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EFECTO DE DOSDILUTORES SOBRE LA MOTILIDAD E INTEGRIDAD
DE LA MEMBRANA ESPERMATICA EN SEMEN CONGELADO DE
OVINOS

EFrFecTs oF Two SEMEN EXTENDERS ON M OTILITY AND INTEGRITY OF SPERM
M emBRANE IN OVINE FROZEN SEMEN

Préospero Cabrera V.12, Javier Orelana Ch., César PantojaA.2

REsUMEN

El presente estudio tuvo como objetivo evaluar el efecto de dos dilutores, Tris-
Fructosa-Y ema de huevo (Tris) y Citrato-Glucosa-Y ema de huevo (citrato), sobre la
motilidad espermaticaeintegridad delamembranaespermética (HOST) en semen conge-
lado de ovinos bajo laformade pellets. Lainvestigacion sellevé acabo en el Banco de
Semen de la Universidad Nacional AgrariaLaMoalina, Lima, empleandose 4 carneros (2
Blackbelly y 2 Assaf) de 3.5 a4 afios de edad. Se empled el andlisis de covariancia para
analizar Motilidad Individual Progresiva(MIP), y blogues completamente randomizados
paramedir €l efecto delosdilutores sobrelaintegridad delamembranaespermética. Para
el congelamiento del semen se utilizo hielo secoy €l descongelamiento serealizé a38°C
en tubos de ensayo. En ovinos Assaf, la MIP del semen descongelado fue de 63.77 y
61.11% utilizando Trisy citrato, respectivamente, encontrandose diferencias significati-
vas (p<0.05) entre dilutores, mientras que en ovinos Blackbelly, la MIP fue de 62.33 y
61.33% con Trisy citrato, respectivamente, sin diferencia estadistica. En ovinos Assaf,
losvaloresde HOST del semen descongelado fueron de43.56 y 40.38% con Trisy citrato,
y en Blackbelly fueron de40.19 y 38.16% con Trisy Citrato, respectivamente, sin diferen-
ciassignificativas. Seconcluye queel dilutor Trisevidencié mejoresnivelesenlaconser-
vacion de la motilidad individual espermatica pero ambos tuvieron similar efecto en la
integridad funcional de lamembrana espermética.
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The objective of the study wasto evaluate the effects of two semen extenders: Tris-
Fructose-egg yolk (Tris) and Citrate-Glucose-egg yolk (citrate) on motility and sperm
membraneintegrity (HOST) in ovinefrozen semenin pellets. The study was carried out at
the Semen Bank of the Agrarian University La Molina, in Lima, Peru, using 4 rams (2
Assaf and 2 Blackbelly) of 3.5to 4 yearsold. A covariance analysiswas used to evaluate
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the effect of the treatment and breed on Individual Progressive Matility (IPM), and
randomized block design to eval uate the effect of extenders on sperm membraneintegrity.
Semen was frozen of dry ice and thawing was donein test tubes at 38 °C. In the Assaf
breed, IPM of thawed semen was 63.77 and 61.11% when using Tris and citrate
respectively, showing statistical difference (p<0.05). Inthe Blackbelly breed the |PM was
62.33 and 61.33%, when used Tris and citrate respectively, and without significant
difference. Inthe Assaf the HOST values of thawed semen were 43.56 and 40.38%, while
in Blackbelly were 40.19 and 38.16% respectively, both without significant differences. It
is concluded that Tris showed better effect on individual motility but both of them had

similar effect on sperm membrane integrity.

K ey words: frozen semen, individual motility, membrane integrity

INTRODUCCION

La poblacion ovina nacional es de
gproximadamente 15 486 000 (Ministerio de
Agricultura, 2002), de los cuales €l 66% son
criollosy d 34% restante lo componen otras
razas, entreellas, Corriedde, Junin, Blackbelly
y Assaf. Lacrianzade ovinos de raza permi-
te obtener reproductores para el cruzamien-
to con € ganado criollo afin de lograr ani-
mal es de buena adaptabilidad d medioy me-
jorar sus niveles productivos, lo cud permiti-
ria elevar la calidad de vida de las familias
campesinas dedicadas a su crianza.

Laprecaria situacion economicadelos
criadores de ovinos dtoandinos imposibilita
la adquisicion de reproductores, pudiendo
quedar la inseminacion artificial con semen
congelado como una aternativa de solucion.
No obstante, se tiene que considerar quelos
resultados de fertilidad del semen
criopreservado, dependen de las caracteris-
ticas originales del semen fresco, de los
dilutores, delatécnicade criopreservaciony
de la eficiencia en € proceso de insemina-
cion artificia. En generd, los resultados del
semen congelado son inferioresalos del se-
men fresco. Factores como e shock de frio,
velocidad de enfriamiento, composicion delos
diluyentesy estrés osmatico, que ocurren du-
rante el proceso de congelacidn, son respon-
sables de la disminucion de la fertilidad con
€l uso de semen congelado (Stornelli et al.,
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2005). Estos factoresy € efecto razaen las
condiciones del Perd, aun no han sido
estandarizados.

En un estudio redlizado por Paulenz et
al. (2002) en Noruega, usando Tris con 20%
de yema de huevo como dilutor, se obtuvo
una mejor motilidad progresiva'y un menor
dafio a la membrana plasmética durante la
conservacion del semen a 20 °C, en compa:
racion a uso de un dilutor en base a leche
con 5% de yemade huevo. Estasdiferencias
implican € estudio delosdiluyentesen lacon-
servacion de los espermatozoides y la evar
luacion de protocolos de congelamiento que
permitan una adecuada conservacion del se-
men por periodos prolongados de tiempo para
su posterior uso en lainseminacion artificial.

El objetivo del presente estudio fue de-
terminar € efecto de los dilutores Tris-Fruc-
tuosa-Yema de huevo y Citrato-Glucosa-
Y ema de huevo, sobre lamoetilidad individud
e integridad de membrana espermética en
semen congelado de carneros.

M ATERIALES Y M ETODOS

Lugar y Animales

El presente trabajo de investigacion se
llevo a cabo en las instalaciones del Banco
Nacional de Semen de la Universidad Na
cional AgrariaLaMolina(UNALM), ubica-
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Cuadro 1. Composicion quimica de dilutores empleados para la criopreservacion de semen

ovino

Tris-FructuosaY ema de huevo

Citrato-Glucosa-Y ema de huevo

Tris(g) 3.63 Citrato de sodio (Q) 2.37
Fructuosa (g) 0.50 Glucosa (g) 0.8
Acido citrico (g) 1.95

Y ema de huevo (ml) 15 Y ema de huevo (ml) 15
Penicilina (Ul) 100000 Penicilina (Ul) 100000
Estreptomicina (mg) 100 Estreptomicina (mg) 100
Aguadestilada (ml) 80 Agua destilada (ml) 80
Gliceral (ml) 5 Glicerol (ml) 5
Tota (ml) 100 Total (ml) 100

doend digtrito delaMolina, Lima. Se utiliza-
ron 4 carneros donadores de semen, dos
Blackbelly y dos Assaf, con edades entre 3.5
a 4.0 afos, pertenecientes al Rigoranch-
UNALM.

Coleccion y Evaluaciéon de Semen

El semen fue colectado dos veces por
semana, con vagina artificial, atodos los car-
neros. Se determind y evalud € volumen, co-
lor, ph, motilidad, porcentaje de
espermatozoides vivos e integridad de mem-
brana espermética, en 18 eyaculados de car-
neros Assaf y en 12 de machos Blackbelly.

Dilutores

Se utilizaron los dilutores Tris—yemade
huevo de codorniz (Coturnix coturnix
japonica) (T1) y Citrato — yema de huevo
de codorniz (T2), segin Evans y Maxwell
(1990). Sedesting lamitad de cadaeyaculado
paralaevauacion delosdilutores. En el Cua
dro, 1 se muestra la composicion quimica de
los dilutores.
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Dilucion y Congelacion

Luego de la evaluacion del eyaculado,
seagregd € diluyente respectivo en unacan-
tidad que permitiese obtener una concentra-
cion find de 50 x 10° espermatozoides por
pellet. El tubo de ensayo conteniendo € se-
men se colocd en una cubeta con aguay se
coloco en larefrigeradora, parallevar latem-
peratura de 34 a 5 °C en un lapso de dos
horas. Quince minutos antes de cumplidas
las dos horas, y en caso no estuviese a5 °C,
se agrego cubos de hielo d bafio de agua
gue acompafiaba a semen, hasta lograr la
temperatura esperada en la parte final dela
curva de enfriamiento y equilibrio.

Se acondiciond un blogque de higlo seco
de superficie lisa (didxido de carbono sdlido
a-79 °C). Para esto, se hicieron celdas con
un molde hecho a base de maderay clavos
cubiertos con papel de parafing, evitando en
todo momento la contaminacién con agen-
tes extrafios d medio. Con una micropipeta
se coloc, en formarapiday sucesiva, volU-
menesde 0.2 ml por celda, de maneraque el
tiempo transcurrido entre la primera gota y
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Preparar una bama de hielo
seco |-/ =)

CDegr en el hielo por espacio
de 1 minuto.

Depaositar 0.2 mi de semen
diluido refrigerado (5 °C)

Semen dezspués de 1 minuto, lisio
e vzl Milroge o ligucdo

Los pellets de cada camerc  son

almacenados en canastillas individuales
dentro de goblets cubiertos por algodén
para evitar que los pellets floten en el
Hilrogeno leguido.

Retiro de pellet para la descongelacidn,

Figural. Proceso de congelacion de semen de ovino en pellets utilizando hielo seco en unafase

inicia

la tltima no supere d minuto. Se dg6 por un
minuto hesta que la superficie de los pdlets se

puso opaca, y luego se sumergieron en nitroge-
no liquido en un tanque criogénico (Fg. 1).

Setuvo especia cuidado en € manteni-
miento del semen a5 °C durante todo € pro-
ceso del vaciado al hielo seco. En € tanque
de nitrogeno liquido, cada goblet fue cubierto
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con algodén para mantener 1os pellets en sus
respectivos lugares.

Descongelacion y Evaluacion del Semen
El semen se mantuvo en congelacion por
espacio de unasemana. El descongelamiento

de los pdlets se redizd en tubos de vidrio,
mantenidos a 38 °C en bafio de agua, por es-
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pacio de 25 a 30 segundos, durante los cua
les, @ tubo se agitd lentamente para lograr
una descongelacion uniforme.

En & semen descongelado se evalud la
motilidad individua progresivay laintegridad
funciona de la membrana espermética. En
el primer caso, setomd 10 pl de semen sobre
una lamina porta objetos temperada a 37 °C
y se cubrié con unalamina cubre objetos. Se
observé a microscopio a20X y 40X,y € re-
sultado se expresd en porcentgje, conside-
rando métilesatodos|os espermatozoides con
movimiento progresivo.

Laintegridad funciona de la membra-
naesperméticase evalud atravésdelaprue-
ba hipoosmética (HOST), siguiendo € proto-
colo descrito por Correay Zavos (1994).

Andlisis Estadistico

Los vaores porcentuales de motilidad
individual progresivay endésmosis, previo a
andlisis estadistico, fueron transformados
angularmente mediante Arco Seno (Snedecor
y Cochrane, 1989). Parala determinacion del
efecto de los dilutores sobre la motilidad
espermédtica luego del descongelado, se rea
lizd un andlisis de covariancia, considerando-
se como covariable lamotilidad espermética
luego del refrigerado.

En la determinacion del efecto de los
dilutores sobre la integridad de la membrana
espermédtica, se redizo un andisis de bloques
completamenterandomizados. ASmismo, para
determinar lasasociacionesentrelamoatilidad y
larespuesta de endésmosis seredizaron andi-
sis de regreson lined y determinacion de co-
rrelaciones de Pearson. En € andisis estadisti-
co se utilizd e programa SAS (Statistical
Andyss Sysem) v. 8.0y Minitab v. 14.

Los eyaculados fueron de color blanco
cremoso y con pH de 7.0, caracteristicas
adecuadas para esta especie (Evans y
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Maxwell, 1990). El volumen del eyaculado
en los carneros Assaf (n=18) fue de 2.27 +
0.5 ml y en & caso de los Blackbdlly fue de
1.16 + 0.38 ml. Estos volUmenes se encuen-
tran dentro de los rangos normales en ovinos
(Hafez, 1996). Volumenes promedio repor-
tados en estudios locales en la raza Black-
belly han sido de 1.46 ml (Quispe, 1998) y
0.97 ml (Guillén, 2001).

Los valores obtenidos en la evaluacion
microscopica del semen se presentan en €
Cuadro 2. La motilidad masal de los
eyaculados para laraza Assaf es indicativo
de unaatamotilidad, evaluadaen unaescaa
subjetivade 0y 5 (Gibbons et al., 2004). La
concentracion espermatica promedio por
mililitro de eyaculado paralaraza Assaf evi-
denci¢ diferencias sgnificativas entrelos pro-
medios (p<0.05). Estos valores se encuen-
tran dentro del rango reportado por Epstein
(1985), quien obtuvo en carneros valores en-
tre 1780 a 3990 x 10° espermatozoides/ml.

L os porcentaj es de espermatozoides vi-
vos y anormales de los carneros de ambas
razas son aceptables y sin diferencias esta-
disticas entre razas. El ato porcentgje de
espermatozoides vivos guarda relacion con
ato movimiento progresivo de los
espermatozoides (Hafez, 1996).

En & Cuadro 3 se muestran los resulta-
dos de las caracteristicas evaluadas en €l
semendiluidoy refrigerado, segin € diluyente
empleado. Lamotilided individua progresiva
(MIP) del semen refrigerado fue mayor con
el uso de Tris que con d citrato. Dentro de
razas, € uso del Tris como diluyente solo fue
estadisticamente mejor en términos de MIP
en laraza Blackbdly (p<0.05).

Lamoetilidad individua progresivaluego
del descongelamiento fue megor con € dilutor
Tris que con € citrato, especidmente en la
raza Assaf, donde esta diferenciafue signifi-
cativa (p<0.05) (Cuadro 4). Por otro lado, los
valores promedio de HOST con € uso delos
dos dilutores no evidenciaron diferencias es-
tadisticas después del descongelamiento del
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Cuadro 2. Caracteristicas microscopicas de eyaculados de 2 carneros Assaf y 2 carneros

Black belly*
Variabl Assaof Black belly
anabie Promedio + d.e. Promedio + d.e.
Motilidad masal (0-5) 4.50 + 0.512 4.08+0.28
Concentracion (x 10°) 2892.2 + 580.82 2108.3 + 661.4°
Espermatozoides vivos (%) 83.4+5.6° 79.5+5.62
Espermatozoides anormales (%) 6.95 + 1.692 6.67 £ 1.612

ab Superindices desiguales entre razas indican diferencias significativas (p<0.05)
18 eyaculados por carnero Assaf y 12 eyaculados por carnero Blackbelly

Cuadro 3. Integridad de membrana (HOST) y motilidad espermatica por tipo de diluyente
en semen de 2 carneros Assaf y 2 carneros Blackbelly

Variabl Assaf Black belly
anavie Promedio + d.e. Promedio £ d.e.
HOST (semen fresco) 83.27 £5.89 81.37+£3.22
MIP-Tris (semen refrigerado) 84.55 + 3.012 83.75 + 3.27°
MIP-Citrato (semen refrigerado) 83.33 + 3.142 80.00 + 3.95"

ab Superindices desiguales entre razas indican diferencias significativas (p<0.05)
118 eyaculados por carnero Assafy 12 eyaculados por carnero Blackbelly

Cuadro 4. Moatilidad Individual Progresiva (MIP) y porcentaje de integridad de membrana
espermética del semen descongelado por tipo de diluyente en 2 carneros Assaf y
2 carneros Blackbel ly

_ Assaf Black belly
Variable Promedio + d.e. Promedio = d.e.
MIP Tris 63.77 + 2.242 62.33 + 2.312

Citrato 61.11 + 1.99° 61.33 + 2.352

Tris 4356 + 7.102 40.19 + 5,102
HOST )

Citrato 40.38 + 3.652 38.16 + 4.992

él"b Superindices desiguales entre dilutores y dentro de razaindican diferencias significativas (p<0.05)
18 eyaculados por carnero Assafy 12 eyaculados por carnero Bl ackbelly
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semen, posiblemente debido alacomposicion
delosdilutores y lahomogeneidad en € pro-
ceso de congelacion del semen.

Las regresiones lineales entre HOST
fresco con HOST y MIP para cada dilutor
en & semen refrigerado, y entre MIP en se-
men refrigerado y congelado de cada dilutor,
no tuvieron significancia estadistica en nin-
guna de las razas. ASmismo, las correlacio-
nes de Pearson (r) entre estas variablestam-
poco mostraron significanciaestadistica. Esto
indica que cada evaluacion es independiente
y la omision de una de ellas podria llevar a
errores en € procesamiento del semen.

CONCLUSIONES

?  El uso dd dilutor Tris evidencié niveles
adecuados en la conservacion de la
motilidad individua espermética del se-
men antesy después del congelamiento.

?  Fuefactible lacongelacién de semen de
ovinos en pellets de 0.3 ml.

? El factor raza del carnero no fue influ-
yente ni determinante en relacion a las
caracteristicas seminales durantelacon-
gelacion.
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