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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion “Técnica de crio preservacion de semen caprino,
Santa Elena” tuvo como objetivo evaluar la técnica de criopreservacion sobre la
calidad post descongelamiento de semen caprino en el Centro de Apoyo Rio Verde.
Se recolectd semen por medio del equipo electroeyaculador que consistié en enviar
pequefias ondas eléctricas por la via rectal de los machos y asi estimularlos. A las
muestras colectadas se les realizod evaluaciones macroscopicas y microscopicas tanto
en semen fresco como post descongelado. En la técnica de criopreservacion del
germoplasma se utilizdo el diluyente optixcell que incluye como componentes
carbohidratos, sales minerales, tampon, antioxidantes, glicerol, fosfolipidos, agua
ultrapura, antibioticos, lo que ayuda a conservar los espermatozoides después del
descongelamiento. El semen procesado se envasé en pajuelas de 0,50cc, que fueron
congeladas y almacenadas en nitrégeno liquido. Las variables estudiadas en semen
fresco y post descongelado fueron motilidad masal, individual, morfologia
espermatica y vitabilidad espermatica. Los resultados en semen fresco indicaron para
motilidad masal un 80% de ondas densas de movimiento, motilidad individual un 77%-
80% con movimientos progresivo muy rapido (dificil de seguir visualmente),
morfoanomalia hasta un 15% tanto en cabeza y cola, vitabilidad espermatica hasta un
94% en las diferentes muestras. Para semen post descongelado, los resultados
obtenidos en motilidad masal no fue mayor a un 55%, que indica ondas y remolinos
vigorosos; motilidad individual entre 50 a 61% indica desplazamiento (bueno). La
variable morfoanomalia que presentd cola y cabeza no fue mayor de un 16%. En la
variable de vitabilidad espermatica dio un valor 6ptimo 46%-58% de espermatozoides

V1VOS.

Palabras clave: criopreservacion de semen, electroeyaculacion, espermatozoides,

espermiograma.
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ABSTRACT

The present research work "Goat semen cryopreservation technique, Santa Elena"
aimed to evaluate the cryopreservation technique on the post-thaw quality of goat
semen at the Rio Verde Support Center. Semen was collected by means of the
electroejaculatory equipment that consisted of sending small electrical waves through
the rectal route of the males and thus stimulating them. The collected samples
underwent macroscopic and microscopic evaluations both in fresh and post-thaw
semen. In the germplasm cryopreservation technique, the optixcell diluent was used,
which includes as components carbohydrates, mineral salts, buffer, antioxidants,
glycerol, phospholipids, ultrapure water, antibiotics, which helps preserve the sperm
after thawing. The processed semen was packed in 0.50cc straws, which were frozen
and stored in liquid nitrogen. The variables studied in fresh and post-thaw semen were
individual and mass motility, sperm morphology and sperm vitality. The results in
fresh semen indicated for mass motility 80% dense waves of movement, individual
motility 77% -80% with very fast progressive movements (difficult to follow visually),
morphoanomaly up to 15% in both head and tail, vitality sperm up to 94% in the
different samples. For post-thaw semen, the results obtained in mass motility was not
greater than 55%, which indicates vigorous waves and eddies; Individual motility
between 50 to 61% indicates displacement (good). The morphoanomaly variable that
presented tail and head was not greater than 16%. In the sperm vitality variable, it gave

an optimal value of 46% -58% of live spermatozoa.

Key words: cryopreservation of semen, electro ejaculation, sperm, spermiogram.
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INTRODUCCION

La existencia de los caprinos en el mundo es alrededor de 1005 millones de cabezas
con la mayor poblacion ubicados en los paises con alto nivel de pobreza, cuya finalidad
es el autoconsumo y venta doméstica para asi sobrevivir (Bacilio, 2015). En el Ecuador
segun las cifras del MAGAP, se aprecia una poblacion de caprinos de 130.091cabezas,
de las cuales el 44.5% pertenecen a la region Costa, 43.4% a la region Sierra (Canepa,

2015).

El caprino es un animal que se define por su docilidad, precocidad, rusticidad y
adaptacion al medio ambiente, una especie para reproduccion y produccion. Esta
especie ha pasado a formar parte de la alimentacion del hombre, acompafiando en sus
diferentes desplazamientos y participando de su vida nomada y sedentaria (Bacilio,

2015).

En el Ecuador, los caprinos son parte de la actividad socio-econdmica de pequeiios
productores pecuarios. Las razas predominantes son Anglo Nubian, Criolla, Boer y
Sanen, localizandose en la Sierra los cuatro genotipos de cabras, mientras que en la
Costa predomina la Anglo-Nubian y Criolla y en la region Oriente e Insular se localiza

la Criolla (Camacho, 2018).

En Santa Elena, el 25% de tenedores de ganado caprino contribuye a la subsistencia
economica de las familias, sin embargo, el manejo reproductivo es deficiente y existe

un marcado % de consanguineidad (Solis et al., 2020)

Segtin Gonzales (2005), actualmente la biotecnologia reproductiva comprende una
serie de biotécnicas que aumenta la eficiencia en reproduccion animal, ayuda al
mejoramiento genético de las especies, y aumentar el nimero de animales en un corto
plazo, como la técnica de crio preservacion que es eficiente en la cual se almacena el
material genético de la mayoria de especies como la de los caprinos, para obtener una

seguridad sanitaria y minimizar el riego de brotes de enfermedades; pero, es



importante conocer los aspectos relacionados directamente a esta técnica de

reproduccion animal (Hernandez et al., 2020).

La crio preservacion de semen es innovador en la biotecnologia en reproduccion
animal con la finalidad de conservar el germoplasma, que, junto con la inseminacion
artificial (IA), proporcionan un ahorro en la economia para los productores que se
dedican al ambito ganadero; esta biotecnologia beneficia al reducir los costos en el
manejo de un macho reproductor, y también disminuir los riesgos de propagar

enfermedades por transmision sexual (Anchatufia, 2017).

Es importante considerar que la congelacion y descongelacion del semen caprino
produce dafios a los espermatozoides en la morfologia espermatica, motilidad, vigor y
con un aproximado de muerte de espermatozoides del 30%, reduciendo el porcentaje
de espermatozoides moviles en un 50%. Por lo que una opcidn para conservar en un
buen estado el semen y los espermatozoides se utiliza diluyentes como el optixcell que
es a base de amortiguadores de pH (tris, acido citrico), azlicares con bajo peso
molecular (fructuosa, glucosa) que pasan a través de la membrana celular sirviendo
como fuente energia para el espermatozoide, el que se utiliza en una relacion de 1:1

(Parada, 2015).

El presente estudio pretende promover la inseminacion artificial en cabras, ya que en
la provincia de Santa Elena es poco utilizada en las explotaciones caprinas que
actualmente no presentan progreso genético debido a que los reproductores son
seleccionado de los animales de la misma finca, lo que atare con ello problemas de
consanguinidad ya que los cruzamientos se realizan sin controles y las castraciones en

esta especie son una actividad poco comun de los pequefios ganaderos.

Problema Cientifico:

(Utilizar la técnica de criopreservacion de semen es una alternativa viable para

conservar una buena calidad seminal en la reproduccion caprina?



Objetivo General:

Evaluar la técnica de crio preservacion sobre la calidad del semen caprino en fresco y

post descongelado.

Objetivos Especificos:
o Evaluar las caracteristicas macroscopicas en semen caprino fresco.
e Evaluar la calidad del semen caprino antes y después del proceso de

crioconservacion.

Hipotesis:
e La calidad espermatica del semen de caprino sometidos a técnicas de crio

preservacion se ve afectada a la post congelacion.



CAPITULO 1. REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1 Reproduccion en caprinos
1.1.1  Aspectos reproductivos del macho caprino

El fotoperiodo y los factores ambientales son importantes e influyen mucho en los
machos caprinos al presentar variaciones estacionales en el servicio y en la calidad
espermatica; los niveles sanguineos de androgenos (testosterona) van incrementando
dependiendo del clima en donde se encuentran los machos; ellos son del clima calido,

mientras que en invierno la testosterona decrece (Urviola et al., 2017).

Sefiala el autor mencionado anteriormente, que en el sistema hormonal intervienen los
androégenos que son producidos en los testiculos, que ayuda a mantener
funcionalmente en actividad manifestaindose al macho caprino los caracteres sexuales

secundarios.
1.1.2  Determinacion de la edad y peso vivo a la pubertad

El buen funcionamiento del aparato reproductor y la actividad sexual depende tanto el
desarrollo corporal como de una buena alimentacion, manejo sanitario entre otros
factores importantes. El macho, debe tener un peso optimo de 30 kg, por lo que el
factor nutricional es uno de los aspectos mas importantes para que llegue a la madurez
sexual; el macho cabrio a los 3 y 4 meses de edad ya esta en el momento de producir
espermatozoides, la libido y la ereccion del pene se presenta después, pero para evitar
prefieces no deseadas es necesario que los animales sean separados dependiendo de su

sexo (Solis et al., 2014).
1.2  Técnica de Reproduccién en caprinos
1.2.1 Manejo del macho

Para realizar reproduccion animal se debe de comenzar con el respectivo
adiestramiento de los machos, donde se elige los animales que se va a trabajar y
dependiendo del método ya sea con vagina artificial (maniqui) o electro eyaculador y
tener en cuenta una serie de cuidados en los animales, donde se busca reforzar los
reflejos condicionados del animal que conduce al cortejo, la monta, desvaine,

penetracion y la eyaculacion; esta practica debe estar en presencia del personal



establecido en el campo, los machos deben de ser registrados al momento de hacer la
practica, se debe visualizar el estado nutricional del animal al momento del
adiestramiento para saber si son aptos o no, los machos con menor estado nutricional

manifiesta un menor estado de libido (Aisen, 2015).
1.3 Equipos y materiales de uso en la técnica de reproduccion en caprinos
1.3.1 Eyaculacion

La eyaculacion empieza con la presencia de la libido o también conocido como el
deseo sexual en el caprino lo cual interviene la testosterona (Valdez, 2013). Una
hembra en celo ayuda que el macho aumente la actividad sexual, el pene se mantiene
dentro de la vaina hasta que monta, se da el movimiento de propulsion, seguido de la
eyaculacion, puede ser inhibida por varios factores externos por ejemplo, temperatura
y presion, los factores fisiologicos; dolores, lesiones musculares entre otro también
presentan los factores patoldgicos; adherencias en el pene, enfermedades (Valdez,

2013).

1.3.2 Semen caprino

Segun Hernandez (2020) el semen de macho caprino es de color blanco grisaceo o
amarillento, la densidad como el color del semen muestra la relacion directamente con
la concentracion de espermatica, pudiendo asi diferenciar de un eyaculado a otro aun
en el mismo macho, el volumen del eyaculado de 1.2 ml depende de la edad y del peso
corporal del animal, la concentracion espermadtica estd desde 2-6 millones de
espermatozoides por ml y consistencia inestable desde cremosa espesa (indica buena
calidad seminal) hasta clara-acuosa o blanquecino traslucido que indica que no tiene

buena calidad seminal y no es apto para las evaluaciones (Hernandez, 2020).
1.3.3 La electroeyaculacion

El electroeyaculador es un equipo que envia una serie de pulsos cortos, de bajo voltaje
de corriente a los genitales y los nervios pélvicos que ayudan a que el animal
desenvaine y eyacule, es una fuente de energia que contiene una bateria que ayuda a
controlar los circuitos para que no ocasione electrocucion accidental en el animal. Para
realizar esta practica es necesario que el animal se le realice corte de pelo del prepucio
y un lavado en la zona genital, la sonda se lubrica antes de introducir en el recto del

macho, se prosigue al estimulo hasta asi lograr la ereccion y eyaculacion, una vez



retirada la sonda el pene vuelve a su lugar, esta practica no debe de durar mas de 5

minutos (Mejia, 2017).

1.3.4 Colectay evaluacion de semen

Segun Mejia (2017), cuando se realiza una planificacion de extraccion de semen
caprino ya sea para su manejo tanto fresco o post descongelado, es importante tener
en cuenta el estado nutricional y sanitario que se encuentra el animal, una de las
técnicas que se recomienda para tener una buena colecta de semen es la utilizacion de
electroeyaculador dicho implemento provee corrientes eléctricas para que pueda
producir la eyaculacion en el tubo recolector graduado que se encuentra en la canasta

(Mejia, 2017).

La evaluacion seminal es un andlisis de muestras del macho también se le conoce como
espermiograma consiste en varias pruebas que se evalua factores a nivel microscopico
y macroscopico, tiene como finalidad de clasificar la muestra del semen si es apto o

no para poder realizar la inseminacion artificial (Hernandez, 2020).

1.4 Manejo del semen fresco y congelado

1.4.1 Manejo del semen fresco

Segun Ramos (2019), la IA con la utilizacion de semen fresco y post descongelado
hace énfasis al manejo del eyaculado entre su adquisicion y la deposicion en el tracto
reproductivo de la hembra. Una vez que el semen sea evaluado en una forma macro y
microscopica donde dio un resultado 6ptimo ya que cumple con las normas para ser

utilizado.

El diluyente es calentado en bafio maria a 28°-30°C para que sus componentes se
activen al momento de hacer la dilucion, se debe realizar una mezcla realizando
movimientos oscilatorios. El semen fresco caprino diluido y refrigerado a 5°C, no
debe de ser conservado por largos periodos a 8-12 horas, ya que pierde el nivel de

poder fecundar (Ramos, 2019).



1.4.2 Dilucion del semen

La dilucion del semen caprino se debe de llevar a cabo cuidadosamente a una
temperatura ambiente de 32°C y 35°C de una forma lenta para que no salga afectada

las células espermaticas, es necesario realizar evaluaciones del semen diluido (Avila,

2019)

1.4.3 Manejo del semen congelado

Segun Ramos (2019), el proceso de congelacion de semen caprino se debe de realizar
en dos etapas, enfriamiento y congelacion, uno de los factores mas importante a
considerar en este proceso es la agregacion del crio protector. El glicerol se puede
agregar ya sea directamente en el diluyente o afadirse en fraccion separada del
diluyente. El descongelamiento del semen se debe de realizar a una temperatura de
36°C en un ambiente a 25°C. después del descongelamiento se debe utilizar en la

inseminacion artificial (Ramos, 2019).

1.4.4 Medios comerciales

La parte fundamental del medio comercial para la criopreservacion del semen caprino
es prolongar la capacidad de la fertilizacion de los espermatozoides al reducir o detener
su movilidad y reacciones metabdlicas, el producto espermatico ya sea bovino o
caprino se puede conservar en estado liquido o sélido. En este caso en los sementales
caprinos se va a evaluar con el diluyente optixcell, en semen fresco y congelado donde
se analizara las variables; motilidad progresiva, morfologia espermatica y vitalidad

espermatica (Melo, 2020)

e Diluyente Optixcell
Este diluyente es recomendado para semen fresco y congelado donde ayuda a
la motilidad en concentraciones suboptimas, esta basada en liposomas
sintetizados (sin proteina animal), esto reemplaza la yema de huevo (Melo,

2020).



Composicion:
Carbohidratos, sales minerales, tampon, antioxidantes, glicerol, fosfolipidos,
agua ultrapura, antibidticos (Gentamicina, Tilosina, Lincomicina y

Espectinomicina).
1.4.5 Acondicionamiento del semen caprino para su congelamiento

Segun Cueto et al. (2000), las pajillas pueden ser congeladas en pastillas de hielo seco
o vapores de nitrogeno liquido, es importante mantener las pajillas en el tanque de
nitrégeno si se va a realizar cualquiera de estas dos maneras es importante conservar
las pajuelas en termo de nitrogeno liquido. En el proceso de congelamiento se debe de
realizar cualquiera de estas dos maneras es importante conservar las pajuelas en termo
de nitrogeno liquido. En el proceso de congelamiento se debe de realizar en un lugar a

baja temperatura y homogeneizar (Cueto et al., 2000).

1.4.6 Congelamiento del semen en pajuelas

Segun Calvo et al. (2016), el semen evaluado se debe diluir, la dilucion final se envasa
en pajillas de 0.25 cc o 0.50 cc extrayendo una gota para sellarlas con alcohol
polivinilico en polvo, después se les coloca en el rack, donde se las introduce en agua
en 4°C durante 3 horas, se prosigue con la congelacion en nitrogeno liquido a 2 cm,
las pajuelas deben de estar en diferentes alturas y tiempos, primero a 6 cm en 6
minutos, 4 cm en 4 minutos, por ultimo en el cooler hasta que las pajuelas se
estabilicen, se lleva a cabo a congelacion mediante en vapor de NL-196°C, colocando

las gradillas en el tanque (Calvo et al., 2016).

1.4.7 Descongelamiento y evaluacion del semen caprino.

Las pajillas se deben calentar en el agua a 35-37°C, donde se extraera la dilucion, para
hacer la respectiva evaluacion; se debe colocar en bafio maria por 30-40 s las pajillas
de 0.25 mly 0.5 ml., donde se seca y se corta para verter en tubo eppendorf'y conservar

en baflo maria para realizar las respectivas evaluaciones (Hernandez, 2020).



1.5. Evaluacion macroscopica del semen caprino

1.5.1

1.5.2

1.5.3

1.5.4

Volumen: este parametro se mide utilizando tubos falcon de recoleccion
graduado, cuando se hace la extraccion seminal utilizando el equipo
electroeyaculador donde se obtiene el eyaculado de de 1-1.5 ml., dependiendo

de la condicion corporal del animal (Llivi, 2015).

Color: normalmente el color del semen de los caprinos es blanquecino
amarillento son aptos para la evaluacion, mientras que el semen que es de color
rosado o blanco-traslucido, marréon y verdoso son sefiales de que el macho
presenta alguna patologia. Cuando se torna de un color gris es por alguna

contaminacion (Andrade ef al., 2020).

Olor: es caracteristico de cada especie animal, no es muy intenso, cuando el
prepucio esta lesionado presenta contaminacion torna olor desagradable (Llivi,

2015).

Aspecto: este parametro indica la consistencia de las muestras, depende del

niimero de espermatozoides/mm? (Agiiero, 2012).

1.6. Evaluacion microscépica

Para evaluar la calidad seminal se realiza por medio de valores que va indicando ya

sea la concentracion, motilidad masal, motilidad individual, vigor y morfologia

espermatica, como en las siguientes tablas;

1.6.1

Concentracion: los animales que presentan buena condicion corporal son los
que presentan de 1500 -5000 millones de espermatozoides/ml. Tanto la

consistencia como la concentracion se evaluara con valores de 0 a 5 (Ariagno,

2016).



Tabla 1. Consistencia y concentraciones en la evaluacion microscopica de semen

Valor Color/consistencia Concentraciéon espermatica(x10%ml)
5 Cremosa espesa 5000
4 Cremosa 4000
3 Cremosa suave 3000
2 Lechosa 2000
1 Aubosa 700
0 Acuosa Insignificante

Fuente: Vera (2009)

1.6.2 Motilidad en masa microscdpica: 1a evaluacion seminal se refiere a la cantidad y
calidad del movimiento espermatico ya sea en estado fresco o post congelado,
para la evaluacion se observara los 5 valores con la finalidad de saber si el
eyaculado es apto para su procesamiento hasta obtener las pajuelas (Moncayo,

2016).

Tabla 2. Valoracion semicuantitativa de la motilidad en masa microscopica

Valor Clase Descripcion
5 Muy buena Ondas densas de movimiento muy rapidas.
4 Buena Ondas y remolinos vigorosos pero no tan rapidas.
3 Regular Ondas de movimiento lento
2 Pobre No aparecen ondas, pero se ven movimientos espermaticos.
1 Muy pobre Muy pocos movimientos
0 Muertos Sin movimientos

Fuente: Vera (2009)

1.6.3 Motilidad Individual progresivo: segin Hernandez (2016), los espermatozoides
con motilidad individual progresiva son aquellos que se presentan
desplazamiento energético, activo y rectilineo en sentido de avance. El
porcentaje que se indica es para mostrar el movimiento rectilineo progresivo
del total de espermatozoides aceptados, el valor optimo es del 50%
(Hernéndez, 2016).

Muy Bueno = 80-100%
Bueno =60-79%
Regular =40-59%

Pésimo= menos de 40%
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1.6.4 Vigor: la motilidad individual y el vigor de los espermatozoides se evaluan al
mismo tiempo, hace referencia la velocidad de los espermatozoides y se

clasifica en escala (Maurat, 2018):

Tabla 3. Escala de nivel de movimientos.

Grado Nivel de movimiento
5 Movimiento progresivo muy rapido (dificil de seguir visualmente)
4 Movimiento progresivo rapido
3 Movimiento progresivo contintio a velocidad lenta
2 Movimiento lento de cola con algo de movimiento progresivo
1 Leve movimiento de cola sin desplazamiento progresivo

0 Sin movimiento

Fuente: Maurat (2018)

1.6.5 Morfologia del espermatozoide: morfologia espermatica es un pardmetro
importante, indica el descenso de la fertilidad en los animales, en esta parte se
utiliza un reactivo llamado ecosina, ayuda determina el porcentaje de
espermatozoides que presenta alguna anormalidad ya sea en la cabeza, cuello
o cola, para realizar esta evaluacion es necesario tener un microscopio optico
(40x) provisto en platina térmica (37°C) contando los espermatozoides Las
categorias de las anormalidades de los espermatozoides se agrupan en
cromosomas dafiado o desprendido, microcéfalo, macrocéfalo, decapitados,
mal implantacion de la pieza intermedia, presencia de gota citoplasmatica y

colas torcidas (Gimeno, 2014).

1.7 Ejemplos de crio preservacion

Existen varias técnicas de biotecnologias para reproduccion animal por ejemplo la crio
preservacion de embriones consiste en conservar los embriones obtenidos de las
madres superovuladas se da mas en el caso de los bovinos, en los ultimos afios se ha
desarrollado la crio preservan de los oocitos y embriones in vitro, lograr un buen
nimero de embriones por cada ciclo estral de la madre donadora élite, asistida con
varios tratamientos superovulatorios transfiriendo a una vaca receptora con una
excelente condicion y apta para llevar a cabo la prefiez y el nacimiento de las crias,
para una mejor reproduccioén, logrando una buena explotacion de la especie

(Rodriguez et al., 2010).
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Otro ejemplo de crio preservacion es el que consiste en la conservacion de
espermatozoides es una biotecnologia importante esta asociada con la inseminacion
artificial, ayuda a conservar el germoplasma animal colectados por los equipos (vagina
artificial o electro eyaculador), donde se lleva un protocolo de congelacion y
descongelacion para la conservacion de la motilidad y mantener un buen nivel de

viabilidad espermatica (Barbosa et al., 2014).
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CAPITULO 2. MATERIALES Y METODOS

2.1.  Localizacion y descripcion del area estudio

Como area de estudio se escogid al centro de Apoyo Rio Verde, en la provincia de
Santa Elena (Figura 1), que presenta climas seco y lluvioso, con bajas precipitaciones
de junio a octubre y en los meses de estacion seca, julio a noviembre, la precipitacion
es cercana a cero. En la temperatura, los valores minimos y méaximos oscilan entre

24 °Cy 24 -32°C, respectivamente (Garcia, 2015).

Centro de Apoyo Rio verde.

Santa Elena
Misto recientemente

2.2. Materiales y equipos

2.2.1 Material Bioldgico: se evaluaron 4 caprinos preseleccionados de acuerdo a su
edad y estado nutricional, los que previamente tuvieron adiestramiento para
realizar la colecta de semen por medio del electroeyaculador y se llevd a una
evaluacion de la calidad espermatica tanto microscopica y macroscopica en

semen fresco como post descongelado.
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2.2.2

2.24

Material de campo

Maniqui

Overol

Guantes

Botas
Recipientes
Agua

Hojas de campo

Marcador  permanente

pajuelas

Materiales de laboratorio

Caja Petri

Vasos de precipitacion
Probetas de 100 ml.
Probetas de 10ml.
Agua bidestilada

Tubos para conservar el
diluyente

Pajuelas

Tanque de nitrogeno
Alcohol Polivinilico
Refrigerador

Guantes

Termoémetro de mercurio

Termo de agua

Baiio termostatico, gradilla.

Protocolo seminal

223

de

2.2.5

Equipos

Vagina artificial

Bafio maria

Plancha térmica
Microscopio de contraste
Bafio maria

Termo de nitrégeno

Platina térmica

Reactivos

Diluyente Optixcell

1 frasco de 50ml. de eosina.
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2.3.

Tipo de investigacion

La investigacion fue descriptiva, ya que inicié con la recoleccion de semen, para

posteriormente seguir con protocolos internacionales y evaluar el semen en fresco y

congelado, y por medio de sus caracteristicas, describir la calidad espermatica que esta

posee al ser sometido a métodos de conservacion.

2.4.

2.4.1

2.4.2

2.4.3

2.4.4

Manejo del experimento

Limpieza del darea y animales: se realizo la limpieza del area y a los animales se
les dio un buen manejo, se limpiod y corté los pelos prepuciales para asi evitar

alguna presencia de cuerpos extrafios en la colecta.

Manejo de los machos: se seleccionaron 4 machos que presentaron un optimo
estado nutricional, salud y caracteristicas fenotipicas; una vez elegido los
machos se realizé la vacunacion, desparasitacion y vitaminizacion. Luego de
esto, a los caprinos adiestrados, se les realizd la practica con el

electroeyaculador.

Manejo del laboratorio: se limpio y organizé los equipos y materiales para la
evaluacion de las muestras de semen de los caprinos y se tomo las precauciones

necesarias para evitar algun tipo de contaminacion.

Recoleccion del semen: la colecta del semen se realizd6 por medio del
electroeyaculador y con tubos graduados; consistié en introducir el instrumento
por via rectal para enviar choques eléctricos leves al sistema reproductivo de
los machos y con la ayuda de un maniqui como soporte se realizo la extraccion

de semen.
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2.5. Variables experimentales

Las variables fueron tomadas de acuerdo al tipo de evaluacion, macroscopica y

microscopica.

2.5.1 Evaluacion macroscopica

Para la evaluacién macroscopica, una vez obtenido el semen, es colocado en tubos de
ensayos en agua a bafio maria a 36°C para realizar las evaluaciones. Se realiz6é un
protocolo para la conservacion de los espermatozoides, como se detalla en la revision

bibliografica.

Volumen: se determino con la ayuda del tubo recolector que presenta graduaciones en

mililitros.

Color: con la ayuda de los tubos de ensayos se puede diferenciar los tipos de colores
que existe en la escala, en la que, el color rosado o blanco-traslucido, marrén y verdoso

son sefales de alguna patologia; color gris indica contaminacion.

Aspecto: se determiné por el grado de opacidad de las muestras. Con la ayuda de la

escala se puede determinar el aspecto de las muestras (Tabla 4).

Tabla 4. Aspectos de semen

Valor Color/aspecto
5 Cremosa espesa
4 Cremosa
3 Cremosa suave
2 Lechosa
1 Aubosa
0 Acuosa

2.5.2 Evaluacion Microscopica

La evaluacion microscopica se observo los diferentes parametros como motilidad

individual o progresiva y motilidad masal, concentracion, morfologia espermatica,

a) Motilidad masal: para la motilidad masal se evalud la cantidad y calidad del

movimiento espermatica en estado fresco y descongelado.
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Motilidad individual: en este parametro se agrego una gota de semen fresco y se evalud

el % de movimiento de los espermatozoides.

Concentracion espermatica (CE): la concentracion se determind con la camara de

Neubauer. El equipo contiene dos camaras una superior y otra en la parte inferior; se
realiz6 una dilucion de 1:400, se colocd 2.5 ml de H20O y 2.5 ml de semen; se extrajo
con la micropipeta 5 ml de la diluciéon y se coloco en la camara de Neubauer la cual
esta dividida en 5 cuadrantes, se contaron los espermatozoides en la esquina y centro
de cada cuadrante, se sumaron los espermatozoides encontrados en cada cuadrante; el

resultado fue expresado en millones por mililitro (x10® esp/ml).

CE=NE xNCx ACx 1000 x FD

NE= numero de espermatozoides contados en los 5 cuadrantes
NC= numero de cuadrantes (5 cuadrantes).

AC= altura de cada cuadricula.

FACTOR= 1000

FD= factor de dilucion 1:400

Morfologia espermatica (ME): en este parametro se indico la fertilidad de los animales.
En una porta objeto se colocd 2.5 ml de semen fresco y 2.5 ml de eosina, se mezcld y
homogeneiz6 para observar al microscopio con lente de 40X los espermatozoides.
Aquellos espermatozoides que tomaron una tincion morada en la cabeza se

consideraron muertos y los que no presentaron tincién espermatozoides vivos.

Los espermatozoides normales y anormales: los espermatozoides vivos normales y
muerto normales y con morfo-anomalias y fue calculada mediante observacion en el

microscopio con lente de 40X utilizando una regla de tres.

a) Regla de tres para espermatozoides anormales y normales:

-El total de la muestra se considera el 100%. De este total se observaron los
espermatozoides normales y se transforma en %. La diferencia entre el total de
espermatozoides normales menos el 100% de la muestra fue el porcentaje de

espermatozoides anormales.
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b) Regla de tres para espermatozoides vivos y muertos:

-El total de la muestra se considera el 100%. De este total se observaron los
espermatozoides muertos y se transformé en %. La diferencia entre el total de
espermatozoides muertos menos el 100% de la muestra fue el porcentaje de

espermatozoides vivos.

Espermatozoides Viables (EV)

EV= volumen x concentracion x morf normales x mot. individual
Volumen= el eyaculado de las muestras de los caprinos

Concentracion= valor calculado con la camara de Neubauer
Morfologias normales= el porcentaje Morf. Normales dividido para 100.
Motilidad individual= el porcentaje Mot. Individual dividido para 100.

Total de Pajuelas (TP)

TP=EV /40

EV= espermatozoides viables

Se utilizo una pajilla de 0.5 cc una concentracion de 40-50 millones espermatozoides;

se trabajo con 40 millones de espermatozoides.

Volumen final (VF)

VF= TP / Pajuela
Pajilla= acorde al tipo de pajuela, se utiliz6 la de 0.5 cc = 2.

Volumen de dilucion final (VDF)

Volumen de dilucién final= VF — VE — VP
VF= volumen final
VE= Volumen del eyaculado

VP= Volumen de la predilucion
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Una vez obtenida el Volumen de dilucion final, se realiza la pre dilucion:
VDF / 3 = Diluyente -
ese valor se le rest6 al Volumen final y dio como resultado de H»O.

Acondicionamiento: las muestras de los machos se les dejaron reposar durante 45

minutos en temperatura ambiente alejadas de la luz y del polvo, lo que permite que
salga todo el H2O e ingrese el diluyente y los espermatozoides comiencen

acondicionarse.

Llenado de las pajuelas: una vez realizada las evaluaciones micro y macroscopicas,

se prosiguid al llenado de las pajuelas con las tres diluciones y se les marco para

diferenciar.
Pajillas + dilucion + alcohol polivinilico + agua destilada

Por cada dilucion de los machos se llenaron las pajillas, se escogio tres pajillas y se
absorbid por el extremo que contenia el algodon, con una jeringa se extrajo una gota
dejando una pequefia burbuja de aire en el otro extremo, la parte de donde quedo el
aire se llen6 de alcohol polivinilico y se introdujo al vaso con agua, asi sellando la

pajilla.

Congelacién: una vez realizado todo el procedimiento del llenado y sellado de las
pajillas se realizo el proceso de congelamiento. En el cooler se colocd agua con cubos
de hielos por 30 minutos ocasionando un descenso de la temperatura a menos de 4°C,
momento en el que se ingreso a las pajillas durante 3 horas, tiempo en el que se las
retird, secd y se las ubico en el rack, para continuar con la segunda parte del
congelamiento. En el cooler se coloco nitrogeno liquido a 2 cm de altura y se introdujo
el rack con las pajillas a 6 cm de altura por 6 minutos y después 4 cm de altura por 4
minutos; transcurrido este tiempo se retir6 las pajillas y se las colocé en cada porta
pajuelas del tanque de nitrégeno. Previo a esto, se marco las muestras acorde al animal

al que pertenecian para diferenciarlas y se las ingreso al tanque de nitrégeno liquido.
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Descongelamiento: consistio en elegir 10 pajuelas de cada macho y descongelar a 37°C
en 45 segundos e inmediatamente cortar la pajilla en el extremo sellado con el alcohol
polivinilico, y realizar las evaluaciones microscopicas: motilidad individual, motilidad

masal, morfologia espermatica y viabilidad del espermatozoide.

2.6.Analisis estadistico

Los datos de las evaluaciones microscopicas y macroscopicas tanto en semen fresco
como descongelado fueron analizados a través de medidas resume utilizando el

software INFOSTAT, version libre.
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CAPITULO 3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Caracteristicas macroscopicas y microscopicas del semen fresco

Las caracteristicas macroscopicas de las muestras de semen fresco, Tabla 4, muestran
que los 4 machos tuvieron un volumen de eyaculado de 1 a 2 ml considerado dentro
del rango normal. Los tres primeros machos presentaron buen aspecto, de cremosa a
espeso; el color varié de blanquecino a amarillento y olor Sui Generis. El macho 4
present6 un color blanquecino-traslucido, sin embargo, no fue factible medir las otras

variables por lo defectuoso del semen.

Tabla 5. Caracteristicas macroscdpicas en semen fresco caprino

Macho Edad Vo(l:llll)len Aspecto Color Olor

1 4 1 Cremosa Blanqgecma— Sui Generis
amarillenta

2 2 1.5 Espesa blanqgecma— Sui Generis
amarillenta

3 3 2 Cremosa blanqqecma— Sui Generis
amarillenta

4 2 1.6 Lechosa blanquegmo- Sui Generis -
traslucido

El volumen del eyaculado depende del estado nutricional, edad, estado fisiologico,
manejo sanitario, el lugar de donde se realizd la practica, por lo que el volumen
obtenido se encuentra dentro de los rangos normales (Ramos, 2019). Al respecto Rojas
(2014) manifiesta que el color del eyaculado de los caprinos es de un color amarillo,
que varia entre espeso y cremoso dependiendo de la concentracion de los
espermatozoides; se debe recalcar que el color blanco-amarillento encontrado en la
presente investigacion esta dentro de los reportados en la técnica de criopreservacion
de semen caprino. En otra investigacion, Moncayo (2016) identifico el olor con el
término Sui generis y sefiala que, si el olor no es muy intenso, el animal no padece
lesiones; cuando el prepucio esta lesionado, se tornara en un olor a putrefaccion. En la
presente investigacion, en los tres primeros machos caprinos se identificé el olor como
Sui generis, mientras que del cuarto cabron no se obtuvo resultado, posiblemente por

alguna lesion o contaminacion.
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3.2 Caracteristicas microscopicas del semen fresco

El analisis de las caracteristicas microscopicas de las diferentes muestras indica que
los tres primeros machos tenian una mejor calidad seminal, que va desde 1060000000
de espermatozoides, para el macho de 4 anos de edad, se obtuvo 2400000000

espermatozoides.

La motilidad masal e individual evaluada en porcentaje fue de un 80% para los machos
1, 2 y 3; el macho nimero 4 obtuvo un valor de menos del 40% con una consistencia
nubosa, por lo que fue descartado para realizar las mediciones posdescongelamiento.
Las morfo anomalias no sobrepasaron el 15%, con un 3% de espermatozoides que

presentaron deformidades en la cabeza y un 12% con cola enrollada.

Tabla 6. Caracteristicas microscopicas en semen fresco

Macho  Edad C.E. m:/sl;)lt.(%) indivlz/(li(l)lt‘:ll (%) anolzqng;if;); (%) es;]elfllr)ll;lt(ilcz::%)
1 4 2400x10° 80 80 13 94
2 2 2180 x10° 80 77 15 91
3 3 2120 x10° 80 83 12 93
4 2 1060 x10° <40 <40

Mot. Motilidad; C.E. Concentracion espermatica

Los valores de concentracion espermatica (CE) de esta investigacion son similares a
los obtenidos por Parada (2019) quién reportd concentraciones espermaticas de
1.0x10° hasta 4.5x10% con consistencia de lechoso y cremoso espeso. En lo referente
a la motilidad masal, con los resultados de los tres primeros machos se coincide con
Nieto (2010) pues obtuvo un promedio de 70 a 86% en semen fresco; lo que indica
una buena calidad seminal y con buen movimiento, mientras que el valor menos del
40% indicaria que la muestra estaba defectuosa. Las muestras con un mejor desempefio
en la variable motilidad individual (77% hasta 83%) en los tres machos estan en el
rango de la investigacion de Livi (2015). La viabilidad espermatica se reportd con

valores similares de un semen fresco, es decir que las muestras presentan una calidad
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alta de espermatozoides vivos, coincidiendo son los resultados indicados por Ramos

(2019).

3.3. Caracteristicas microscopicas en semen post descongelado

Al evaluar las caracteristicas microscopicas se observd que la dilucion después del
congelamiento presentd resultados satisfactorios. La motilidad masal para los tres
machos fue de 50%. El valor mas alto de la motilidad individual fue para el primer
macho con un promedio de 61.5 %: Las morfo anomalias se presentaron mas en el
segundo macho con un promedio de 16.7%, mientras que la viabilidad espermatica
mas alta fue para el primer macho con un valor promedio de 58.5%. Los resultados
encontrados indican que las pajillas estaban Optimas para realizar la inseminacion
artificial, Tabla 6. Los valores encontrados entran en el rango de la investigacion
realizada por Lozada (2016), que obtuvo valores de un 60.4% de motilidad tanto masal

como individual.

Tabla 7. Caracteristicas microscopicas en semen post descongelado

Macho  Concentracién Mot. . MOt' Morfo- E\s][l:ll)*ﬂn:gg(cla
Masal (%) Individual (%) Anomalias (%) %)
1 2400x10° 50 61.1 14.9 58.5
1920 x10° 50 51.5 16.7 48.3
1860 x10° 50 57.8% 14.3 54.2

B LN

1060 x10° <40 <40

3.4 Medidas de resumen de las variables en estudio

La Tabla 7 muestra los promedios de las caracteristicas microscopicas en semen post
descongelado que se realizo de los diferentes machos. Los valores son cercanos a la
investigacion de Cabrera (2012) quien obtuvo promedios de 56.7 y 59.1%, en las
variables de estudio como motilidad individual, masal y vitabilidad espermatica
mostrando que los espermatozoides pueden mantenerse vivos en el proceso de post

descongelado.
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Tabla 8. Medidas de resumen de las variables en estudio

Desv.

Variables n Media N Min Max
Estandar

Motilidad 30 5253 10.15 35.00 70.00
Individual

Morfo 30 14.97 1.90 12.00 19.00

anomalias

Viabilidad 30 51.50 6.24 40.00 60.00

espermatica

24



CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

e En las caracteristicas macroscopicas evaluadas, las muestras de semen
mostraron valores 1 a 2 ml, color blanquecino- amarillento que indica que el
semen esta en un buen estado, el olor “Sui generis” buen olor, presentd
aspectos de lechosa (1060x10° de espermatozoides) hasta cremosa (2400x10°
de espermatozoides) con el aspecto se pudo determinar la concentracion de las
muestras.

e En las caracteristicas microscopicas de semen fresco que fueron evaluadas el
porcentaje tanto en motilidad individual y masal no fue mayor de un 83%., la
morfologia no fue mayor de un 15% tanto en la cola y cabeza de los
espermatozoides, la vitabilidad espermatica de un 94% en los machos. En
semen post descongelado se enfocd en motilidad masal de un 50%, motilidad
individual hasta un 61% como valor maximo, la vitabilidad de Ilos
espermatozoides hasta un 58% que indico que las pajillas de los machos estan
aptas para ser utilizadas en inseminacion artificial.

e Se concluye que la técnica de crio preservacion no afecta la calidad seminal
tanto en las caracteristicas microscopicas al momento de ser sometida a la post
descongelacion dando resultados Optimos para realizar Inseminacion artificial

a las hembras.

Recomendaciones

e Tener un entrenamiento con los animales antes de realizar la recoleccion de

semen en el campo.

e Usar caprinos con un buen manejo tanto en la alimentacién como en salud para

que no perjudique al momento de colecta de semen.
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La asepsia del lugar y el aseo del prepucio del animal. El polvo en la muestra
perjudica las evaluaciones. De igual forma, la asepsia de los materiales de

campo y de laboratorio para que no se contaminen la muestras.

Seguir con el protocolo de colecta, dilucion, congelacion y descongelamiento,

respetando el tiempo que se indica para tener un buen resultado.
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ANEXOS

Figura 1A. Entrenamiento de los machos.

en el primer macho.



Figura 4A. Utilizacion de vagina artificial.



Figura 5A. Uso del electroeyaculador para la colecta de

semen en primer macho.

Figura 6A. Evaluacion de la motilidad masal e individual en la

primera muestra.



Figura 7A. Tincion,espermatozoides con morfoanomalias, espermatozoides

vivos y muertos.

Figura 8A .La tincion ayudo a observar los espermatozoides con

morfoanomalias, espermatozoides vivos y muertos.



Figura 9A. Uso del electroeyaculador para la colecta de semen

en el segundo macho.

Figura 10A. Evaluacion de la motilidad masal e individual

en el segunda muestra.



Figura 11A. Conteo de espermatozoides en la cdmara de

Neubauer.

Figura 12A. Observar la morfologia y vitabilidad de los

espermatozoides.



Figura 13A. Uso del electroeyaculador para la colecta de semen en

tercer macho.

Figura 14A. Evaluacion de la motilidad masal e individual en la

segunda muestra.



Figura 15A. Conteo de espermatozoides en la cdmara de Neubauer.

Figura 16A. Evaluacion de la morfologia y vitabilidad de los

espermatozoides.



s

Figura 17A. Uso del electroeyaculador para la

colecta de semen en el cuarto macho.

Figura 18A. Evaluacion de la motilidad masal e

individual en la tercera muestra

e
igura 19A. Dilucion, dejandose

7

minutos.

reps 45|



Figura 20A.Se realiz6 el llenado y sellado

con el alcohol povilinico.

Figura 21A.Congelacion de las pajillas

con vapor de Nitrégeno liquido.

Figura 2A.Congelaci(')n de pajillascon

vapor de Nitrégeno liquido.



Figura23A.Las pajillas de cada muestra

se las lleva al tanque de Nitrogeno.

Figura 24A. Descongelamiento de las

pajillas a 37°

Figura 25A.Se realizo la evaluacion

microscopicas y macroscopicas en semen



Figura 26A. Semen postdescongelado del primer macho.

Figura 27A. Semen postdescongelado del segundo

macho.

Figura 28A.Semen postdescongelado del tercer

macho.



Figura 29A .Evaluacion morfologica y vitabilidad

espermatica en el primer macho.

Figura 30A.Evaluacion  morfologica y

vitabilidad espermatica en el primer macho.

Figura 31A Evaluacion morfologica y vitabilidad

espermatica en el tercer macho.



