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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue categorizar la congelabilidad de los eyaculados de
carneros (Pelibuey-Blackbelly) mediante la evaluacion de los parametros de calidad
seminal (motilidad progresiva, viabilidad) y cinematica de esperma individual. Fueron
evaluados 28 eyaculados de once carneros, recolectados por vagina artificial. El
semen se diluyé en medio comercial (TRILADYL™) y luego se envasé en pajuelas de
0,5 ml a una concentracion de 200 x 10° espermatozoides viables. Antes de la
congelacion, se evalu6 el semen para seleccionar eyaculados con valores mas altos
reportados para la especie. El semen se enfrié durante 120 minutos hasta alcanzar 5
°C, y se expuso a vapores de nitrogeno liquido (LN2) durante 10 minutos, después se
sumergio en LNz a -196 °C. La categorizacion se realiz0 mediante un analisis de
agrupamiento jerarquico de la distancia entre las medias de las variables de motilidad
total y viabilidad en la descongelacion. La viabilidad de los espermatozoides se analizé
con el kit FluoVit ™. La motilidad total y el movimiento cinematico espermatico fueron
evaluados por CASA (Sperm Class Analyzer-SCA). Se obtuvo un dendrograma de
disimilitud con dos categorias de crioconservacion: carneros buenos congeladores
(CBC) y carneros malos congeladores (CMC), se observaron mejores pardmetros en
el CBC (P <0.05) en los porcentajes de viabilidad (53.3 = 3.1 vs 35.7 = 1.9) y motilidad
total (60.6 £ 2.8 vs 39.9 £ 1.7) y también en patrones cinematicos (um/s) de motilidad
espermatica (VSL, 66.3+8.6vs41.9+5.2, VCL27.6+53vs14.1+3.3yVAP 38.1+
6.0 vs 21,4 £ 3,7). Este trabajo enfatiza la importancia de realizar la categorizacion de
la congelabilidad del semen, asi como informacion sobre patrones cineméticos del

movimiento de esperma de carneros en condiciones de trépico.

Palabras clave: carnero, congelacion, esperma, CASA.

Vi



ABSTRACT

The objective of this work was to categorize the freezability of ram’s ejaculates
(Pelibuey-Blackbelly) by evaluating the parameters of seminal quality (progressive
motility, viability) and individual sperm kinematics. We evaluated 28 ejaculates of
eleven rams collected by artificial vagina. The semen was diluted in commercial
medium (TRILADYL™) and then packed in 0.5 ml straws at a concentration of 200 x
10° viable sperm. Prior to freezing, the semen was evaluated to select ejaculates with
values higher than those reported for rams did. The semen was cooled for 120 min until
reaching 5 °C, and exposed to vapors of liquid nitrogen (LN2) for 10 min and submerged
LNz at -196 °C. The categorization was carried through hierarchical clustering analysis
of the distance between the means of the variables of total motility and viability at
thawing. The sperm viability was analyzed with the kit FluoVit™. Total motility and
spermatic kinematic movement were evaluated by CASA (Sperm Class Analyzer-
SCA). A dissimilarity dendrogram was obtained with two categories of
cryopreservation: good freezability rams (GFR) and bad freezability rams (BFR), better
parameters were observed in the GFR (P<0.05) in the viability percentages (53.3 £ 3.1
vs 35.7 = 1.9) and total motility (60.6 £ 2.8 vs 39.9 + 1.7) and also in kinematic patterns
(um/s) of sperm motility (VSL, 66.3 £ 8.6 vs 41.9 £ 5.2, VCL 27.6 + 5.3 vs 14.1 + 3.3
and VAP 38.1 £ 6.0 vs 21.4 £ 3.7). This work emphasizes the importance of performing
the categorization of semen freezability, as well as information on kinematic patterns

of sperm movement of rams in tropical conditions.

Keywords: Ram, freezability, sperm, CASA.
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I. INTRODUCCION

La produccién de ovinos en México se encuentra mayormente distribuida en manos
de pequefios productores, por lo cual el uso de la tecnologia reproductiva es
reducido, a pesar de que hoy en dia se implementan cada vez mas, técnicas que
permiten producir cambios significativos en la produccion, mediante la investigacion
se generan conocimientos que son la base para disefiar técnicas que puedan

aplicarse en beneficio de la produccion de ovinos.

Actualmente existen ciertas técnicas que nos pueden ayudar a incrementar la
eficiencia reproductiva, obteniendo asi mayores beneficios econémicos de las
explotaciones ovinas entre las que se hayan la criopreservacion de semen y la
inseminacion artificial (IA) como biotecnologias que pueden ser aplicables en todos

los sistemas se produccion (Ruiz et al., 2015).

La criopreservacion del semen es esencial para la reproduccion asistida, que
permite la preservacion del material genético por un periodo indefinido (Essawe et
al., 2018a). Durante los ultimos 50 afios, se han desarrollado y perfeccionado
numerosas técnicas con el objetivo de conseguir nacimientos mediante la aplicacion
de dosis seminales congeladas/descongeladas (Watson, 1979), obteniendo asi
grandes avances en la criopreservacion de semen de toro, mientras que, en otras
especies, como la ovina, los resultados de fertilidad han sido muy variables e
inconsistentes. Estos resultados pueden deberse a varios factores. Uno de ellos es
el dafio que sufren los espermatozoides por el proceso de congelacion-
descongelacién denominado shock térmico, se sabe que provoca alteraciones
morfolégicas en la membrana plasmatica, acrosomal y mitocondrial, incluso puede
llegar a provocar una reaccién acrosémica prematura, que acorta la vida del
espermatozoide y por consecuencia reduce su fertilidad (Watson, 1995). Asi en
ovinos se han clasificado dos grupos, los espermatozoides que provienen de ovinos
que son buenos congeladores (BC), que se caracterizan por una tasa de
penetracion del ovocito in vitro superior a la de los espermatozoides malos

congeladores (MC) (O"Meara et al.,, 2008), por lo anterior en este trabajo se

1



categoriza el potencial de congelacion del semen de ovinos de pelo en base a la

viabilidad y motilidad espermatica.



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1. Situacion de la ovinocultura

La produccion de ovinos en México se realiza en sistemas de produccion muy
variados, dependiendo de las condiciones del clima, disponibilidad de recursos y
nivel socioecondémico de los productores (Vélez et al., 2016). Estos sistemas van
desde los altamente tecnificados que mantienen a los animales en completa
estabulacion sobre pisos elevados (intensivo), semi intensivo y extensivos
(tradicionales) que mantienen los animales en condiciones pastoriles extensivas y
sin uso de tecnologia basica. Sin embargo, en México predominan los sistemas
tradicionales, con bajos niveles productivos y tecnoldgicos (Orona et al., 2014). Esta
actividad es de gran interés socioeconémico ya que actlia como fuente generadora
para los productores, proporciona proteina de elevada calidad y fija la poblacion en
las zonas normalmente deprimidas y con escasas alternativas laborales (Vélez et
al., 2016).

La poblacion ovina mundial segun reporte de la FAOSTAT (2015) en el afio 2013
fue de 1,162,875,535 cabezas, de estas el 85,85% se localizan en los primeros 38
paises con mayor poblacion de ovinos en el mundo. La poblacién de ganado ovino
en México en el afio de 1991 fue de 4,010,610 cabezas, en la regidn centro del pais
se ubico el 34% del total (INEGI, 1995). Por su parte la SAGARPA en 2001 reporto
que en 1995 la poblacion ovina en México ascendio a 6,045,999 de cabezas, y de
este inventario el 55% se localizé en la zona centro del pais, el 23% en el norte, el
16% en el sureste y el 4% restante en otras regiones. Esta poblacion detond un
crecimiento anual progresivo y en 2009 ascendi6 a un total de 7,306,600 animales
(Mireles, 2015).

En México, el 80% del proceso productivo ovino, corresponde al sistema extensivo
y se distribuye en todo el territorio nacional, la mayoria de los rebafios son pequefios
y Sus propietarios son campesinos cuya edad promedio es de 45 afios, con
escolaridad de 4.88 afios. Donde se emplea la mano de obra familiar y los rebafios

se manejan en areas de vegetacion nativa con tiempo de pastoreo de 6-7 horas.



Durante la temporada de lluvias los animales consumen gramineas, arbustivas y
herbaceas, mientras que en el periodo menos lluvioso pastorean en los rastrojos de

los cultivos de granos (Martinez et al., 2009).

La poblacion ovina en el estado de Guerrero esta compuesta por 106,824 animales
que representa el 1.46% de la poblacion total nacional, el cual lo coloca en el lugar
21 de las 32 entidades del pais. De las siete regiones en que se divide el estado de
Guerrero: Costa Grande, Costa Chica, Montafia, Centro, Zona Norte, Acapulco, y
Tierra Caliente de acuerdo a SAGARPA (2006), en la region de la Tierra Caliente
en el afio 2000 existia una poblacion 56,715 ovinos mientras que en el 2003 existio
una disminucion a 25,415. Sin embargo, segun el INEGI (2009) en el 2007, la
poblacion fue de 35,927 animales y dicha cantidad significo un aumento poblacional
de 41.36% Yy esta poblacion represento el 33.63% en relacion al total de ovinos del
estado de Guerrero. Estos ovinos se encuentran distribuidos segun el INEGI (2013)
en el censo agropecuario realizado en el afio 2007 en 291 unidades de produccion

pecuaria (Cuadro 1).

Cuadro 1. Poblacién de ovinos en los municipios de la Tierra Caliente de Guerrero
del 2000 al 2007.

Municipios 2000 2003 2007 UPP
Ajuchitlan del Progreso 22,090 11,624 6,731 51
San Miguel Totolapan 19,717 3,928 2,887 15
Arcelia 2,026 1,122 2,279 24
Tlapehuala 1,738 1,122 1,858 13
Coyuca de Catalan 2,920 2,182 6,332 37
Pungarabato 4,149 2,712 4,799 45
Cutzamala de Pinzon 1,662 1,097 8,046 80
Tlalchapa 980 732 1,430 15
Zirandaro 1,433 896 1,565 11
Total 56,715 25,415 35,927 291



Los sistemas de crianza de ovinos en el estado de Guerrero, se desarrolla en
unidades de produccion pecuaria (UPP’s) con escaso uso de tecnologia y por

pequeiios ganaderos en las siete regiones de la entidad (Mireles, 2015).

Los sistemas de produccion de estas regiones se caracterizan por baja
productividad y razas empleadas en su mayoria son ovinos de pelo. Desde el punto
de vista comparativo con razas de lana, estas son pequefias con una tasa de
crecimiento lenta y mala conformacién muscular, por lo tanto, se han cruzado para
mejorar su crecimiento. Las razas de pelo como la Dorper y Katahdin muestran altas
tasas de crecimiento y se han introducido en sistemas de cria con las razas Pelibuey

y Blackbelly utilizadas en México (Canton et al., 2009).

Estos sistemas de crianza, se practican principalmente en las regiones de la
montafa de Guerrero y en las zonas tropicales del estado y se caracterizan por un
periodo de 120 dias de buena alimentacién, lo que permite el crecimiento de los
corderos para la venta, con probabilidad real de que las corderas se gesten
nuevamente en esta estacion, aunque se debe considerar la no estacionalidad

reproductiva en esta especie.

Arteaga (2006) menciona que para mejorar la situacion que guarda la ovinocultura
en México se hace necesario actuar bajo estrategias que incluyan el mejoramiento
genético del rebafio utilizando esquemas de cruzamiento dirigidos en transferencia
de tecnologia a los productores. Lo anterior puede apoyarse con técnicas como la
inseminacion artificial con semen congelado. Pues esta técnica permite utilizar

diferentes sementales y la raza que mejor se adapte a las condiciones de la region.

2.2. Sistemas extensivos

Los sistemas extensivos tienen como caracteristica principal que todos los animales
se mantienen en un solo rebafio, no existe un control reproductivo definido, ya que
el semental permanece en el rebafio durante todo el afio (empadre continuo), los
partos tienen margenes muy amplios entre si y ocurren durante todo el afio (Mireles,
2015).



La alimentacion se basa exclusivamente en pastoreo de forrajes nativos, los
rebafios se encuentran en regiones marginadas con amplias areas de pastoreo,
generalmente de propiedad comunal, las cuales son aprovechadas por distintos
sistemas de pastoreo de rumiantes. El aprovechamiento de pastizales nativos como
fuente de forraje para el ganado no es una préactica exclusiva de México, en todo el
mundo es comun el uso de las mismas (Rivas et al.,, 2014). El manejo sanitario
consiste en las practicas encaminadas a preservar la salud de un rebafo. Se
realizan desparasitaciones cada seis meses, sin embargo, existen rebafios que no
son desparasitados y generalmente solo se tratan animales enfermos (Pérez et al.,
2011).

2.3. Sistema semi-intensivo

En este sistema existe mayor control en la reproduccién del rebafio, con estrategias
de manejo reproductivo como épocas de empadre bien definidas, el macho se
puede mantener separado del rebafio y solo ser utilizado en el empadre (Pérez et
al., 2011).

Los animales se mantienen en un solo rebafio, al igual que en el tipo extensivo,
pastorean en praderas naturales entre las ocho y nueve de la mafiana y regresan al
corral de encierro entre las cuatro y seis de la tarde, la existencia de corrales es una
caracteristica de este sistema, asi como la complementacion con productos o
subproductos agricolas de la regién. Las instalaciones para encierro nocturno o
corrales, generalmente estan construidas con materiales de la regién, ademas de
ser rusticas y carecer de un disefio bien definido (Valerio et al., 2010). El manejo
sanitario es similar al tipo extensivo con desparasitaciones periddicas y los animales
son tratados solo cuando presentan signos clinicos de enfermedad (Pérez et al.,
2011).

2.4. Sistema intensivo
En el tipo intensivo existen variantes como el confinamiento total que es utilizado

principalmente por productores de animales finalizados para abasto, por lo tanto,



los animales dependen de los alimentos proporcionados en el corral (Pérez et al.,
2011). En esta variante del sistema intensivo se observan estrategias de
alimentacion mas tecnificadas como la estabulacion en diferentes estados
fisiologicos y la suplementacién alimentaria de acuerdo a la finalidad productiva de
cada animal; por ejemplo, pastoreo de reproductoras, estabulacién de corderos

suministrando complementacion alimentaria de la venta (Valerio et al., 2010).

En este sistema se observa mayor uso de tecnologias y estrategias de manejo que
incrementan la produccion. La alimentacidon se basa en nucleos, mezclas minerales,
alimentos comerciales o mezclas propias, cuya finalidad es dar una alimentacion
completa para reducir el tiempo de finalizacion y maximizar el rendimiento cérnico
de los animales. Los programas de reproduccién son mas productivos utilizando
practicas como inseminacion artificial y confirmacion de gestacion. EI manejo
sanitario es mas frecuente, existe control de parasitosis, prevencion y tratamiento
de enfermedades de manera continua durante el ciclo reproductivo (Pérez et al.,
2011).

2.5. Anatomia del aparato reproductor del ovino
El conocimiento de Ila
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2.5.1. Testiculos

Los testiculos tienen como funcion principal la produccion de espermatozoides
(funcion exocrina) y la produccién de hormonas esteroides (funcion endocrina)
especificamente la produccién de andrégenos como la testosterona (Hafez, 2002).
Se encuentran ubicados en la region inguinal dentro del escroto, su forma es ovoide,
el tamafio promedio es de 11-12 cm de largo, 6-7 cm de ancho y 6-8 cm de grosor
y pesan alrededor de 200 a 300 gramos cada uno (Evans y Maxwell, 1990). Cada
testiculo esta constituido por el parénquima testicular, el cual estd conformado por
varios Iébulos que contienen a los tabulos seminiferos. El parénquima esta rodeado
a su vez por la tanica albuginea, que es la encargada de proteger y darle forma al
testiculo. En el interior de los testiculos, los tubulos seminiferos se contindan en
unas trabéculas (rete testis) y se unen en el centro de la glandula para dar lugar al
mediastino testicular. En el epitelio que reviste a los tubulos seminiferos se
diferencian dos tipos de células basicas: células de Sertoli (las cuales tienen la
funcidon de nutrir, sostén y reguladora del proceso espermatogénico) y células
germinales o espermatogonias, de cuya division y transformacién se originan los
espermatozoides (Hafez, 2002). Al exterior de los tubulos seminiferos se
encuentran las células de Leydig que tienen la funcién de producir la testosterona,
hormona que tienen influencia en el desarrollo de los caracteres sexuales

secundarios del macho y durante la espermatogénesis (Garner y Hafez, 2002).

2.5.2. Conductos sexuales

El epididimo es el primer conducto externo que sale de los testiculos, se originan
de los conductos eferentes dentro del parénquima del testiculo, los cuales al unirse
forman un solo conducto, el epididimario, que se encuentra adherido a todo lo largo
del borde medial del testiculo, distinguiéndose tres porciones: cabeza, cuerpo y
cola. El epididimo tiene entre sus funciones el transporte, la maduracion, el
almacenamiento y la concentracion de los espermatozoides (Dyce et al., 2007). La
cola del epididimo es el principal sitio de almacenamiento y maduracién de los
espermatozoides, y en este sitio donde se almacenan cerca del 75% de las células

espermaticas totales. EI conducto deferente se proyecta desde la cola del



epididimo, hasta cerca del cuello de la vejiga urinaria y desemboca en el coliculo
seminal, distinguiéndose tres porciones: funicular, abdominal y pelviana. El
conducto tiene la funcién de transportar a los espermatozoides desde el epididimo
hasta la uretra y sus ultimos 3-4 cm son mas gruesos (ampollas del conducto
deferente) que ocasionalmente tienen la funcibn de almacenar a los
espermatozoides (Kéning y Liebich, 2005). La uretra representa el canal urogenital
en el macho, la cual se inicia en el cuello de la vejiga urinaria y proyectandose
caudalmente por la cavidad pelviana hasta el arco isquiatico y se incorpora al pene,
pasando por todo su trayecto, desembocando en el glande del pene, que en el caso
del ovino se prolonga mas alla del glande como un apéndice filiforme o también

llamado proceso uretral (Hafez, 2002).

2.5.3. Glandulas sexuales accesorias

Estas comprenden a las vesiculas seminales, prostata y las glandulas
bulbouretrales, las cuales tienen la funcién de producir secreciones que constituyen
el semen (Aké et al., 2017).

Las vesiculas seminales son cuerpos glandulares compactos que se encuentran
situados dorsalmente al cuello de la vejiga, y cuyos conductos desembocan en
comun con los conductos deferentes, su secrecion es rica en proteinas, lipidos y
monosacaridos de gran importancia para la conservacion y motilidad de los
espermatozoides (Urroz, 2010). La prdstata en el carnero estd formada por dos
I6bulos laterales localizados sobre el cuello de la vejiga, que se conectan por un
itsmo dorsal al inicio de la uretra pélvica por detras de las glandulas vesiculares. El
liquido prostatico producido por ésta, drena a la uretra a través de tibulos excretores
de diferentes tamafios. Las glandulas bulbouretrales o de Cowper son cuerpos
redondeados compactos situados en la superficie dorsal de la uretra en el arco
isquiatico. La secrecion de estas glandulas tiene la funcidén de limpiar de orina el
conducto uretral y lubricarlo antes de que los espermatozoides sean liberados al
exterior por medio de la uretra, la cual se encuentra envuelta por el pene (Evans y
Maxwell, 1990; Hafez, 2002).



2.5.4. Pene

El pene es el 6rgano copulador del macho, que en el ovino es de tipo fibroelastico
de forma cilindrica y de consistencia dura, el cual inicia en la arcada isquiatica y
continda por debajo del rafe perineal pasando entre los muslos por la linea media
en la pared abdominal y terminando detras de la cicatriz umbilical protegido por el
prepucio. En este trayecto se presenta una flexura sigmoidea, caracteristica de los
rumiantes y del cerdo, cuando se encuentra retraido dentro del cuerpo. El pene
presenta tres cuerpos cavernosos: cuerpo cavernoso del pene; cuerpo cavernoso
de la uretra, y cuerpo cavernoso del glande. Ademas, presenta una porcion de la
uretra que abarca mas alla del glande, llamado proceso uretral o apéndice filiforme,
por el cual sale el eyaculado (Evans y Maxwell, 1990; Hafez, 2002). En la ereccion,
el pene se pone rigido debido a la compresion de los vasos (vena dorsal del pene)
gue drena al pene y al llenado de sangre de los cuerpos cavernosos (arterias
heleicoidales), lo que resulta en consecuencia la rigidez del pene, ya que, en el
ovino, debido a su constitucidn fibroelastica, no se observan cambios importantes
de tamafo. Para que se pueda efectuar la copula en el macho ovino es necesario
que se reflejen los musculos retractores, lo que permite la salida del pene para la
copula (Aké et al., 2017).

2.5.5. Fisiologia de la produccion espermatica

La formacién de los espermatozoides es un proceso fundamental dentro de la
actividad reproductiva del macho, es un proceso continuo y puede ser afectado por
diversos factores medioambientales y endocrinos. La funcion testicular de los
machos de cualquier especie puede definirse como la capacidad para producir
gametos en cantidad y calidad adecuada para llevar a cabo la fecundacion. La
espermatogénesis es un proceso de transformacion celular que ocurre dentro de los
tubulos seminiferos y que en el macho ovino tiene una duracion aproximada de 47—
49 dias (Aké et al., 2017).

Para esto, es necesario que el individuo produzca las hormonas necesarias que

permitiran su maduracion sexual (Cheng y Mruk, 2010). La hormona liberadora de
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gonadotropinas (GnRH) es una hormona sintetizada en el hipotdlamo y que actla
dentro de la fisiologia del macho elevando las hormonas foliculo estimulante (FSH)
y luteinizante (LH) a nivel hipofisario, las cuales, a su vez, tienen un efecto directo
sobre la espermatogénesis y la secrecion de testosterona (Hafez, 2002). La
hormona LH es la encargada de estimular la produccién de testosterona por las
células de Leydig en el estroma testicular. Los ovinos alcanzan la madurez sexual
en la pubertad, que se define como la edad en la cual los érganos reproductores se
vuelven funcionales. Esto ocurre entre los 5y 7 meses de edad y cuando el animal

tiene entre el 50 - 60% de su peso corporal de adulto.

La espermatogénesis inicia en la lamina basal del tibulo seminifero y las diferentes
divisiones celulares se dirigen hacia la luz del tdbulo. Las espermatogonias
troncales sufren la primera division mitotica, lo que da como resultado en dos células
hijas idénticas; una de estas células regresa a la lamina basal para permanecer
como espermatogonia tipo basal y otra continla dando lugar a las espermatogonias.
Las divisiones mitGticas se contindan dando lugar a las espermatogonias tipo Az,
As, A4. Estas dltimas dan origen a las espermatogonias tipo intermedia, las cuales
sufren una division para formar la espermatogonia tipo B, de las cuales se originan
los espermatocitos primarios. Los espermatocitos primarios por lo general se
encuentran en el centro del tubulo y experimentan cambios nucleares progresivos
antes de sufrir la primera division meiética, durante la cual ocurre la reduccion del
namero de cromosomas somaticos a la mitad y la separacién de los cromosomas
sexuales X-Y originando a los espermatocitos secundarios. Los dos espermatocitos
secundarios formados de cada espermatocito primario se dividen nuevamente
(segunda division meidtica) lo que da lugar a la formacién de cuatro espermatides
(Aké et al., 2017).

La espermatogénesis consiste en la metamorfosis de una célula redonda
(espermatide) a una célula de forma alargada y con capacidad de movimiento, el
espermatozoide. Entre estos cambios morfoldgicos se incluye la formacion y union
de los granulos proacrosémicos, condensacion de la cromatina nuclear, la ubicacion

de las mitocondrias y el desarrollo del casquete acrosomico, desplazamiento del
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citoplasma hacia la parte caudal del nacleo y la formacion de la cola o flagelo; estos
cambios se clasifican en cuatro fases llamadas Golgi, de encasquetamiento,
acrosomica y de maduracion. Con la formacion del cuerpo residual se completa la
maduracion final, y las espermatidas alargadas se liberan como espermatozoides
inmaduros. Cuando el desarrollo se ha completado, el espermatozoide inmaduro se
separa del tubulo seminifero y es enviado al epididimo, proceso que se conoce
como espermiacion. El espermatozoide, durante su trénsito por el epididimo,
adquiere maduracion de sus organelos celulares y su capacidad fecundante, que
en el ovino dura de 10 a 16 dias (Aké et al., 2017).

2.5.6. Factores sobre la produccién y calidad espermatica

La actividad reproductiva de los pequefios rumiantes esta influenciada, entre otras
causas, factores estacionales (Pelletier et al., 1988), entre ellos se encuentra el
fotoperiodo, cuya accién se produce a nivel del eje hipotalamo-hipofisis-génada, via
glandula pineal. Esta glandula recibe las variaciones en las horas de luz y actia
como mediador transformando los impulsos 6pticos de la luz en descargas
hormonales de melatonina. Durante los dias cortos, la glandula pineal aumenta la
sintesis y secrecion de melatonina que actuaria a nivel del sistema nervioso central
variando la pulsatilidad de la secrecion de la hormona liberadora de gonadotropina
(GnRH) en el hipotdlamo. Esto supone, un aumento de la secrecién de
gonadotropina luteinizante (LH), lo que favorecera el crecimiento testicular y la
secrecion de testosterona. Por el contrario, cuando el fotoperiodo es ascendente, a
través del mecanismo anteriormente citado se deprime la secrecion de LH y en
consecuencia el tamafio testicular y la secrecién de telistosterona (Pelletier et al.,
1988).

Sin embargo, la influencia del fotoperiodo depende a su vez de la localizacién
geogréfica, reduciéndose a medida que nos acercamos a los trépicos. En este
sentido, el tamafo testicular, la produccion espermatica y la calidad de los
eyaculados, asi como la capacidad de cubricién varian dependiendo de la latitud en

la que se ubican las diferentes razas. En zonas de clima tropical o subtropical, donde
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las variaciones del fotoperiodo a lo largo del afio no son tan marcadas, cobran mayor
importancia otros componentes climaticos tales como la temperatura y la humedad

relativa (Pérez y Mateos, 1996), ademas de la disponibilidad de alimento.

En ovinos se ha evidenciado que tanto el comportamiento sexual como la calidad
seminal varian en funcién de la edad y raza (Aisen, 2004; Tabarez et al., 2017),
aunque la libido puede estar mas condicionada por la estacién del afio que por la
propia edad de los animales (Aisen y Venturino, 2004), observandose que el nimero
de montas disminuye durante semanas e incluso meses fuera de la estacion
reproductiva. Por otro lado, la calidad seminal esta influenciada también por la

actividad sexual o la frecuencia de recogida de semen.

2.5.7. Eyaculacion

El reflejo de eyaculacion en el carnero es provocado por estimulacion del glande,
por la temperatura, presion y lubricacion de la vagina. La eyaculacion ocurre por dos
procesos: la emisién y la propulsidén o eyaculacion propia. El proceso de emision se
origina del movimiento del liquido esperméatico (espermatozoides) de la cola del
epididimo hasta la uretra pélvica en donde se mezcla con las secreciones de las
glandulas accesorias, constituyendo asi el semen. En los ovinos la eyaculacion es
espontanea y dura solo una fraccion de segundos, se caracteriza por un violento

empujon de la pelvis del macho, conocido como “golpe de rindn” (Aké et al., 2017).

2.6. Analisis seminal

El andlisis seminal incluye una serie de pruebas que evallan diversos factores o
funciones de la célula espermatica. Como resultado del analisis seminal podemos
calificar a la muestra como apta o no apta para uso en inseminacion artificial en
fresco, refrigerado o criopreservado (Fitzgerald y Morgan, 2007). Las técnicas de
evaluacion del semen, tanto para la utilizacién en investigacién como en la practica,
depende todavia del analisis seminal rutinario clasico, a pesar de su limitado valor
para predecir la fertilidad completa del ovino (Rodriguez-Martinez, 2003; Gillan et

al., 2005). Sin embargo, gracias a diferentes avances metodolégicos, puede ayudar
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a identificar el estado de la célula espermatica en un momento dado y
correlacionarlo con la fertilidad y calidad del eyaculado. Asi se han desarrollado
sistemas automaticos de analisis por imagenes, tal es el caso del analisis de
espermatozoides asistido por computadora por sus siglas en inglés (CASA) y
sistemas basados en la citometria de flujo, los cuales proporcionan una gran
cantidad de informacién para estudiar distintas caracteristicas del espermatozoide
(Alvarez et al., 2000). En el cuadro 2 se muestran las caracteristicas seminales de
ovinos de razas de pelo, bajo condiciones de tropico reportadas por diferentes

autores.

Cuadro 2. Caracteristicas del eyaculado de ovino (Media + DE).

Céardenas et al.,

Caracteristica Chi-Santiago (2009) (2012) Aké (2014)

Volumen seminal 0.68+0.09 0.57+0.07 0.540.05
(mL)

Motlllc(jg_oé)masal 4.58+0.22 4.44+0.19 4.55+0.25
MO““dag)/:)’;d'V'd“a' 89.9+1.63 83.6£2.70 85.6+2.6

Concentracion

(x10° esp/mL) 3,406+385 2,889+216 2,497+164

Anormalidades 8.1+1.01 8.39+3.79 9.81+0.18

totales (%)

2.6.1. Evaluacion de la motilidad espermatica

La evaluacion de la motilidad es uno de los parametros que son mas utilizados. La
motilidad es necesaria para el transporte de los espermatozoides en el tracto
reproductivo de la hembray para atravesar todas las cubiertas del ovocito. Se puede
evaluar subjetivamente y objetivamente mediante sistemas computarizados de
analisis, pero la mas utilizada y a su vez la mas simple valoracion visual de la
motilidad masal (MM) que refleja el movimiento de las células espermaticas en

conjunto (Gallego et al., 2018). Esta valoracibn requiere de una elevada
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concentracién espermatica para que las ondas y remolinos se hagan visibles, siendo
empleada a nivel practico en el analisis de semen de pequefios rumiantes (Aisen y
Veturino, 2004). La motilidad progresiva (MP) se obtiene utilizando mediante
observacién en microscopio Optico a 100-400 aumentos de una gota seminal
colocada entre un portaobjeto y cubreobjetos. La valoracion se realiza de forma
subjetiva tanto en porcentaje de espermatozoides motiles, el porcentaje de
espermatozoides con movimiento progresivo y la calidad del movimiento (Gonzalez
et al., 2006). En el cuadro 3 se muestra la clasificacién de la motilidad masal en el

semen ovino y la relacion con la motilidad individual (Aké et al., 2017).

Cuadro 3. Relacién de la motilidad masal y progresiva de los espermatozoides en
ovinos.

MM Descripcion MP

5 Movimiento masal con formacién y desaparicion de remolinos 85— 95%
con ondas de movimiento muy rapidos y subitos o intensos

4 Movimiento masivo definido y rapido, pero las ondas y los 75 — 85%
remolinos no son tan subitos como los de valor 5.

3 Movimientos masivos en forma de oleaje con buen vigor y 60 — 75%
definidos, pero sin la formacién de remolinos.

2 Movimiento mas débil tipo oleaje, se observa movimiento de 40 — 60%
espermatozoides con vigor, pero el movimiento en masa es
débil.

1 El movimiento espermatico es muy débil, apenas se aprecia 15 -40%

un ligero movimiento u oscilante y una gran cantidad de
espermatozoides estan muertos.

0 En el campo se aprecian pocos espermatozoides con vida o 0-15%
Nno se aprecia ninguno con movimiento.

(Fuente: Aké et al., 2017)

2.6.2. Evaluacion de la viabilidad e integridad de la membrana plasméatica

La membrana plasmaética es una estructura de las méas afectadas por el proceso de
congelacion-descongelacion, es por ello que, es indispensable evaluar su estado.
Las técnicas de tincion son las mas ampliamente utilizadas en la valoracion de la

membrana plasmatica, tanto las convencionales, como las fluorescentes. Las
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tinciones convencionales se basan en el principio de que los espermatozoides con
la membrana plasmatica intacta (vivos) presentan mecanismos de permeabilidad
selectiva que impiden la entrada del colorante, mientras que en aquellos que existe
ruptura o dafio de la membrana, y no existen esos mecanismos, el colorante logra
penetrar y la célula por consecuencia se tefiiran (Watson, 1990). Alguno de esos
ejemplos es: azul tripan, verde/eosina, eosina/azul de anilina o el amarillo de

naftol/eritrosina, siendo el mas utilizado la combinacion de la eosina/nigrosina.

La técnica de tincion con eosina/nigrosina ha demostrado ser efectiva para estudiar
la morfologia acrosomal. Sin embargo, se ha pensado que la tincién con
eosina/nigrosina puede dar como resultado la produccién de artefactos porque no
implica la fijacion quimica (Bamba, 1988). La eosina penetrara a través de la
membrana plasmatica de la célula espermatica muerta y se excluira de las células
vivas, mientras que la nigrosina proporcionard un contraste de fondo para
diferenciar entre vivos y muertos (Cecere, 2014). La alta afinidad que tienen los
espermatozoides muertos por la eosina se atribuye a un aumento en la

permeabilidad de las membranas celulares en el momento de la muerte.

Con la aparicién de fluorocromos capaces de determinar con mayor objetividad el
estado de integridad de la membrana, las tinciones clasicas se han desechado como
técnica de eleccion para valorar este parametro; asi se han desarrollado una gran
variedad de protocolos basados en la utilizacion de tinciones fluorescentes. Estas
sustancias se clasifican en dos grupos principales en funcién de su mecanismo de
accion. Asi, las tinciones de membrana impermeable solo son capaces de atravesar
las membranas plasmaticas dafiadas o degeneradas, y por tanto permite identificar
a las células muertas o en proceso de degeneracion. Por otra parte, las tinciones de
membrana permeable son capaces de atravesar membranas celulares intactas y

por tanto permiten identificar la poblacion de células viables (Garcia, 2014).

2.6.3. Evaluacién de la morfologia espermética
Para la evaluacion de la morfologia espermatica se realiza una preparacion de frotis

cuidando de mantener la temperatura de 37° C. Se realiza una estimacion de
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anomalias espermaticas contando de 100 o 200 espermatozoides, observados al
microscopio; diferenciando a los espermatozoides normales de los que presentan
algun tipo de anomalia morfolégica (Hafez, 2002; Aké et al., 2017). Para ello, una
gota pequefia de semen diluido se mezcla con una gota de eosina-nigrosina, y se

realiza un frotis, el cual se observa en el microscopio con el objetivo 100X.

Las anormalidades en el espermatozoide pueden abarcar la cabeza, cuello, pieza
intermedia y cola, se clasifican de acuerdo con la porcion de la célula afectada y el
origen, en primarias y secundarias. Las anormalidades primarias son de origen
testicular, se producen durante la espermatogénesis y estas no se corrigen mientras
el espermatozoide pasa por todo el conducto genital. Las anormalidades
secundarias se producen durante el proceso de maduracion del espermatozoide (en
el epididimo) o por manipulacion durante su evaluacion y procesamiento. Para la
evaluacion se recomienda llevar registro detallado y diferencial de las
anormalidades al momento de su valoracion (Hafez, 2002; Aké et al., 2017). El
eyaculado del ovino deberd tener maximo 20% de las anormalidades espermaticas
totales y de estas el porcentaje de las anormalidades primarias no deben rebasar el
10%.

2.6.4. Evaluacion de la concentracion espermaética

La concentracion espermatica esté definida como el nimero de espermatozoides
por unidad de volumen, expresada normalmente en millones por mL de eyaculado
(x10%/mL). Los diferentes métodos utilizados para su calculo varian en funcién de la
rapidez y exactitud (Evans y Maxwell, 1990). Existen varios métodos que permiten
la determinacion de la concentracion espermatica, entre ellos figuran el recuento de
la camara de Neubauer y el método del fotocolorimetro. Ambos métodos son
precisos y si bien el fotocolorimetro permite el recuento mas rapido, su costo es mas
elevado que la camara de Neubauer (Delgado, 2013). La cAmara de Neubauer es
un portaobjetos de vidrio grueso con dos cuadriculas situadas a un lado y otro
(superior e inferior). Estas presentan lineas que ayudan en el conteo celular, sin

embargo, el conteo de los espermatozoides se realiza tomando en cuenta la
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cuadricula formada por los 25 cuadros grandes (cinco por lado), delimitados por tres
lineas cada uno, y subdivididos en 1 cuadros mas pequefios (Cueto et al., 2016;
Mejia, 2017). El recuento en la camara de Neubauer se lleva a cabo a través de los

siguientes pasos:

1. Adherir el cubreobjetos sobre la camara humedeciendo sus bordes y
ejerciendo luego una firme presion contra la camara.

2. Aspirar 10 pl de semen previa dilucion (1:400).

3. Colocar la muestra en el borde del cubreobjetos y dejar que la camara se
llene por capilaridad (no deben quedar burbujas de aire).

4. Colocar la camara bajo observacion microscépica (100x).

5. Realizar conteo de las cabezas de los espermatozoides de cinco cuadrantes
(subdividido en 16 cuadros pequefios) de cada camara (superior e inferior).

6. Obtener un promedio de los espermatozoides contados en ambas camaras.

7. El numero resultante debera multiplicarse por 20,000,000 para obtener el
namero de espermatozoides por mL.

2.7. Analisis computarizado

Desde que se introdujeron en el mercado a principios de los afios 80, originalmente
para la evaluacion del semen humano, los sistemas CASA se han ido
perfeccionando y modernizando. En consecuencia, han comenzado a utilizarse con
mas frecuencia en veterinaria, especialmente en las especies bovina y equina
(Garcia, 2014). Consta de varias unidades interdependientes: un microscopio de
contraste de fases conectado a una camara de video, que envia la imagen desde el
monitor a un ordenador, donde un analizador digital de imagen captura varias
fotografias seriadas de cada campo microscépico seleccionado. El software
discrimina a los espermatozoides de otras particulas que pueden parecer por su
tamafio, y analiza la trayectoria recorrida por cada espermatozoide individual
durante una fraccién de segundo. Los diferentes sistemas CASA incluyen una serie
de parametros descriptores del movimiento espermatico que son comunes a otros

sistemas (Cuadro 4).
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Cuadro 4. Estimadores cinéticos de motilidad individual espermatica utilizados en
lo sistema asistidos por computadora CASA.

Parametros de velocidad:

LIN % Es la relacién porcentual entre la velocidad rectilinea
(Indice de linealidad) y velocidad curvilinea.

LIN: (VSL/VCL) x 100
STR % Es la relacién porcentaje entre la velocidad rectilinea
(Indice de rectitud) y la velocidad lineal.

STR: (VSL/VAP) x 100

WOB % Es la relacién porcentual entre la velocidad lineal y
(Indice de oscilacion) velocidad rectilinea.

WOB: (VAP/VCL) x 100

VCL pum/s Distancia recorrida por el espermatozoide a lo largo

(Velocidad curvilinea) de su trayectoria real por unidad de tiempo.

VSL pm/s Distancia recorrida por el espermatozoide entre el

(Velocidad rectilinea) primer y el tltimo punto de su trayectoria por unidad
de tiempo.

VAP pum/s Distancia recorrida por el espermatozoide a lo largo

(Velocidad media) de la trayectoria media.

Parametros de angularidad y oscilacion de la cabeza:

ALH pum Es el desplazamiento que efectla la cabeza
(Amplitud media del espermatica en su trayectoria curvilinea de un lado a
desplazamiento otro de la trayectoria media o lineal.

lateral de la cabeza)

BCF Hz Es la frecuencia con la que la trayectoria curvilinea
(Frecuencia de atraviesa la trayectoria lineal o media en funcion del
batido) tiempo.

Adaptado por Garcia (2014).

2.8. Criopreservacion de semen ovino

La criopreservacion del semen es una biotecnologia esencial para la reproduccion
asistida, que permite la preservacion del material genético por un periodo indefinido
(Essawe et al., 2018a). Durante los ultimos 50 afios, se han desarrollado y
perfeccionado numerosas técnicas con el objetivo de conseguir nacimientos

mediante la aplicacion de dosis seminales criopreservadas (Watson, 1979),
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obteniendo grandes avances en la congelacion de semen de toro, mientras que
otras especies, como la ovina, los resultados de fertilidad han sido inconsistentes.
Estas variaciones en los resultados pueden deberse a varios factores. Uno de ellos
es el dafno que sufren los espermatozoides por el proceso de
congelacion/descongelacion. La disminucién de la temperatura produce un dafio
drastico en algunos espermatozoides conocido también como shock térmico,
provocando alteraciones morfolégicas en la membrana plasmética, acrosomal y
mitocondrial, incluso puede llegar a provocar una reaccion acrosémica prematura,
acortando la vida del espermatozoide y reduciendo su fertilidad (Watson, 1995). La
criopreservacion también causa dafio celular debido al estrés osmotico y toxico por
las concentraciones molares de los agentes crioprotectores, y dafio mecanico
debido a la formacién y disolucion de cristales de hielo. Esta respuesta de los
espermatozoides de ovino a los procesos de congelacién/descongelacion puede
variar entre individuos dentro de la misma especie y estacion del afio (Salamon y
Maxwell, 2000), lo que parece ser debido a diferencias en la composicion de las
membranas. La sensibilidad al shock térmico varia entre las especies. Es asi que
algunos componentes, como son los fosfolipidos y los &cidos grasos de la
membrana espermatica, son importantes en el grado de susceptibilidad de los

espermatozoides al proceso de criopreservacion.

2.9. Shock por frio y dafio celular

El objetivo principal de la criopreservacion de espermatozoides es mantener su
viabilidad y funcionalidad a bajas temperaturas durante largos periodos de tiempo.
Las células espermaticas se almacenan a -196° C en nitrégeno liquido. ElI Shock
por frio es el dafio celular debido a la sensibilidad frente a la velocidad de
enfriamiento, y es causada por efectos de transicion en la fase lipidica. El dafio de
enfriamiento es el ocasionado por la sensibilidad del espermatozoide frente a una
temperatura especifica o un rango de temperaturas. Este dafio puede ser aminorado
por agentes crioprotectores, la presencia de ciertos fosfolipidos (fosfatidil serina),
una congelacioén lenta y preacondicionamiento en un medio con un nivel elevado de

sales (Fernandez et al., 2009).
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2.10. Agentes crioprotectores

Ademas de una adecuada velocidad de enfriamiento, para mejorar la viabilidad
celular es necesario alterar el comportamiento fisico-quimico de las soluciones
acuosas en las cuales tiene lugar la criopreservacion, para ello se afiaden al medio
de congelacién agentes crioprotectores. Los agentes crioprotectores son sustancias
muy hidrosolubles y de baja citotoxicidad que disminuyen el punto eutéctico de una
solucién dada (punto en el cual una composicion dada de A y B solidifica como un
elemento puro). El descenso del punto eutéctico implica que se alcanzara una
concentracién dada de solutos a una temperatura menor, de forma que la célula
estara mas deshidratada y el gradiente osmoético al que estara sometido sera menor
(Avila et al., 2006; Fernandez et al., 2009).

2.10.1. Yema de huevo

Su accién consiste en proteger a los espermatozoides contra el choque térmico por
frio, ademas la fraccion lipidica de la yema de huevo (lecitina y cefalina) tiene una
accion protectora, y la fraccion lipoproteica, un efecto conservador (Daza, 1994). La
yema de huevo se utiliza como agente protector de la membrana plasmatica y
acrosomica del espermatozoide y actia como amortiguador osmético. La proteccion
que ejerce en la congelacion se da por adhesion a la membrana plasmética,
especialmente dada por la fracciéon lipoproteica de baja densidad (Jiménez et al.,
2004).

2.10.2. Lecitina de soya

La lecitina de soya es un crioprotector de origen vegetal y su uso esta considerado
como una alternativa a la yema de huevo para la criopreservacion de
espermatozoides en diversas especies, pues tiene alto contenido de lipoproteinas
de baja densidad (LDL). La lecitina de soya ha sido estudiada en diversas especies
como la ovina, bovina, caprina y peces. La adicion de lecitina de soya en los
diluyentes de criopreservacion parece no tener ningun efecto citotoxico ni efecto

negativo en la motilidad de los espermatozoides (Garcia, 2014).

21



2.10.3. Glicerol

El glicerol es el crioprotector mas usado en la preservacion del semen en la mayoria
de las especies animales (Polge et al., 1949). Esta sustancia ocupa
simultdneamente la membrana y los compartimentos extra e intracelulares. Sin
embargo, autores mencionan que su principal efecto lo ejerce en el medio
extracelular y existe un consenso en que a pesar de que el glicerol protege las
membranas del espermatozoide durante la criopreservacion, también ejerce una
cierta toxicidad celular produciendo alteraciones en las caracteristicas fisicas del
citoplasma, en su organizacion y viscosidad, en la permeabilidad y la estabilidad de

la membrana plasmatica (Holt, 2000).

2.10.4. Azucares

En pequefios rumiantes, los efectos beneficiosos de los azucares en los diluyentes
sobre la viabilidad a la descongelacion de los espermatozoides han sido descritos
en numerosas ocasiones, ya que proporcionan un substrato energético para las
células durante la incubacion, manteniendo la presion osmotica del diluyente y
actuando como crioprotector. Azucares no penetrantes como la sacarosa, trehalosa,
rafinosa o lactosa proporcionan hipertonicidad a los diluyentes, causando la
deshidratacién de las células antes de la congelacion, surgiendo una mayor eficacia

de los disacaridos frente a los monosacaridos (Terada, 2003).

2.11. Buenos y malos congeladores

Actualmente es sabido que la susceptibilidad del espermatozoide a los dafios por la
criopreservacion varia entre animales de la misma especie. Asi las diferencias
individuales han sido reportadas en rumiantes, cerdos, equinos, entre otros
(Thomas et al., 1997; Chaveiro et al.,, 2006; Yeste et al., 2015). El concepto de
eyaculados malos congeladores (MC), sugiere que la criosobrevivencia no esta
relacionada necesariamente con la calidad inicial de la muestra de semen, de tal
manera que para ciertos individuos aparentemente con buenos parametros
espermaticos antes de la congelacion, la supervivencia a la descongelacion es
pobre (Curry, 2000).
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De esta manera, se ha observado que no todos los eyaculados, presentan la misma
capacidad para resistir la congelacion-descongelacion (Medrano y Holt, 1998;
Hernandez et al., 2006; Leahy y Gadella, 2011). Al respecto, se ha informado sobre
diferencias en la congelabilidad del espermatozoide entre lineas genéticas
(Waterhouse et al., 2006), individuos (Holt et al., 2005; Casas et al, 2009) e incluso
entre fracciones procedentes del mismo eyaculado (como sucede en el cerdo y
caballos, ya que la eyaculacion es fraccionada). Sieme et al., (2004) sugieren que
puede haber diferencias en la congelabilidad, medidas por la motilidad, entre
fracciones de la misma eyaculacion y existen estudios que informan resultados
contradictorios (Martinez-Pastor et al., 2005, 2011). A pesar de la existencia de
muchos ensayos de laboratorio para evaluar las funciones de los espermatozoides,
la forma mé&s confiable de evaluar el potencial de fecundaciéon de los
espermatozoides es a través de la inseminacién. Sin embargo, los ensayos de
inseminacion artificial son costosos, tardan mucho tiempo y solo se puede analizar
un namero limitado de sementales. Otra alternativa es la FIV, sin embargo, se
requiere de equipo especializado para realizar ensayos de union de
espermatozoides a la zona pellucida (Essawe et al., 2018b).

2.12. Subpoblaciones esperméticas

Diversos estudios realizados demuestran la existencia de subpoblaciones de
espermatozoides en mamiferos (hamster dorado, el titi, la gacela, el jabali y el perro
Holt et al., 2005; Martinez-Pastor et al., 2005; Pichardo et al., 2010; Morales et al.,
2012). Estas subpoblaciones fueron definidas por pardmetros separados, tales
como caracteristicas de movimiento, el comportamiento preciso frente a un analisis
de citometria de flujo o el patron de distribucién especifica de glicoconjugados de
membrana plasmatica. Estos estudios indican la presencia de espermatozoides
funcionalmente diferentes en un solo eyaculado, que actian especificamente
cuando las células se someten a procesos tales como la capacitacion in vitro o
sugieren una fuerte relacion entre los cambios en los porcentajes de poblaciones
diversas y la capacidad de fecundacién de un eyaculado especifico, al menos en

verracos (Quintero-Moreno, 2003).
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La existencia de estas subpoblaciones se descuida en el analisis clasico de la
calidad del semen, y esto puede interferir seriamente con una evaluacion correcta
de la calidad del espermatozoide. Por lo tanto, seria importante iniciar nuevos
estudios de subpoblaciones de espermatozoides para alcanzar una mejor definicién
de la calidad del semen. Esto también podria tener repercusiones econémicas
importantes, ya que un mejor analisis del semen podria conducir a la
comercializacion de dosis de semen que ofrezcan mayores garantias de calidad.
Por lo tanto, el estudio y caracterizacion de estas subpoblaciones abre nuevas

formas de mejorar las técnicas de analisis de semen de ovino.

2.13. Normatividad de laboratorios en México

En México la normalizacion se plasma en las Normas Oficiales Mexicanas (NOM)
de caracter obligatorio, elaboradas por dependencias del gobierno federal y las
Normas Mexicanas (NMX) de &mbito primordialmente voluntario, promovidas por la
Secretaria de Economiay el sector privado, a través de los Organismos Nacionales

de Normalizacion.

No cualquiera puede asegurar que un bien o servicio se ajusta a la norma. Se
requiere que una entidad de acreditacidon valore la competencia técnica y
confiablidad de los organismos de certificacion, laboratorios de prueba, laboratorios

de calibracion y unidades de verificacion.

La normalizacién es el proceso mediante el cual se regulan las actividades
desempefadas por los sectores tanto privado como publico, en materia de salud,
medio ambiente, seguridad al usuario, informacion comercial, préacticas de
comercio, industrial y laboral a través del cual se establecen la terminologia, la
clasificacion, las directrices, las especificaciones, los atributos las caracteristicas,
los métodos de prueba o las prescripciones aplicables a un producto, proceso o

servicio.

La actividad normalizadora se entiende como la consolidacion del conocimiento que

es recabado a través de consultas realizadas entre expertos de una rama o actividad
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productiva. Es un documento mediante el cual los sectores interesados (entre los
cuales estan, fabricantes, usuarios y gobierno) acuerdan las caracteristicas técnicas
deseables en un producto, proceso o0 servicio. Este proceso se lleva a cabo
mediante la elaboracion, expedicién y difusién a nivel nacional, de las normas que

pueden ser de tres tipos principalmente:

Norma oficial mexicana (NOM), es la regulacién técnica de observancia obligatoria
expedida por las dependencias normalizadoras competentes a través de los
Comités Consultivos Nacionales de Normalizacion, conforme al articulo 40 de la Ley
Federal sobre Metrologia y Normalizacion (LFMN), la cual establece reglas,
especificaciones, atributos, directrices, caracteristicas o prescripciones aplicables a
un producto, proceso, instalacién, sistema, actividad, servicio o método de
produccion u operacién, asi como aquellas relativas a terminologia, simbologia,
embalaje, marcado o etiquetado y las que se le refieran a su cumplimiento o

aplicacion.

Norma mexicana (NMX), la que elabore un organismo nacional de normalizacion,
o0 la Secretaria de Economia en ausencia de ellos, conforme el articulo 54 de la
LFMN, la cual prevé para uso comun y repetido reglas, especificaciones, atributos
métodos de prueba, directrices, caracteristicas o prescripciones aplicables a un
producto, proceso, instalacién, sistema, actividad, servicio o0 método de produccién
u operacién, asi como aquellas relativas a terminologia, simbologia,

embalaje marcado o etiquetado.

2.13.1. Normatividad de laboratorios de procesamiento de semen

En México existe una norma oficial mexicana que regula los establecimientos que
se dedican a procesar semen de animales (NOM-027-ZO0-1995-Proceso
Zoosanitario del Semen de Animales Domésticos) la cual fue publicada en el diario
oficial de la federacion el 11 de enero de 1996, la cual no ha sido modificada o
actualizada (SENASICA, 1996).
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Esta norma es de observancia obligatoria y tiene por objeto regular la condicion
sanitaria de la obtencion y procesamiento de semen que es empleado en la
inseminacion artificial. La vigilancia de esta norma corresponde a la Secretaria de
Agricultura, Ganaderia y Desarrollo Rural (Actualmente Secretaria de Agricultura y
Desarrollo Rural) y la aplicacion a la Direccion General de Salud Animal.

Para la correcta aplicacion de esta norma se deben consultar las siguientes normas:

e NOM-003-ZO0-1994 Criterios para la Operaciéon de Laboratorios de Pruebas
Aprobados en Materia Zoosanitaria.

e NOM-EM-011-ZO0-1994 Campaia Nacional contra la Brucelosis en los
Animales.

¢ NOM-019-Z0O0-1994 Camparfa Nacional contra la Garrapata Boophilus spp.

¢ NOM-007-Z00-1994 Campariia Nacional contra la Enfermedad de Aujeszky.

Asi como documentos de consulta del Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y
Calidad Agroalimentaria:

e Criterios minimos indispensables para la instalacion y equipo de los
laboratorios aprobados y/o autorizados.

e Criterios de operacion para los laboratorios aprobados y/o autorizados.

La NOM-027-ZO0-1995 contempla tres tipos de clasificaciones que podran regirse
bajo esta norma. El Gaprosem (Explotacién pecuaria que se dedica a la obtencion
de semen de los animales), el Ceprosem (Centro de procesamiento de semen) y el
Laprosem (Laboratorio de procesamiento de semen). A continuaciéon, se describe

las especificaciones que debe cumplir cada uno.

Gaprosem

e Estar ubicados de tal forma que queden separados de otros tipos de
explotacion pecuaria, otros animales no destinados al uso especifico que
sefala esta Norma o centros de sacrificio.

e Contar con instalaciones hechas a base de materiales permanentes y con
recubrimientos que permitan una adecuada limpieza y desinfeccion.
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Contar con las siguientes instalaciones: Area de aislamiento, area de
obtencion de semen, residencia de sementales, vado sanitario.

Ceprosem

Estardn ubicados de tal forma que queden separados de otros tipos de
explotacion pecuaria, otros animales no destinados al uso especifico que
sefiala esta Norma o centros de sacrificio.

Contar con instalaciones hechas a base de materiales permanentes y con
recubrimientos que permitan una adecuada limpieza y desinfeccion.

Contar con las siguientes instalaciones: Area de aislamiento, area de
laboratorio, area de obtencién de semen, area de registros, residencia de
sementales, vado sanitario.

Laprosem

Estaran ubicados fuera de cualquier tipo de explotacion pecuaria 0 centros
de sacrificio.

Contar con instalaciones hechas a base de materiales permanentes y con
recubrimientos que permitan una adecuada limpieza y desinfeccion.

Contar con las siguientes instalaciones: Area de laboratorio, oficina de
registros.

A los animales que se desea procesar su semen deben de permanecer en el area

de aislamiento durante un periodo de 30 dias y deben ser sometidos a un examen

clinico general por un médico veterinario zootecnista y practicar las siguientes

pruebas de laboratorio.

Brucelosis (Bovinos y porcinos)
Tuberculosis (Bovinos)
Leptospirosis (Bovinos y porcinos)
Campilobacteriosis (Bovinos)
Rinotraqueitis viral bovina (Bovinos)
Tricomoniasis (Bovinos)

Diarrea Viral Bovina

Enfermedad del ojo azul (Porcinos)
Parvovirosis (Porcinos)
Enfermedad de Aujeszky (Porcinos)
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Ademas de cumplir con la NOM-027-Z0O0-1995 se debe cubrir los criterios minimos
indispensables para la instalacion y equipo de los laboratorios aprobados y/o
autorizados y los criterios de operacién para los laboratorios aprobados y/o
autorizados, que en resumen los aplicables para el laboratorio de procesamiento de

semen se debe contar con lo siguiente:

1. Oficina o area de control: Esta area debe ubicarse inmediatamente al
acceso principal del laboratorio y separada de las areas especializadas de
trabajo.

2. Tapete sanitario: Este servira para que el personal que ingrese al laboratorio
se desinfecte el calzado.

3. Almacén: Es el area especifica para guardar los materiales, reactivos y otros
insumos utilizados en el laboratorio.

Estos documentos sefialan también las condiciones ambientales que se deben
tener en el lugar donde se lleven a cabo las pruebas. Los laboratorios o areas donde
se ejecuten pruebas deben estar protegidos segun se requiera, contra condiciones
extremas, tales como excesos de temperatura, polvo, humedad, vapor, ruido,
vibraciones o fluctuaciones de voltaje, y deben ser objeto de un mantenimiento

apropiado.

Para el caso de los equipos que se encuentren en el laboratorio, estos deben
mantenerse adecuadamente y tener disponibles los procedimientos de
mantenimiento. Asi mismo, se debe contar con un registro actualizado por cada uno
de los equipos de medicion, prueba y/o analisis. Estos registros deben contar con

los siguientes datos:

Nombre del equipo

Nombre del fabricante, identificacién del tipo y nimero de serie

Fecha de recepcion y la fecha de puesta en servicio

Su estado cuando fue incorporado, por ejemplo: nuevo, usado,
reacondicionado

Detalles sobre el mantenimiento realizado

e Historial de cualquier dafio, descompostura, modificacidén o reparacion
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lll. PLANTEAMIENTO DE PROBLEMA

Actualmente el control de la reproduccion en la especie ovina esta basado en la
mayoria de los casos en la monta natural con el uso del carnero en sistema de
empadre continuo en un grupo de ovejas, sin embargo, la biotecnologia reproductiva
como la IA va reemplazando el uso de carnero en el hato, al tener mejores
estimadores de produccién en las caracteristicas de mejoramiento genético y su
impacto en fertilidad, prolificidad y ganancia de peso de la progenie y calidad de la
canal. Actualmente los estudios sobre congelabilidad del semen se han centrado en
identificar algan parametro morfol6gico y cinético que indique el estado de la célula
espermatica en un momento dado y que también pueda ser correlacionada la

calidad del eyaculado.

Por lo que la utilizacion de semen criopreservado de buena calidad proveniente de
laboratorios de procesamiento de semen acreditados sea una referencia para que
los productores de ovinos puedan llevar a cabo programas reproductivos como la
sincronizacion del estro conjuntamente con la IA 'y asi mejor la produccion de ovinos

de pelo a nivel regional y estatal en condiciones de trépico.
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IV. OBJETIVOS

4.1. General
Evaluar los pardmetros de espermatozoides criopreservados de ovinos de pelo en
condiciones de tropico de Guerrero y definir el procedimiento de acreditacion del

laboratorio de procesamiento de semen.

4.2. Especificos

e Determinar la congelabilidad de eyaculados de ovinos de pelo.

e Evaluar diferencias en la integridad de la membrana espermatica (viabilidad)
y motilidad de eyaculados de ovinos congelados-descongelados.

e Determinar patrones cinéticos de motilidad de espermatozoides de ovinos de
acuerdo a la congelabilidad.

e Elaboracion de guia para acreditacion de laboratorio para procesamiento de
semen bajo la NOM-027-ZO0-1995.
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V. MATERIAL Y METODOS

5.1. Localizacion

El trabajo se realiz6 en la Unidad Productiva Ovina (UPQO) y el laboratorio de
procesamiento de semen de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia
pertenecientes a la Universidad Autdbnoma de Guerrero (UAGro), ubicada entre los
paralelos 18° 21°17"" de latitud norte y 100° 39" 58" de longitud oeste, respecto al
meridiano de Greenwich y una altitud promedio de 241 msnm.

5.2. Animales experimentales

Se evaluaron 28 eyaculados provenientes de 11 ovinos de la cruza pelibuey —
blackbelly entre 18 y 24 meses de edad, alojados en corales individuales de 12 m?
alimentados a base de una dieta con sorgo, soya y pastoreo con forraje nativo,
desparasitados y vacunados contra clostridiasis. Los ovinos fueron entrenados
previamente para la coleccion de semen con ayuda de una hembra estrogenizada

y posteriormente utilizada como maniqui de monta.

5.3 Coleccion de semen

La coleccion de semen se realiz6 con
VA a 42 °C (Figura 2), de acuerdo a
la técnica descrita por Buitrago y
Pérez (2008), la cual provee de
temperatura y presion adecuada e
imitan de mejor manera las
condiciones naturales del depdsito

de semen en la vagina de la oveja, y

se obtienen eyaculados con |
caracteristicas normales Y  Figura 2. Coleccion de semen de ovino con

. . i tificial.
representativas (Mejia, 2017). vagina ariicia
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5.4. Evaluacion de semen

Previo al proceso de criopreservacion se evaluo la calidad del eyaculado, donde se
estimé el color, volumen, concentracion por mL y motilidad masal, motilidad
progresiva, viabilidad y se incluyeron los eyaculados cuyos valores de referencia del

eyaculado fueran superiores a los reportados para la especie (Cuadro 5).

Cuadro 5. Valores seminales de referencia de eyaculados ovinos de pelo en
condiciones del trépico subhimedo (n=28).

Estimador Volumen Concentracién  Viabilidad Motilidad Motilidad

: 6 0 masal progresiva
seminal (ml) (X10°) (%) (1-5) (%)
Media 1.03 3854 84.00 3.82 85.88
Desviacion 0.30 1906 3.54 0.73 5.07
estandar
Minimo 0.50 1560 80.00 3.00 75.00
Maximo 1.50 9550 90.00 5.00 95.00

5.4.1. Volumen
El volumen fue medido directamente en el tubo graduado inmediatamente después

de la coleccion.

5.4.2. Motilidad

La motilidad masal (MM, 0-5) fue evaluada por la técnica descrita por Aisen (2004)
para microscopia optica donde se observaron en el eyaculado las ondas producidas
por los espermatozoides, utilizando la siguiente escala de valor: 5 (muy buena)
ondas densas de movimiento muy rapido, 4 (buena) ondas y remolinos vigorosos,
pero no tan rapidas, 3 (regular) ondas de movimiento lento, 2, (pobre) donde no
aparecen ondas, pero se ven movimientos espermaticos, 1 (muy pobre) donde hay
muy pocos movimientos y 0 (muertos) sin movimiento. Para la evaluacion de la
motilidad masal se colocd una gota de semen entero sobre un portaobjetos y fue
analizado en microscopio con objetivo de 10X. Para la medicion de la motilidad
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progresiva (MP, %) se colocO una gota de semen sobre un portaobjetos y
cubreobjetos respectivamente, y se observo en el microscopio éptico con el objetivo
40X. Se observaron varios campos con movimiento de espermatozoides hacia

adelante.

5.4.3. Viabilidad

La viabilidad antes de la congelacién se
estimé mediante tincion de eosina-
nigrosina, colocando una gota de semen
en un portaobjetos junto a una de la
tincion, posteriormente se homogenizé y
con ayuda de un portaobjetos se realizo
un frotis (Figura 3), donde se contaron
200 espermatozoides en el microscopio
con el objetivo de 100X para después

expresar el resultado en porcentaje

(Aguilar et al., 2013). Flggra _3. Esperm.atozmdes_te.nldo.s con
eosina-nigrosina. A: Esp. vivo, B: Esp.
Muerto.

5.4.4. Concentracion

La concentracion espermatica se analizo realizando una dilucion del semen 1:400
en solucion formolada al 2.9 % y posteriormente se realiz6 conteo en camara de
Neubauer. Se contaron las epicAmaras, segun la técnica descrita por Muifio (2008),
la formula para obtener el nimero de espermatozoides fue la descrita por Cueto et
al., (2016).

#esp contados en camara x 400 x 16
5

Espermatozoides/ml = x 1,000

33



5.5. Protocolo de criopreservacion

Después de la coleccion el semen fue diluido de acuerdo a la concentracion en el
medio comercial (TRILADYL®) a base de TRIS, &cido citrico, azlcar, tampon,
glicerina, agua tridestilada y antibidtico a 37° C, se envaso en pajillas de 0.5 ml a
una concentracion 200x10° espermatozoides y selladas con alcohol polivinilico, se
expusieron por dos horas a refrigeracion hasta alcanzar 5° C. Inmediatamente
fueron expuestas a vapores de nitrogeno liquido (NL2) por 10 minutos, y

almacenadas a -196 °C en termo criogénico (Cebrian et al., 2010).

5.6. Evaluacion de la motilidad a la descongelacion

Esta evaluacion se llevd a cabo en el Laboratorio Acuatico — Pecuario del Centro
Nacional de Recursos Genéticos. Para la evaluacion de la cinética de los
espermatozoides se descongelaron dos pajillas mediante agitacién en bafio maria
a 37 °C durante 30 segundos. Después de 15 minutos se evalué la motilidad
progresiva (MP, %) en cAmara Makler (Sefi-Medical Instruments Ltd., Biosigma Srl,
Italia) de 10um de profundidad, colocando 10ul de semen descongelado, velocidad
curvilinea (VCL, um/s), velocidad rectilinea (VSL, um/s), velocidad lineal (VAP,
um/s), indice de linealidad (LIN, VSL/VCL x 100, %), indice de rectitud (STR,
VSL/VAP x 100, %), amplitud media de desplazamiento lateral (ALH, um) y la
frecuencia de batido de la cabeza (BCF, Hz). Por medio del software CASA (Sperm
Class Analyzer-SCA 5 2010), provisto de un microscopio de contraste de fases
(Nikon, Eclipse E200MV R) atemperado a 37° C. Los ajustes del sistema CASA
fueron los siguientes: nimero de imagenes (25/s), 6ptica (Ph-), escala (Nikon 10X),
area de particulas (>15 a 70 um?) esperma lento (10-45 um/s), esperma promedio
(45-75 um/s), esperma rapido (> 75 um/s), progresivo (80% STR) (Berlinguer et al.,
2009; Tabarez et al., 2017).
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5.7. Evaluacion de la viabilidad a la descongelacion
La viabilidad fue analizada con el kit
comercial  FluoVit® (Microptic). Se
coloc6 una muestra de 10 pl de semen
en un tubo eppendorf, donde se agregd
1 pl de (trihidrato de trihidrocloruro)
previamente calentado a 37° C vy
posteriormente incubado durante cinco

minutos. Después se adiciono 1 ul de

yoduro de propidio (IP) a 37° C vy la

_ Figura 4. Evaluacibn de Vviabilidad
muestra fue mezclada e incubada por espermatica. A: Espermatozoide vivo; B:
Espermatozoide muerto.

cinco minutos. Luego una alicuota de 10
ul se analiz6 en microscopio Nikon Eclipse E200MV R, provisto del software Sperm
Class Analyzer-SCA 5, con modulo de vitalidad espermatica. Donde los
espermatozoides se clasificaron dos poblaciones: vivos con membrana plasmatica
intacta (trihidrato de trihidrocloruro+/IP-) los cuales se tifien de color azul y muertos
con membrana plasmética dafiada (trihidrato de trihidrocloruro -/IP+) los cuales se
tifien de color rojo. Se realizdé un conteo de 200 espermatozoides y el resultado fue

expresado en porcentaje (Figura 4).

5.8. Analisis estadistico

Los datos se presentan como media + SEM para las variables de motilidad
progresiva y viabilidad espermatica. A la descongelacion se clasifico el potencial de
criopreservacion mediante la ejecucién de un andlisis de agrupamiento jerarquico,
el cual consiste en calcular las frecuencias de chi-cuadrada a partir de las
evaluaciones mencionadas, formando dos grupos: CBC (carneros buenos
congeladores) y CMC (carneros malos congeladores) de acuerdo al procedimiento
descrito por Casas et al., (2009) y se obtuvo como resultado un dendrograma de
disparidad. Se realiz6 analisis de varianza multivariado para los promedios de las
variables (motilidad progresiva y viabilidad espermatica) entre CBC y CMC. Los

patrones cinéticos de motilidad espermatica entre CBC y CMC fueron analizados
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con un modelo lineal generalizado (GLM), se utiliz6 SPSS ver. 19.0 para Windows
(SPSS Inc., Chicago, IL, EE. UU.) El nivel de significancia se establecio en P <0.05.

5.9. Normatividad aplicable a laboratorios de procesamiento de semen de
animales domésticos

Para llevar a cabo la gestion de la acreditacion del laboratorio de procesamiento de
semen de la Facultad Medicina Veterinaria y Zootecnia No. 1 de la Universidad
Auténoma de Guerrero se tomo como referencia la NOM-027-Z00-1995-Proceso
Zoosanitario del Semen de Animales Domésticos, los criterios minimos
indispensables para la instalacion y equipo de los laboratorios aprobados y/o
autorizados y los criterios de operacion para los laboratorios aprobados y/o
autorizados. Esto con la finalidad de elaborar los documentos necesarios para la
acreditacion del laboratorio de procesamiento de semen bajo esta norma (NOM-

027-Z00-1995-Proceso Zoosanitario del Semen de Animales Domésticos).
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Porcentaje

VI. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Evaluacion de espermatozoides de ovino criopreservados

Los resultados del presente estudio de motilidad total (MT) y viabilidad (VIAB)
espermatica a la descongelacion de cada ovino se muestra en la figura 5. Se puede
observar que los machos 4, 6 y 9 fueron superiores al 45% para estas variables
seminales, observando que los demés mostraron valores medios a bajos en MT y
VIAB, en este sentido Garcia (2014), encontré un porcentaje de MT de 40.83 a
47.37% y VIAB de 2893 a 40.47% en ovinos de 1 y 2 afios de edad
respectivamente. Asi mismo Brito et al., (2004) observaron MT de 40.2 y 45.8% en

semen de ovinos de pelo.

75.00

65.00

55.00

35.00

25.00

15.00

M2 M3 M4 M5 Mé M7 M8 M9 M10 M11 M12

Figura 5. Distribucion porcentual de motilidad y viabilidad de acuerdo a cada ovino de pelo en

condiciones de tropico de Guerrero (Media + EE, n=11).

En lo que respecta a los resultados obtenidos de los porcentajes de motilidad y
viabilidad de cada ovino, se categorizo el potencial de congelabilidad del semen de
los ovinos de pelo y se determinaron dos categorias de congelabilidad: ovinos
buenos congeladores (OBC) 27.27% y ovinos malos congeladores (OMC) 72.72%
(Figura 6).
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Dendrograma de clasificacion de la
congelabilidad del semen de ovino
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Figura 6. Dendrograma de clasificacién de congelabilidad de eyaculados de 11 machos ovinos de
pelo de acuerdo a la motilidad y viabilidad a la descongelacion.

La distancia fue medida por la frecuencia de chi-cuadrada de motilidad total y viabilidad, la
identificacion indica el numero de cada macho. En el dendrograma se describen dos categorias
principales: OBC es el grupo que contiene los eyaculados con buena capacidad de congelacion, y
OMC es el grupo que contiene los eyaculados con poca capacidad de congelacion.

Los valores medios de MT y VIAB a la descongelacién de espermatozoides de
ovinos se muestran en el cuadro 6, observando que los OBC superaron
significativamente (p< 0.05) a los OMC. Se ha estudiado poco de estas diferencias
en el potencial de congelabilidad entre ovinos y lo que se ha reportado hasta ahora
es que existen diferencias individuales en la congelabilidad del semen a la
descongelacién, en donde los eyaculados de carneros BC son superiores en
viabilidad, integridad de membrana del acrosoma y pardmetros cinéticos (Garcia,
2014). En el mismo contexto Yeste et al., (2015) en equinos observaron en 24
eyaculados con diferencias significativas en la permeabilidad de la membrana
plasmética, desorden lipidico de membrana y produccién de especies reactivas de
oxigeno (ROS) a favor de los eyaculados de equino BC. También Casas et al.,
(2009) han reportado en porcinos el potencial de congelabilidad, categorizando el
55.17 y 44.82% de verracos BC y MC respectivamente. De la misma manera Yeste

et al., (2013) reportaron 54.28 y 45.71% eyaculados provenientes de verracos BC y

38



MC respectivamente. La explicacién fisiologica de estas diferencias en la
congelabilidad entre machos esta basada principalmente en la susceptibilidad del
espermatozoide a los dafios por el proceso de criopreservacion entre animales de
la misma especie. Las diferencias individuales han sido reportadas en rumiantes,
cerdos, equinos y otros animales no domeésticos (Curry, 2000). Esta tendencia se
ha reportado y explicado de la mejor manera durante el proceso de criopreservacion
del semen de verraco en donde no todos los eyaculados presentan la misma
capacidad para resistir al proceso de congelacién-descongelacion (Medrano y Holt,
1998; Hernandez et al., 2006; Leahy y Gadella, 2011). También se ha informado
sobre diferencias en la congelabilidad entre razas genéticas (Park y Yi, 2002;
Waterhouse et al., 2006), entre verracos (Holt et al., 2005; Casas et al., 2009; Druart
et al., 2009) e incluso entre las fracciones procedentes del mismo eyaculado (Pefia
y Rodriguez, 2006).

El fendbmeno de diferenciacion entre eyaculados MC y BC parece ponerse en
marcha en el momento de la eyaculacion, puesto que Rath y Niemann (1997)
observaron que las diferencias de congelabilidad entre verracos se da en muestras
del eyaculado, pero no cuando los espermatozoides son colectados en la cola del
epididimo. Estas variaciones individuales en la congelacién del semen han sido
documentadas también en otras especies como en el caballo (Amann y Pickett,
1987) y el toro (Thomas et al., 1997).

Cuadro 6. Motilidad y viabilidad de acuerdo a la categoria de congelabilidad del
semen ovino a la descongelacion (n=11).

Intervalo de confianza

Variable M((g/zj; a EE (%)
Inferior Superior
OBC Motilidad 60.62 2.8 54.3 67.0
Viabilidad 53.32 3.1 46.3 60.3
OMC Motilidad 39.9° 1.7 36.0 43.8
Viabilidad 35.7° 1.9 315 40.0

Columnas sin literales comunes difieren significativamente (p<0.05)
EE: Error estandar; OBC: Ovinos buenos congeladores; OMC: Ovinos malos congeladores
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También se ha reportado que las diferencias en la congelabilidad de los eyaculados
afectan a su posterior capacidad fecundante, observando que los espermatozoides
criopreservados provenientes de eyaculados BC tienen una tasa de penetracion en
el ovocito in vitro superior que los espermatozoides de verracos MC (Gil et al., 2005).
Por lo tanto, las diferencias entre eyaculados MC y BC rebasan el ambito estricto

de la capacidad de resistencia a la congelacion.

De la misma manera se han llevado a cabo estudios con la finalidad de determinar
qué factores hacen posible la distincidn entre eyaculados BC y MC, en este
respecto, se ha sugerido que las diferencias entre estas categorias pueden deberse
a un defecto en la espermatogénesis o fallas en la maduracién en el epididimo,
principalmente en verracos MC (Calvin y Bedford, 1971). Respecto a este ultimo
punto, se ha obtenido mejor calidad de semen y fertilidad in vivo al retirar el plasma
seminal después de la coleccion de semen y agregarlo en un 10% al momento de
la descongelacion de semen en muestras de MC (Okazaki et al., 2009). Esto
muestra que las modificaciones en los protocolos de congelacién serdn mas o
menos efectivas sobre la congelabilidad de los eyaculados en dependencia de si
éstos son BC o MC. Sin embargo, en equinos, las diferencias individuales que
existen es la habilidad de la resistencia a los protocolos de congelacion-
descongelacion, los datos de estas diferencias principalmente han sido reportadas
en la integridad de la membrana y motilidad. Por esta razon se ha observado

diferencias entre eyaculados BC y MC (Yeste et al., 2014).

Por otro lado, los estimadores cinéticos de motilidad individual (cuadro 7) de
acuerdo al potencial de congelacién, se observaron diferencias significativas
(p<0.05) entre OBC y OMC en los parametros cinéticos de velocidad (VCL, VSL y
VAP), sin embargo, los parametros cinéticos de angularidad y oscilacién (LIN, STR,
ALH y BCF) no mostraron diferencias significativas entre categorias. Por otro lado,
la MT observada en el presente trabajo fue superior a la reportada por Garcia (2014)
(MT: 48.4%2.6, 27.6x+3.0), contrariamente en los patrones de velocidad (VCL, VSLy

VAP), los cuales fueron inferiores.
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Cuadro 7. Estimadores cinéticos de motilidad individual del espermatozoide ovino
de acuerdo a la categorizacion a la descongelacion (n=11).

Variable Cinética
VCL VSL VAP LIN STR WOB ALH BCF
(Hm/s) (um/s) (Hm/s) (%) (%) (%) (km) (Hz)

OBC 66.3+8.6% 27.6+5.3* 38.1+6.0* 40.0+6.8% 70.2+8.0* 56.745.3% 3.2+.5% 19.6+1.72

OMC 41.945.2° 14.1+3.3° 21.4+3.7° 31.3%4.1® 61.1+4.9% 49.0+3.3% 2.4+3% 18.1+1.3%

Columnas sin literales comunes difieren significativamente (p<0.05)

OBC: Ovinos buenos congeladores; OMC: Ovinos malos congeladores; VCL: Velocidad curvilinea;
VSL: Velocidad lineal; VAP: Velocidad media; LIN: indice de linealidad; STR: indice de rectitud,;
WOB: indice de oscilacion; ALH: Amplitud media del desplazamiento lateral; BCF: Frecuencia de
batido de la cabeza. Espermatozoides analizados: OBC: 3,580, OMC: 4,813.

En este sentido existe poca informacion documentada basada en la congelabilidad
de semen de carneros (Luna et al., 2017). Aunque al respecto Ledesma et al.,
(2017) mencionan que el incremento de los pardmetros cinéticos como VCL, VSLy
VAP, indican que los espermatozoides tienen una gran velocidad y mejor
oportunidad de fecundar el ovocito. Los valores reportados por Ledesma et al.,
(2017) en VCL: 124.9+45.2; VSL: 100.1+42.9; VAP: 110+41.1 junto con los de
linealidad (LIN) fueron descritos como espermatozoides rapidos y lineales
(velocidad y progresividad) y estos resultados son altamente significativos en
comparacion con los observados en el presente estudio. Sin embargo, los
espermatozoides fueron analizados con sistema CASA a los 60 minutos a la

descongelacion y adicionando plasma seminal (SP).

Se definieron dos subpoblaciones de espermatozoides después del analisis de
componentes principales (ACP) a la descongelacion de 8,393 células espermaticas
analizadas en el presente estudio. Los datos para las caracteristicas de motilidad
de estas subpoblaciones se muestran en la figura 7, donde las variables cinéticas
de movimiento individual del espermatozoide ovino fueron establecidas donde la
varianza suma el 84.1% en el ACP. Los patrones de movimiento (BC, ALH),
progresividad (VAP, VSL y VCL) y de trayectoria (LIN y STR) explican el 68.1% de
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la varianza y la viabilidad y motilidad total el 16% como se muestra en el cuadro 8.
Estos resultados de las variaciones cinética individuales asociadas a la variable de

viabilidad y motilidad total indican que los OBC tienen mejores parametros
seminales que los OMC.

104 @VIAB
oMT
@VCL
~ @ VAP
Q - @VsL
= 05
Q
c
o
o
5
WOBg, LIN
© BCFo %%
ALHO® STR
0.0
| 1
0.0 05 1.0

Componente 1

Figura 7. Analisis de componentes principales (ACP) utilizando seleccién de las variables de

viabilidad y motilidad total y patrones cinéticos individuales del espermatozoide ovino a la
descongelacion (n=11).

VCL: Velocidad curvilinea; VSL: Velocidad lineal; VAP: Velocidad media; LIN: indice de linealidad;

STR: indice de rectitud; WOB: indice de oscilacion; ALH: Amplitud media del desplazamiento
lateral; BCF: Frecuencia de batido de la cabeza.
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Cuadro 8. Andlisis de componentes principales (ACP) de variables espermaticas
de cinética de motilidad y viabilidad del espermatozoide ovino de pelo (n=11).

Componente principal Varianza (%) Variable Extraccion

Componente 1 68.1 VCL 0.86
VSL 0.89

VAP 0.91

LIN 0.91

STR 0.94

wOB 0.86

ALH 0.44

BCF 0.78

Componente 2 16.0 VIAB 0.88
MT 0.94

Total 841

VCL: Velocidad curvilinea; VSL: Velocidad lineal; VAP: Velocidad media; LIN: indice de linealidad:;
STR: indice de rectitud; WOB: indice de oscilacion; ALH: Amplitud media del desplazamiento lateral;
BCF: Frecuencia de batido de la cabeza.

6.2. Gestidn de acreditacion de laboratorio de procesamiento de semen

De acuerdo a la NOM-027-Z00-1995, a los de criterios minimos indispensables
para la instalacion y equipo de los laboratorios aprobados y/o autorizados y criterios
de operacién para los laboratorios aprobados y/o autorizados bajo la clasificacion
de LAPROSEM, el laboratorio de procesamiento de semen de la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia No. 1 de la Universidad Autbnoma de Guerrero,
logré la acreditacion, pues ha cumplido con las especificaciones de las

reglamentaciones vigentes.

Areas delimitadas (Area de laboratorio, oficina de registro, area de vestido).
Ventana de recepcion de muestras (Cerrado hermético).

Manuales de procedimiento de técnicas empleadas

el

Bitacoras (Medicion de nivel de NL2, de temperatura de refrigerador, rotacion
de sanitizante, entrada y salida de diluyentes, registro de visitas,
mantenimiento y conservacion de equipos).

5. Formato de reporte de evaluacion seminal.
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El Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria se encarga
de aprobar organismos de certificacion, laboratorios de pruebas y unidades de
verificacion, asi como dar autorizacibn a médicos veterinarios responsables,
terceros especialistas y laboratorios para funcionar como colaboradores en las
actividades en salud animal. Actualmente en México solo existen 7 laboratorios
aprobados para procesar semen de animales domeésticos (SENASICA, 2019). Y con
la acreditacion del LAPROSEM de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia
de la Universidad Autbnoma de Guerrero el Estado tiene el primer laboratorio de

procesamiento de semen autorizado.

Derivado de la presente investigacion se realizé un esquema (flujograma) (Anexo
1) que servira de guia para llevar a cabo el proceso de acreditacion de laboratorios
de procesamiento de semen bajo la NOM-027-Z00-1995. Que basicamente se
compone por dos lineas a seguir. La primera marca los requerimientos minimos con

los que debe contar un establecimiento prestador de servicios zoosanitarios:

1. Medico Veterinario Zootecnista autorizado por el Servicio Nacional de
Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria.

Instalaciones de materiales que permitan facil limpieza

w

Areas delimitadas (Area de laboratorio, oficina de registro, almacen, tapete
sanitario).

Manuales de uso de equipo

Manuales de procedimientos

Manuales de mantenimiento

N o g A

Bitacora de rotacion de sanitizante

Y la segunda parte trata del procedimiento que debe seguirse para la solicitud de
acrediataciéon bajo la NOM-027-ZO0-1994-Proceso Zoosanitario del Semen de

animales domésticos.

Ademas se elaboraré el manual de procedimientos del laboratorio de procesamiento
de semen, y este servira como medio de consulta para el personal de este

establecimiento (Anexo 2).
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VII. CONCLUSIONES

Las variables seminales de motilidad y viabilidad espermatica determinaron
dos categorias de congelabilidad de semen en ovinos, las cuales fueron

clasificadas como buenos congeladores y malos congeladores.

Los ovinos que fueron clasificados como buenos congeladores mostraron
porcentajes mejores de motilidad y viabilidad espermética, respecto a los

clasificados como malos congeladores.

Los espermatozoides congelados-descongelados provenientes de ovinos
clasificados como buenos congeladores, mostraron patrones cinéticos de

velocidad (VSL, VCL y VAP) superiores a los malos congeladores.
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VIIl. APORTACIONES

Como resultado del presente trabajo se realiz6 guia para acreditacion de

laboratorios de procesamiento de semen.

Con la presente investigacion, se enfatiza la importancia de la categorizacion
de la congelablidad del semen, con el objetivo de utilizar semen de ovinos
buenos congeladores en programas de mejoramiento genético
conjuntamente con la inseminacién artificial en condiciones de tropico de

Guerrero.
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ANEXO 2

MANUAL DE
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LABORATORIO DE PROCESAMIENTO DE SEMEN
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ZOOTECNIA No. 1
(LAPROSEM — FMVZ)
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INTRODUCCION

Al hablar de la reproduccion animal nos lleva a pensar en todas las implicaciones
de tipo conceptual de esta area. La mayoria de los especialistas que se dedican a
esta rama la definen como un proceso complejo, ya que de ello depende la parte
fundamental de las especies, su perpetuacion y evolucién. De esta manera se
pretende que el presente manual guie al personal académico y de apoyo durante la

ejecucion de las actividades dentro del laboratorio.

OBJETIVO

Este manual tiene como proposito apoyar al personal del laboratorio de
reproduccién animal, con los conocimientos procedimientos basicos que se realizan
dentro de este. Ademas de que exista una planeacién, operacion y evaluaciéon de

las actividades practicas de manera coordinada.

OBJETIVO DEL LABORATORIO DE REPRODUCCION ANIMAL

Contribuir en la formaciéon de alumnos a nivel licenciatura y posgrado, con un
enfoque en el area de reproduccion animal, a través de practicas, asesorias,
investigacion y la difusiéon de actividades en manejo reproductivo a nivel regional,

estatal y nacional.

MISION DEL LABORATORIO DE REPRODUCCION ANIMAL

Formar profesionales en reproduccion animal para evaluar, controlar y optimizar el
manejo reproductivo de los animales domésticos; asi como generar y difundir los
avances tecnologicos del area reproductiva. Ademas de brindar servicios a
productores que cuentan con problemas reproductivos en las unidades de

produccion (bovinos, ovinos y caprinos).

VISION DEL LABORATORIO DE REPRODUCCION ANIMAL

Ser un departamento que se involucre con las necesidades de la produccion
pecuaria y la reproduccion de los animales, formando alumnos capaces de dar
solucion a los requerimientos que exige la produccién animal. Asi mismo, ser una
guia y un impulsor de la generacidén de conocimientos en las diferentes areas que

involucra el manejo reproductivo de los animales.
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LEYES, REGLAMENTOS Y NORMAS OFICIALES MEXICANAS DE APOYO

Criterios minimos indispensables para la instalacion y equipo de los
laboratorios aprobados y/o autorizados — SENASICA.

Norma Oficial Mexicana. NOM = 027 — ZOO = 1994. Proceso zoosanitario
del semen de animales domésticos.

Ley estatal nimero 491 de Bienestar Animal del Estado de Guerrero
P.O. E. G. 26 de diciembre de 2014

Norma Oficial Mexicana. NOM-087-ECOL-SSA1-2002, Proteccion ambiental
- Salud ambiental - Residuos peligrosos biologico—infecciosos - Clasificacion

y especificaciones de manejo.

REGLAMENTO DE LABORATORIO DE PROCESAMIENTO DE SEMEN

N o o s~ NP

Esta prohibido ingresar sin ropa adecuada al laboratorio.

Esta prohibido comer, beber, fumar dentro del laboratorio.

Limpiar el &rea de trabajo y material utilizado en el laboratorio.

Utilizar bata blanca dentro del laboratorio.

Utilizar guantes de latex y cubre bocas cuando se manipule material bioldgico
Mantener orden y tranquilidad dentro del laboratorio.

No utilizar celular dentro del laboratorio

MEDIDAS GENERALES DE SEGURIDAD

Cuando se utilicen guantes, estos deberan desecharse en el cesto de basura.

Lavarse las manos después de trabajar con material biolégico y al haber finalizado
la practica.

Desechar material punzocortante como agujas, cuchillos y bisturi en los recipientes
destinados para ello.

Evitar contacto directo con material biol6gico.

Ingresar con ropa adecuada al laboratorio.

6. Toda persona que deba manejar animales debe estar capacitado y entrenado para

las tareas a realizar.
Utilizar overol y botas de hule cuando se trabaje fuera del laboratorio.

Materiales de cristaleria rotos deberan ser recogidos inmediatamente.
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1. COLECCION DE SEMEN

La coleccion de semen depende de la especie animal y debe realizarse en un area
limpia y libre de polvo, lavar y secar el vientre y prepucio del semental a colectar,
para evitar la contaminacién del semen. La frecuencia de obtencién de semen esta
supeditada a la libido de cada semental en particular. El semen se puede obtener
mediante tres técnicas: 1) Vagina artificial (VA), 2) Electroeyaculador (EE) y 3)
Manual por presion (MP), dependiendo de la especie, se utilizara la técnica de

coleccion mas adecuada.

1.1. Vagina artificial (VA)
El método de coleccion de semen mediante VA, se puede realizar en bovinos,

caprinos y ovinos. Se debe seguir los siguientes pasos:

1. Preparar o armar la VA con todos sus componentes (tubo rigido, latex, cono
colector, tubo graduado) (Fig. 1)

2. Agregar agua caliente a 42 °C

3. Se procede a la toma del eyaculado, sujetando una hembra en celo u otro
macho o un maniqui. La persona encargada de la coleccion se debe colocar
a la derecha del animal y mantener la VA en la mano derecha, con la abertura
dirigida hacia el pene, mientras que con la mano izquierda colocada sobre el

prepucio y dirigir el pene hacia la abertura de la VA.

Tubo Agua Latex Cono Tubo
rigido caliente colector  graduado

Figura 1. Esquema de vagina artificia
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1.2. Electroeyaculador (EE)

EE consiste en estimular eléctricamente y por via rectal las glandulas accesorias
del aparato reproductor del semental, como son las vesiculas seminales y la
préostata, pero principalmente el centro eyaculatorio que se encuentra en las
ramificaciones nerviosas de la columna vertebral, entre las Ultimas vértebras
lumbares y las dos primeras vértebras sacras. La estimulacion eléctrica sélo es
requerida cuando los machos no pueden entrenarse o se rehldsan a utilizar la VA o
cuando hay lesiones o enfermedades que hagan la monta imposible. Este método
de coleccién puede llevarse a cabo en bovinos, caprinos y ovinos.

El equipo de electroeyaculacion
(Pulsator 1V, Lane Manufacturing
Inc.) cuenta con dos tipos de
funcionamiento (Manual y

automético), los cuales se pueden

activar desde el controlador de la

_— . Figura 2. Caratula del controlador de electroeyaculador.
siguiente manera (Fig. 2):

Modo manual:

1. Encender el controlador con la tecla ON/OF

2. Seleccionar con la tecla MODE el modo manual hasta que el led rojo se
encuentre encendido.

3. Con la perilla de intensidad se podra controlar la intensidad de la descarga
eléctrica.

Modo automatico:

1. Encender el controlador con la tecla ON/OF

2. Seleccionar con la tecla MODE el modo RUN hasta que el led rojo se
encuentre encendido.

Seleccionar el modo “Program”.

Iniciar el procedimiento con la tecla STAR.

5. Partes del equipo para realizar la electroeyaculacion (Fig. 3):

» w
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1. Controlador

2. Transductor

3. Mango colector

4. Cargadores de controlador
5. Escrotimetro

Figura 3. Componentes del electroeyaculador

Para llevar a cabo el procedimiento de EE, el operador debe vaciar el contenido
fecal del recto del animal para poder introducir el transductor, y se deben seguir los

siguientes pasos:

1. Colocar el transductor en el recto con las bandas hacia la pelvis
2. Conectar el transductor al controlador
3. Seleccionar el modo que se utilizara (Manual y automatico)

2. EVALUACION DEL SEMEN

El semen estd formado por una sola fraccion en la que se obtiene los
espermatozoides y liquidos seminales procedentes de las glandulas accesorias. A
continuacion, se describe brevemente la evaluacioén que se realiza (macroscépica y

microscopica):

2.1. Valoracién macroscopica:

Volumen: Medido a simple vista directamente en el tubo colector graduado.

Color: Es caracteristico el color blanco cremoso con cierta tendencia a un tinte
marfil en relacion con el contenido en espermatozoides, siendo los colores
anormales mas frecuentes: el amarillento por contaminacion de orina, el verdoso

por procesos purulentos y el rojizo por presencia de sangre.
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Olor: Es muy caracteristico, pero en general no es muy intenso, por lo que los olores
extrafios derivados de contaminaciones con orina 0 enfermedades infecciosas

deben ser excluidos.

Pureza: Los espermatozoides obtenidos en condiciones higiénicas no contienen
sustancias patoldgicas ni cuerpos extrafios, tales como sangre, pus, orina o
porciones necroéticas de la mucosa. Esto indica alteraciones del aparato reproductor
o urinario. Pelos, suciedad prepucial, restos de heces indican falta de higiene en la

recogida.

pH: Dado por las secreciones acidas provenientes de la préstata y las secreciones
alcalinas de las vesiculas seminales. La medicion del potencial de hidrogeno es
realizada con potenciémetro, o bien con tiras reactivas en una pequefa muestra de

semen.

2.2. Valoracién microscépica:

Movilidad masal: Se refiere al movimiento global de una gota de espermatozoides
puro. Se determina inmediatamente después de la recoleccion del semen y para
ello se utiliza un microscopio compuesto u éptico comun con objetivos de 10x y 40x
(aumentos), manteniendo el semen y el material a una temperatura de 37 °C. Se
coloca una gota de semen sin diluir con una pipeta tipo Pasteur en un portaobjetos

y se califica con la escala que se presenta en el siguiente cuadro (cuadro 1).

Cuadro 1. Valoracion de las ondas de movimiento (Evans y Maxwell, 1990).

Valor Clase Descripcién
5 Muy buena Ondas muy rapidas
4 Buena Ondas rapidas
3 Regular Ondas lentas
2 Pobre Sin ondas (movimiento aislado)
1 Muy pobre Sin movimiento
0 Mala Muertos
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Motilidad progresiva: Se evallua de forma individual, mediante la determinacion

del porcentaje de espermatozoides con movimiento progresivo o de avance, para lo

cual se coloca una gota de semen con ayuda de una micropipeta (10pl) en un

portaobjetos y después se coloca un cubreobjetos.

viabilidad

evaluan

Morfologia y
Se

separado colocando una gota de

espermatica: por
semen sobre un portaobjetos a 37° C
y se mezcla con una gota de la tincion
Eosina-Nigrosina y se realiza un
frotis, después se deja secar a
temperatura ambiente durante 1 a 2
minutos. La muestra debe ser
observada en el microscopio con el
objetivo de 100X, colocando una gota
de aceite de inmersion sobre el frotis
200

espermatozoides. Se determinar el

para después contar

Figura 4. Frotis de espermatozoides.

A:

Espermatozoide vivo; B: Espermatozoide

muerto.

porcentaje de espermatozoides vivos y muertos (Fig. 4).

Las anormalidades morfolégicas de los
espermatozoides a las que habra que
prestar mas atencion seran las
relacionadas con la espermatogénesis
o anormalidades primarias, es decir, las

relacionadas con la estructura, como

seran las cabezas grandes
(macrocéfalos), pequefias
(microcéfalos) o] irregulares

(aplanadas) y las cabezas dobles y
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Figura 5. Anormalidades morfologia del
espermatozoide. (A: Macrocéfalo; B: Microcéfalo;
C: Cabeza aplanada; D: Cabeza alargada; E:

Cabeza doble; F: Cola doble; G: Gota
citonlasmatica proximal.



colas dobles. Las anormalidades secundarias ocurren durante el transito de los
espermatozoides por el epididimo, por lo que pueden presentarse en machos
sobretrabajados, siendo la mas comun la presencia de gotas citoplasmaticas o de
cabezas desprendidas. Las anormalidades terciarias se presentan durante la
eyaculacién o por un manejo inadecuado del semen, encontrdndose por lo general

las colas enrolladas o los espermatozoides aglutinados (Fig. 5).

Las muestras con una proporcion de espermatozoides muertos mayor al 25% y con
mas del 20% de anormalidades seran indicadoras de machos con fertilidad

reducida.

Concentracion espermatica: Se determina con

camara de Neubauer, después de realizar una —————{iirtit———11—

dilucion del semen de acuerdo a la especie con

™

o

h
=

una solucién formolada al 3% en microtubos

(Cuadro 2). Después se coloca una gota de la e

dilucion sobre la cuadricula de la camara y se

Al
™~

realiza un conteo con el objetivo 40x. El conteo

se realiza en la cuadricula central de la camara

de Neubauer contando los espermatozoides que

. . Figura 6. CaAmara de Neubauer
se encuentren dentro de cinco cuadros chicos
(Figura 6). Después de haber realizado el conteo en ambas cdmaras se obtiene un
promedio para después obtener la concentracion total de espermatozoides de

acuerdo a la siguiente férmula:

CE = # Esp.contados x # SC x PC x FD x 1,000

Donde:

CE= Concentracion espermatica/ml
# Esp. Contados= Numero de espermatozoides contados
SC= Superficie contada de la camara (5 cuadros)
PC= Profundidad de la camara (10)
FD= Factor de diluciéon (1:100; 1:200; 1:400)
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Cuadro 2. Microtubos para evaluacién de concentracién espermatica.

Dilucion Fol_rrcrllilizg uL de semen Especie
1:100 990 pL 10 pL Toro, perro y cerdo
1:200 1990 pL 10 pL Toro, ovino y caprino
1:400 1995 uL 5 uL Ovino y caprino

El cuadro 3 muestran los valores de referencia de volumen, concentracion

espermatica y pH para las diferentes especies.

Cuadro 3. Valores de referencia de las caracteristicas del semen de diferentes
especies (Hafez, 1985).

Concentracion

: Volumen L
Especie (mL) espermatica pH
(millones/mL)
Toro 4-8 1,500 - 2,500 6.4-7.8
Carnero 0.8-1.5 2,000 - 6,000 5.9-7.3
Macho cabrio 0.5-1.5 1,500 - 5,000 7 aprox.

3. PROCESAMIENTO DE SEMEN PARA CONSERVACION

La obtencidn y procesamiento del semen de un macho genéticamente superior para
su utilizaciéon en fresco permite acelerar el mejoramiento de las caracteristicas
productivas de las unidades de produccion, 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 difusion de genes, al mismo tiempo que su

conservacion por periodos prolongados de tiempo.

Para llevar a cabo estos procedimientos es necesario haber evaluado el semen
como se indica en la seccion niumero dos. Ya que de esto dependera la cantidad de

diluyente que sera agregado al semen para su posterior almacenamiento.
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3.1. Dilucion del semen
El semen debe ser diluido en diluyente convencional o preparado para cada especie
animal. El semen debe ser envasado en pajillas de 0.5 o 0.25 ml, en caso de

congelacion en nitrégeno liquido (-196° C).

Para determinar el nUmero de dosis que se van a preparar, €s necesario conocer la
concentracibn espermatica del eyaculado, ademas del porcentaje de

espermatozoides viables.
Pasos a seguir para la dilucién del semen:

1. Conocer el numero de espermatozoides viables en el eyaculado.

2. Dividir el ndmero de espermatozoides vivos entre el numero de
espermatozoides que se desea almacenar en las pajillas.

3. Después de saber el nimero de pajillas que se podran obtener del eyaculado
se debera realizar una multiplicacién por la cantidad en mililitros de la pajilla
a utilizar (0.25 o 0.5 ml) para conocer el volumen final de la dilucion.

4. posterior conocer el volumen que debe tener la dilucion (semen + diluyente)
se debera restar el volumen del eyaculado.

5. Agregar el diluyente al semen en varios pasos cuidando que la temperatura

del semen y el diluyente sean las mismas.

Ejemplo:

Se realiz6 coleccidon de semen con vagina artificial a un toro raza Simmental de 4
afnos de edad donde se obtuvieron 6 ml de eyaculado. Inmediatamente después se
realiza la evaluacion de semen (macroscopica y microscoépica). Los resultados de

la evaluacion fueron los siguientes:

Volumen: 6 ml pH: 7
Concentracion espermatica: 200,000,000/ml MM: 4
Viabilidad: 94% MP: 90%
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1. Niomero de espermatozoides viables en el eyaculado.

Para conocer el nimero de los espermatozoides viables se debe multiplicar
200,000,000 por 6 ml para conocer la concentracion espermatica total del
eyaculado, después multiplicar por .94 (viabilidad) para ajustar el numero de

espermatozoides viables.

200,000,000/ml (concentracién) X 6 ml (volumen)= 1,200,000,000 Esp. totales

1,200,000,000 Esp. totales x 0.94 (viabilidad) = 1,128,000,000 Esp. vivos

2. Dividir el numero de espermatozoides vivos entre el numero de

espermatozoides que se desea almacenar en las pajillas.

1,128,000,000 Esp. vivos

= 32 pajillas
35,000,000

3. Después de saber el numero de pajillas que se podran obtener del
eyaculado se debera realizar una multiplicacion por la cantidad en mililitros
de la pajilla a utilizar (0.25 o 0.5 ml) para conocer el volumen final de la

dilucion.
32 pajillas X 0.5 ml (pajilla) = 16 ml de dilucién (Semen + diluyente)

4. Luego de conocer el volumen que debe tener ladilucion (semen + diluyente)

se debera restar el volumen del eyaculado.
16 ml (Semen + diluyente) — 6 ml (eyaculado) = 10 ml de diluyente (agregar)

5. Agregar el diluyente al semen en varios pasos cuidando que latemperatura

del semen y el diluyente sean las mismas.
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3.2. Refrigeracion del semen diluido
El semen debera refrigerarse hasta alcanzar 5° C durante 2 horas como minimo o
durante 36 horas como un periodo méximo como lo indique el diluyente comercial

que se utilizé para su conservacion

3.3. Congelacion del semen

La criopreservacion es una técnica mediante la cual el material biolégico puede ser
mantenido viable por tiempo indefinido por medio de la congelacién de la célula
espermatica a muy bajas temperaturas, generando una disminucion de su

metabolismo celular hasta una etapa de inactividad celular.

El proceso de criopreservacion esta basado en 2 pasos: 1) enfriamiento progresivo

del semen y 2) congelacion en vapores de nitrogeno liquido.

Para la congelaciéon de semen se debe haber realizado la dilucion con diluyente
comercial de acuerdo a la concentracion espermatica del eyaculado a criopreservar.
Después de haber realizado la dilucion de semen se debe homogeneizar bien el
semen diluido antes de proceder al llenado de las pajillas (0.25 o0 0.5 ml) y realizar

lo siguiente:

1. Llenar las pajillas pipeteando las dosis seminales a través del tapén triple
(algodon-alcohol polivinilico-algoddn), sumergiendo el extremo sin tapon en
el semen diluido.

2. Para proceder al llenado de las pajillas, se deben tomar del extremo con

tapon (para no transmitir el calor de la mano al semen).

El alcohol polivinilico del tapdn triple gelifica y sella en contacto con el liquido.

Crear en el extremo sin tapdén, una camara de aire.

Retirar el exceso de liquido en la pajilla con ayuda de un papel absorbente.

o o M w

Sellar la pajilla con golpes suaves y perpendiculares sobre una placa que
contenga alcohol polivinilico.
7. Debera quitarse el excedente de alcohol polivinilico para que las pajillas no

se adhieran entre si.
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8. Sumergir las pajillas inmediatamente en un recipiente con agua a
temperatura similar (el tapon recién formado gelifica y sella en contacto con

el agua).

Es importante que esta operacion se lleve a cabo con rapidez y en un ambiente a
baja temperatura, asi como evitar cambios de temperatura. Pueden utilizarse
distintos colores de alcohol polivinilico para identificar eyaculados de diferentes

sementales.

Seré necesario contar con una nevera de unicel con tapa, asi mismo, con un soporte
de aluminio para las pajillas. El soporte de aluminio debe alcanzar 5 cm de altura

con respecto al nivel del nitrogeno liquido.
Debera realizar los siguientes pasos:

Vaciar nitrégeno liquido a la nevera de unicel

2. Colocar el soporte de aluminio y verificar que el nivel de altura con respecto
al nivel del nitrégeno liquido sea de 5 centimetros.
Tapar la nevera hasta que se enfrie su interior.
Colocar sobre el soporte de aluminio las pajillas, apoyando solo sus
extremos.

5. Tapar la nevera y dejar que las pajillas estén expuestas a vapores de
nitrégeno liquido durante 15 minutos.

6. Después de transcurrido el tiempo las pajillas se vuelcan directamente en el
nitrégeno liquido de la nevera durante 15 minutos.

7. Después se almacenan en termo criogénico en goblet y varillas de aluminio.
3.4. Descongelacién de semen

El descongelamiento debe realizarse en bafio maria a de 37° C por agitacién, de

acuerdo a los siguiendo los pasos:
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1. Sumergirse en el bafio maria a 37° C y con ayuda de una pinza agitarlas
durante un minuto bajo el agua (para asegurar un descongelamiento
homogéneo).

2. Luego de su descongelamiento, la pajilla debe secarse con una toalla de
papel (tratando de no frotarla).

3. Se debe sujetar la pajilla por el extremo de tapdn triple (algodén-alcohol
polivinilico-algodén) y cortar con ayuda de una tijera el lado opuesto y de

manera recta.

4. PREPARACION DE DILUYENTES DE CRIOPRESERVACION

Los diluyentes para semen fresco, enfriado o refrigerado pueden ser sintéticos en
base a TRIS o citrato, glucosa o fructosa y yema de huevo, o naturales en base a
leche descremada en polvo. Sin embargo, en este laboratorio se utilizan los
siguientes diluyentes comerciales: Triladyl®, AndroMed®, Steridyl® (Minitube,

Alemania).

4.1. Preparacion de Triladyl®

Es un concentrado estéril para la preparacion de un diluyente con yema de huevo
para la congelaciéon de semen bovino en un solo paso. Triladyl® se presta también
para la congelacién de semen de otros rumiantes por ejemplo ovino, caprino, ciervo.
Su contenido en antibiodticos corresponde, a partir de una dilucion de 1:8 (1 parte de

semen a 8 partes de diluyente) al estdndar de la UE: EC norma 88/407.

Composicién:

e TRIS

e Acido citrico

e Azucar

e Tampones

e Glicerina

e Antibiéticos

e Agua de extrema pureza
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100 ml del diluyente preparado contienen

e Tilosina 5,7 mg

e Gentamicina 28,6 mg

e Espectinomicina 34,3 mg
e Lincomicina 17,2 mg

Para la preparacién del diluyente se requiere de

e Triladyl® concentrado

e Agua pura esteéril

e Yema de huevo fresca

e Probeta graduada estéril 0o matraz de Erlenmeyer
e Papel filtro estéril

e Filtro-embudos estériles

El diluyente listo se compone de una parte de concentrado de Triladyl®, tres partes
de agua pura estéril y de una parte de yema de huevo, lo que equivale al 20% de
su volumen final. La solucion madre se prepara vertiendo primero un frasco
completo de concentrado de Triladyl® (250 g) en un matraz graduado, y agregando
en varios pasos 750 ml de agua pura estéril. Esta solucion madre es estable y puede

mantenerse a +5° C por alrededor de una semana.

Para completar el diluyente, deben agregarse a la solucion madre 250 ml de yema
de huevo fresca. Es posible pesar 250 g de yema de huevo, por cuanto el volumen
y peso son equivalentes. Se puede esterilizar la cascara del huevo pasandolo por

una llama.

En seguida se parten los huevos cuidadosamente, tratando de separar yemay clara,
vertiendo la yema, sin romperla. Para liberar completamente la yema de la clara y
las membranas, se colocan una por una sobre papel de filtro, haciéndolas rodar
sobre el papel, que retiene los restos. Finalmente, la yema de huevo se posiciona
en el borde del papel filtro, se envuelve en el papel y se presiona para abrir la
membrana de tal forma, que la yema escurra libremente, dejando adherida la
membrana al papel. Enseguida, se agrega la solucion madre a la yema,

mezclandola con un agitador magnético o una varilla de vidrio estéril.
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Como ultimo paso, el diluyente debiera filtrarse a través de un embudo o gasa
estéril. La observacion estricta de este orden es de importancia para permitir el total
desarrollo de las cualidades de conservacion del Triladyl® (agregar la solucién

madre a la yema, no al revés).

4.2. Preparacion de AndroMed®

Es un concentrado estéril para la preparacion de un diluyente libre de yema de
huevo para eyaculados bovinos. Es apropiado para la congelacién del semen y para
la conservacion de semen en fresco. AndroMed® también se utiliza para semen
caprino, ovino y ciervo. Su contenido en antibiéticos corresponde — a partir de la
dilucion en proporcién 1:8 (una parte de semen por 8 partes de diluyente) - al
estandar de la UE: EC norma 88/407.

Composicién:

¢ Fosfolipidos

e TRIS

e Acido citrico

e Azucar

e Antioxidantes

e Tampones

e Glicerina

e Antibiéticos

e Agua de extrema pureza

100 ml del diluyente preparado contienen

Tilosina 5,7 mg
Gentamicina 28,6 mg
Espectinomicina 34,3 mg
Lincomicina 17,2 mg

Preparacion del diluyente listo para su uso:
Para la preparacion del diluyente final se tempera el contenido de una botella de
AndroMed® (200 ml) a +35° C en un bafio maria. Luego se temperan 800 ml de

agua de gran pureza a +35° C y se agregan al concentrado. Si se respetan las
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proporciones (1 parte de concentrado + 4 partes de agua) también es posible

preparar cantidades menores.

Procedimiento de preparacion

Temperar el volumen requerido de AndroMed® concentrado en un bafio maria a
+35° C y vacielo en una probeta o matraz graduados, de tamafio suficiente.
Tempere la cantidad de agua purisima a +35° C y agréguela al concentrado.
Homogenice la solucién agitandola manualmente o con ayuda de un agitador

magnético.

Predilucién y examen del semen: se recomienda prediluir el semen ingresado al
laboratorio con AndroMed®, en proporcién 1:1, dejando escurrir lentamente el
diluyente por la pared de vidrio en direccion al semen. El diluyente debe tener la
misma temperatura que el eyaculado (+/-1 °C). Mientras se procede al examen
(microscopia, determinacién de concentracion), el semen debe permanecer en el
bafio maria a +28° a +32° C. La dilucion final debe completarse dentro de 10
minutos. El eyaculado diluido desciende en forma pasiva a la temperatura de
laboratorio (+20° hasta +23° C) y el semen es envasado a esta temperatura. En
forma alternativa, AndroMed® también es adecuado para proceder al envasado a

+5° C. El semen diluido debe equilibrarse a +5° C durante por lo menos 2 horas.

Congelacion de las pajillas: La congelacion de las pajillas se efectia sobre
rampas posicionadas horizontalmente a 4 cm sobre el nivel del Nitrégeno liquido, o
en un equipo biocongelador profesional. El tiempo de congelacion en el equipo
automatico debe extenderse para mini-pajillas (0,25 ml) a un minimo de 7 minutos,
para pajillas medianas (0,5 ml) a un minimo de 10 minutos. A continuacion, las

pajillas son inmediatamente sumergidas en nitrdgeno liquido

Almacenamiento y estabilidad: El concentrado debe ser almacenado en
refrigerador a +4 °C hasta +8 °C. La etiqueta del frasco tiene impresa la vida util
minima. Para la preparaciéon de volimenes menores de diluyente listo para usar se
puede extraer una parte del concentrado para diluirlo en la proporcién indicada (1

parte de concentrado + 4 partes de agua). El medio listo para usar puede guardarse
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por un maximo de 3 dias a +4° C hasta +8° C, asi como a -18° C por un periodo de

12 meses.

4.3. Preparacion de Steridyl®

Es un concentrado estéril para la preparacion de un diluyente con yema de huevo
para la congelacion de semen bovino en un solo paso. Se presta también para la
congelacion de semen de otros rumiantes, por ejemplo, ovino, caprino, ciervo. Su

contenido en antibidticos corresponde al estdndar de la UE: EC norma 88/407.

Composicién
e TRIS
e Acido citrico
e Azucar
e Tampones
e Glicerina
e Yema de huevo
e Antibidticos
e Agua de extrema pureza

100 ml del diluyente preparado contienen

e Tilosina 5,7 mg

e Gentamicina 28,6 mg

e Espectinomicina 34,3 mg
e Lincomicina 17,2 mg

Para la preparacién del diluyente se requiere:

e Steridyl concentrado
e Agua purisima estéril
e Probeta graduada estéril o matraz Erlenmeyer

Vaciar el contenido total de un frasco de Steridyl® (500 ml) en una probeta graduada
y agregue a ésta en varios pasos 750 ml de agua purisima. En ningun caso proceda
en orden inverso. Con eso el diluyente queda listo para su uso y puede conservarse

por hasta 3 dias en ambiente oscuro a +4° C hasta +8° C.
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Después de colectar el semen, el eyaculado es mantenido en bafio maria a +28° C
a +32° C. Una vez evaluado el semen macroscopica y microscopicamente, se
prediluye a razon de 1:1 (v/v) en el mismo vaso colector, dejando gotear lentamente
el diluyente a lo largo de la pared del vaso. Una vez calculada la dilucion final, el
semen prediluido es vertido cuidadosamente, a lo largo de su pared, a un envase
temperado de mayor tamafo, agregando a continuacion el volumen de diluyente
aun requerido. Es conveniente agitar el envase durante la dilucion, para lograr una
adecuada mezcla del semen con el diluyente. Es preferible el uso de una balanza

electrénica, en lugar de medir el volumen en envases graduados.

Después de la predilucion, el semen puede ser retirado del bafio maria, continuando
el procesamiento a temperatura ambiente de laboratorio. El envasado en pajillas se

hace a temperatura ambiente, o a +5° C dentro de camara frigorifica o un gabinete.

Congelacion de las pajillas: La congelacion de las pajillas se efectia sobre
rampas posicionadas horizontalmente a 4 cm sobre el nivel del nitrégeno liquido, o
en un equipo congelador profesional a una temperatura de inicio de -120° C. El
tiempo de congelacién debe extenderse para mini-pajillas (0,25 ml) por un minimo
de 7 minutos, para pajillas medianas (0,5 ml) por un minimo de 10 minutos. A

continuacion, las pajillas son inmediatamente sumergidas en nitrégeno liquido.

Almacenamiento, estabilidad: El concentrado debe ser almacenado en
refrigerador entre +4° C y +8° C. La fecha de vencimiento aparece impresa sobre la
etiqueta del frasco. El diluyente no precalentado y los frascos abiertos de diluyente

pueden conservarse por hasta 3 dias en refrigerador.
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UAGro

Universidad de calidad con inclusion social

BORATORIO DE PROCESAMIENTO DE SEMEN
FORMATO DE REPORTE DE EVALUACION SEMINAL

NOMEBERE DEL PROPIETARIO NOMBRE DEL RANCHO LUGAR FECHA

ESPECIE RAZA EDAD COLOR IDENTIFICACION

1. EXAMEN FiSICO GENERAL

1.1. EXAMEN CLiNICO 1.2. EXAMEN REPRODUCTIVO EXTERNO
TEMPERATURA: APARATO LOCOMOTOR:
(ADULTO: MIN 37.7°C, MED 38°C, MAX 38 5°C) (NORMAL, CLAUDICACIGN)
FRECUENCIA CARDIACA LATIDOS/MINUTO (L/M): PREPUCIO:
(ADULTOS: MIN 40 LW, MED 80 LM, MAX 80 L/M) (NORMAL, EVERTIDO, PENDULAR, HERIDO)
FRECUENCIA RESPIRATORIA CIRCUNFERENCIA ESCROTAL:
RESPIRACIONES/MINUTO (R/M): <15 meses: 30 cm: 15-18 mases: 31 om; 18-21 mases: 32 om: 21-24 meses: 33 cm:
(ADULTOS: MIN 10 R/M, MED 20 F/M, MAX 30 RiM) =24 meses: 34 cm
PULSO: TESTICULOS:
(FUERTE, LLENO, CONSTANTE) (CONSISTENCIA)
MOVIMIENTOS RUMINALES: TEMPERAMENTO:
(2-3 MOVIMIENTOS CADA 2 MINUTOS) (ALTO, NORMAL, BAJC)
LINFONODOS: PENE:
(EXPLORABLES) (5| ES POSIBELE DBSERVARLO):
MUCOSAS: CORDON ESPERMATICO:
(EXPLORASLES) (NORMAL, AUMENTADO DE TAMARD)
CONDICION CORPORAL: EPIDIDIMOS:
(ESCALA 1-5) (MUY BUENA, BUENA, REGULAR, MALA)
3.1. EVALUACION MACROSCOPICA DEL SEMEN
PARAMETRO RESULTADO REFEREMNCIA PARAMETRO RESULTADO REFERENCIA
VOLUMEN pH
COLOR ASPECTO
4.2. EVALUACION MICROSCOPICA
PARAMETRO RESULTADO REFERENCIA

CONCENTRACION/mI:

CONCENTRACION TOTAL:

MOVILIDAD MASAL:

{0: INMOVILES; 1: MOVIMIENTO INDIVIDUAL; 2: MOVIMIENTO MUY LENTO; 3:
MOVIMIENTO ONDULADO GEMERAL; 4: MOVIMIENTO OMDULADO RAFIDO; 5:
MOVIMIENTO ONDULADD RAPIDO GON REMOLINDS)

MOTILIDAD PROGRESIVA:
VIABILIDAD:
MORFOLOGIA:

PRIMARIAS:
SECUNDARIAS:

Comentarios:

NOMBRE DEL MEDICO VETERINARIO ZOOTECNISTA
CED. PROF.

SATISFACTORIO () CUESTIONABLE ( ) NO SATISFACTORIO ( )

Comentarios: Se realiz6 coleccion de semen mediante electroeyaculador, obteniendo los resultados presentados anteriormente. Se recomienda cuidar la relacién Macho: hembra indicada para la especie
(1:30).

Satisfactorio: El toro no presenta alteracion evidente alguna que permita sospechar algdn problema reproductivo.

Cuestionable: El toro presenta alguna alteracion o anormalidad que podria afectar su capacidad reproductiva. Sin embargo, dicha alteracion o anomalia no es muy evidente, el grado en que puede afectar
la reproduccion no es muy claro, o bien es un problema que puede ser pasajero.

No satisfactorio: El toro presenta alteraciones evidentes del tipo de las consideradas como causa determinante o predisponente de problemas reproductivos. Se recomienda no usar al animal como

reproductor, pues algin problema reproductivo que se detectaron se puede transmitir a la descendencia, aunque la capacidad reproductiva actual del toro puede ser normal.
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22 UAGro

Universidad de calidad con inclusion social

LABORATORIO DE PROCESAMIENTO DE SEMEN

BITACORA DE REGISTRO DE TEMPERATURA DE REFRIGERADOR

MARCA: MODELO: N. SERIE: ANO: MES:

12

10

GRADOS CENTIGRADOS

FECHA
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