recoleccion del semen del reproductor ovino de Ia raza Hampshire Down.
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Anexo 4. Llenado de pajuelas con el semen de del reproductor ovino de la raza
Hampshire Down, para su criopreservacion.
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Anexo 5. Proceso de congelacion del semen del reproductor ovino de la raza Hampshire Down.
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Anexo 7. Proceso de inseminacion con semen criopreservado.
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