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RESUMEN

El trabajo de investigacion se realiz6 con el objetivo de evaluar la capacidad fecundante
In vitro de los espermatozoides congelados / descongelados provenientes de la cola del
epididimo colectados através de la técnica de lavado retrogrado y de corte modificado;
utilizando un total de 20 testiculos de carneros provenientes del Camal Municipal de El
Collao-llave, inmediatamente después del beneficio; mediante la evaluacién de las
caracteristicas espermaticas antes de la congelacion y después de la descongelacion de
los espermatozoides, los ovarios fueron colectados de borregas después de ser
beneficiadas, el estudio se realizd en el Laboratorio de Reproduccion Animal de la
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional del Altiplano-
Puno. Los resultados en la calidad espermatica fue: motilidad masal 57,30 % y 50,10%,
motilidad individual 54,90 % y 47,90 %, Test Hipo-osmotico 46,60 % y 43,50 % (P <
0.05), vitalidad 49,50 % y 47,80 %, anormalidades 19,10 % y 18,90 %, integridad de
acrosoma 67.70 % y 64.90% (P > 0.05) para espermatozoides antes de la congelacion y
después de la descongelacion respectivamente, las técnicas de coleccion y la edad de los
carneros no influyeron en dichos valores. En la fertilizacion In vitro se obtuvo el 89,28
% de dvulos fertilizados con espermatozoides obtenidos por lavado retrégrado y 88,89 %
por técnica de corte respectivamente (P > 0.05), ésta condicion se mantuvo hasta la fase
de morula. Se concluye que los espermatozoides obtenidos de la cola del epididimo
congelados/descongelados mantienen su capacidad fecundante.

Palabras clave: Criopreservacion, epididimo, espermatozoide, fertilizacion In vitro y

ovino criollo.

viii
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ABSTRACT

This research work was carried out with the objective of evaluating the in vitro fertilizing
capacity of the frozen / thawed sperm from the tail of the epididimis collected through
the retrograde washing and modified cutting technique; using a total of twenty rams
testicles from the municipal slaughter house of El Collao-llave, immediately after the
benefit, mediate the evaluation of the spermatic characteristics before freezing and after
thawing the sperm. The ovaries were collected from sheep after being benefitted, the
study was carried in the Animal Laboratory of the Faculty of Medicine Veterinary and
Zootecnics of the National University of Altiplano-Puno. The results of the spermatic
quality were mass motility of 57.30% and 50.10%, individual motility 54.90% and
47.90%, Hypo-osmotic test 46.60% and 43.50% (P <0.05), vitality 49.50% and 47.80%,
abnormalities 19.10% and 18.90%, acrosome integrity 67.70% and 64.90% (P> 0.05) for
spermatozoa before freezing and after thawing, respectively. The collection techniques
and the age of the rams did not influence these values. In vitro fertilization, 89.28% of
ovules fertilized with esperms obtained were obtained by retrograde washing and
88.89% by cutting technique respectively (P> 0.05), this condition was maintained until
the morula stage. It is concluded that the spermatozoa obtained from the tail of the frozen

/ thawed epididymis maintain their fertilizing capacity.

Keywords: creole sheep, cryopreservation, epididymal, In vitro fertilization and

spermatozoon,
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INTRODUCCION

En condiciones normales la cola del epididimo es capaz de acumular un nimero suficiente
de espermatozoides para varias eyaculaciones, lo que torna a este segmento anatomico
una fuente de germoplasma, ain poco explorado comercialmente en el carnero (Sostaric
et al., 2008); los espermatozoides pueden mantenerse vivas algunas horas después de la
muerte del animal, por consiguiente la cola del epididimo es uno de los principales lugares
de almacenamiento de los espermatozoides antes de la eyaculacion, permitiendo que éstas

células permanezcan viables y moviles por varias semanas (Reyes-Moreno et al., 2002).

La viabilidad de espermatozoides obtenidos del epididimo de los machos estan afectados
por los procesos de congelacion-descongelacion, pero no pierden su capacidad
fecundante, tal efecto es evidenciado por (Kaabi et al., 2003), quienes manifiestan que,
existen varios estudios sobre la coleccion de espermatozoides desde la cola del epididimo,
donde se considera que la manipulacion en el proceso de congelamiento asi como las
condiciones de temperatura y el tiempo de la recuperacion tienden a reducir la viabilidad
de los espermatozoides; asi mismo, Aguado et al. (1994), al realizar el estudio del tiempo
de recuperacién de espermatozoides desde la cola del epididimo a diferentes horas
demostraron que a las 24 horas después de muerte tuvieron resultados con mejor
viabilidad antes de la congelacién y manteniendo esta calidad también después de la

descongelacion.

La criopreservacion de semen es una importante biotecnologia reproductiva, que busca
promover la conservacién del germoplasma masculino por tiempo indeterminado. Esta
biotecnologia cuando se asocia a la inseminacion artificial, representa un mecanismo
eficiente para la promocion y difusion de material genético de excelente calidad (Castelo
et al., 2008).

La recoleccion y congelacion de los espermatozoides viables del epididimo de animales
muertos (obtencion de espermatozoides post-mortem) es una opcion importante para
preservar gametos masculinos y que permite obtener un banco de germoplasma; ademas,
los espermatozoides recolectados del epididimo son exitosamente congelables
manteniendo su capacidad de fertilizacion después de la descongelacion (Kaabi et al.,
2003).

La preservacion de un stock genético valioso es necesaria para mantener la variabilidad

1
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genética en los animales domésticos sobre todo en aquellas especies y/o razas que estan
en peligro de extincion como es el caso de los ovinos de la raza Criollo que en las
comunidades de la region Puno esta siendo desplazados con la introduccion de otras razas
de ovinos con mayor rendimiento de carne y lana, pero también con mayores problemas
de salud y alimentacion para adaptarse a las condiciones naturales del altiplano, donde el
ovino Criollo no tuvo problemas habiéndose adaptado a dichas condiciones debido a su
rusticidad y prolificidad.

La criopreservacion de espermatozoides sigue siendo una opcion atractiva para garantizar
el mantenimiento de la diversidad genética, aunque las técnicas de recolecciéon y
procesamiento de semen estan bien establecidos en muchas especies, pero se requiere un
personal entrenado para la recoleccion y garantizar semen de alta calidad. La coleccion
de espermatozoides de la cola del epididimo de animales beneficiados es una alternativa
rapida y barata, el semen obtenido de este 6rgano proporciona un namero suficientemente
alto de espermatozoides viables para fertilizar 6vulos ya sea In vitro o In vivo mediante
la inseminacion artificial como han demostrado varios autores mediante trabajos

realizados en otras especies domésticas y silvestres.

En laactualidad, existen estudios realizados sobre la recuperacion de los espermatozoides
desde la cola del epididimo de animales posterior a su muerte, los cuales han demostrado
que las caracteristicas de fertilidad de los espermatozoides se mantienen con alta calidad
antes y después de la congelacion los mismos que lograron fertilizar en évulos In vitro e
In vivo, dichos trabajos fueron realizados en otras especies animales y en condiciones de

clima y temperatura ambientales diferentes a del altiplano.

En vacunos criollos del altiplano (Puno), se realizaron trabajos mediante la recuperacion
de espermatozoides desde la cola del epididimo a diferentes horas post mortem y
evaluados mediante la inseminacion artificial, demostrando que las caracteristicas
espermaticas evaluadas se preservaron antes de la congelacion pero fueron afectados por
efecto del periodo de refrigeracion a la descongelacion, los espermatozoides congelados-
descongelados tienen habilidad de fertilizar , logrando una fertilidad In vivo de 9/13 vacas

inseminadas (Quispe, 2015).

Sin embargo, en ovinos, existen pocos estudios sobre la colecta, crio-preservacion y uso

en técnicas reproductivas asistidas utilizando espermatozoides de la cola del epididimo,
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considerando que en algunas situaciones, ésta puede ser la Gltima oportunidad para la
preservacion de los gametos de un reproductor, y ademas, considerando que el ovino
Criollo esta en peligro de extincion es que, se pretende plantear la conservacion de los
espermatozoides como un germoplasma que permita utilizar en cualquier momento y de

esta forma mantener los animales mejor adaptados al clima del altiplano.

El trabajo de investigacion es parte de la linea de investigacion en produccion de animales
domeésticos, corresponde al area de la biotecnologia de reproduccion animal y se realizo
con finalidad de recuperar y congelar espermatozoides de la cola del epididimo de
carneros Criollo Post mortem, con su consiguiente aplicacion en técnicas reproductivas
asistidas, para lo que fue necesario la coleccion de espermatozoides por la técnica de
lavado retrogrado y técnica de corte modificado y luego efectuar el estudio de las
caracteristicas de la habilidad fecundante de los espermatozoides mediante la
determinacion de motilidad individual, motilidad masal, test Hipo-osmético, vitalidad,
anormalidades e integridad del acrosoma para dos momentos antes de la congelacion y
luego de la descongelacion, considerando dos edades de los carneros (2 y 3 afios),
paralelamente se realizé la coleccién de ovarios, aspiracion de 6vulos, maduracién y

fertilizacion In vitro de los mismos para lograr embriones hasta la fase de mérula.

La investigacion presenta resultados del trabajo considerando la viabilidad y fertilidad In
vitro de los espermatozoides colectados por dos técnicas del epididimo de carneros
criollos, provenientes del camal municipal de la ciudad de llave, regién Puno, tomando
en cuenta la edad de los carneros y el manejo antes de la congelacion y después de la
congelacién para luego realizar la fertilizacion In vitro de los évulos madurados a nivel

de laboratorio; el estudio aborda el siguiente contenido:

e Capitulo I: Revision de literatura.

e Capitulo II: Planteamiento del problema.
e Capitulo Ill: Materiales y métodos.

e Capitulo IV: Resultados y discusion.

e Conclusiones, recomendaciones, Bibliografia y Anexos.
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CAPITULO |
REVISION DE LITERATURA
1.1  Marco tedrico
1.1.1 Anatomiay fisiologia del aparato reproductor del macho.
a) Escroto en ovino

Es un saco membranoso que presenta una doble cavidad Yy estd suspendido
en la region inguinal del abdomen, forma una estructura larga y pendular,
relativamente mayor que la del toro. Cuando no esta contraido presenta en la
parte dorsal un cuello bien manifiesto. A cada lado del cuello, y ligeramente hacia
adelante, pueden observarse de dos a cuatro tetillas rudimentarias. La pared del
escroto esta formada por tres o cuatro capas, de las cuales la mas superficial es
la piel. Debajo de ella se presenta una capa fibrosa y muscular, el “dartos”. Las
tinicas de cada lado se encuentran en el centro y forman un tabique medio,
debajo del dartos existe una fascia escrotal no bien definida, y cubriendo la capa
mas interna de la pared escrotal se encuentra la tinica vaginal, latunica vaginal
se separa para cubrir los testiculos y el cordon espermaético, de modo tal que la
parte que limita la cavidad se llama “capa parietal” o “tdnica vaginal comun”
y la parte que se divide , “capa visceral” 0 “tunica vaginal propia”, esta membrana
permite el deslizamiento de los testiculos en el interior de la bolsa escrotal (May,
1968).

Es un diverticulo de la piel que aloja los testiculos, epididimo y parte inicial del
conducto deferente, por la parte externa se observa el surco inter-escrotal y el

tabique escrotal; en tanto que las capas que conforman son: piel, tlnica dartus,
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fascia espermatica externa, fascia cremastérica externa, fascia espermaética interna,
capa parietal de la tunica vaginal, cavidad vaginal y la capa visceral de la tinica
vaginal, cuyas estructuras tienen la capacidad de retraccion y relajacion de acuerdo

a las condiciones medio-ambientales (Abreu, 2006).

El escroto o saco escrotal es un tejido que cubre y protege a los testiculos en
aquellas especies donde se encuentran expuestos, como en el carnero
constituyéndose en una estructura termorreguladora que mantiene una
temperatura 4 a 7° C menor que la corporal. Cuando el animal es expuesto a
bajas temperaturas el escroto se recoge, acercando los testiculos al cuerpo y

viceversa (Rodriguez, 2012).

Las envolturas del testiculo se consideran aquellas que las protegen en el escroto
y son: la tunica albuginea que recubre al testiculo directamente, contiene un
liquido que sirve de lubricante y divide al escroto; el cremaster que es el musculo
escrotal que se encarga de regular la temperatura de la bolsa escrotal, en el calor
se relaja y en el frio se contare y la piel que es la que recubre al escroto, éstas
envolturas cumplen la funcién de: protecciéon y termorregulacién (Alencastre,
1997).

b) Testiculos.

En el carnero, es un 6rgano de forma ovalada, encerrada en la capa visceral de la
tlnica vaginal, es relativamente mas grande que del toro y mide unos 10 cm de
largo, 6 cm en direccion  anteroposterior y 5 cm transversalmente.
Inmediatamente debajo de la tinica vaginal se halla la tunica albuginea que
envuelve fuertemente la glandula y envia tabiques o trabéculas de tejido fibroso
que penetran en el tejido glandular. Las trabéculas de la tanica albuginea que
penetran en el parénquima forman una estructura para el material glandular vy
lo dividen en l6bulos. La parte principal del testiculo esta compuesta por tejido
glandular o parénquima, los tubos seminiferos, a partir de los cuales los
conductos  colectores convergen hacia el mediastino. Los conductos se
anastomosan en su curso hacia el mediastino Yy pasan a lo largo de esta
estructura. Cerca del polo dorsal, los conductos eferentes restantes se unen a un
conducto Unico, atraviesa la tunica albuginea hasta unirse con el epididimo (May,
1968).
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Los testiculos en el carnero, estan situados en la region inguinal y pubica, con
una posicién vertical, la forma es ovoidea, el tamafio normal es de 7.5 a 11 cm.
de largo y 4.7 cm. de ancho con un peso que oscila entre 150 a 180 gramos cada
uno (Abreu, 2006).

Las tunicas vaginales parietales y vaginales viscerales envuelven los testiculos y
las estructuras del cordon espermético. La capa externa es la tdnica vaginal
parietal y la tlnica vaginal visceral, se continda con el peritoneo parietal de la

cavidad abdominal.

Debajo de la tunica vaginal se encuentra la tlnica albuginea, una capsula fibrosa,
blanca y densa, estan ocupados por tubos seminiferos, entre los que se encuentra
células intersticiales que producen la hormona sexual masculina. Los tabulos
seminiferos se encuentran en lébulos en el interior de los testiculos y en
ellos se producen los espermatozoides, estan tapizados por un epitelio seminifero
0 espermatico, Células de Sertoli, que tienen la funcion de nutrir a los espermios
hasta su liberacion, también poseen tejido conectivo, encargado de la produccion

de testosterona (Rodriguez, 2012).

El testiculo (Griego: Orchis, Latin: testis y didymus) es un 6rgano de localizacion
bilateral, que al igual que el ovario, se desarrolla en ambos lados en la region
lumbar, medial al rindbn embrionario (mesonefro), a partir de la cresta gonadal.
Desde ésta situacion intra-abdominal el testiculo se desplaza hasta las bolsas
escrotales (scrotum) situadas en el exterior de la cavidad abdominal. Mediante el
desplazamiento de los testiculos a las bolsas escrotales, se logra disminuir algunos
grados de temperatura del 6rgano, lo cual es necesario para el correcto

desarrollo de las células germinales masculinas (Kénig y Liebich, 2010).

El carnero tiene dos testiculos de forma ovoide y de posesion inguinal, en el adulto
miden 16 cm. de largo, 6 de ancho, 5 de espesor y pesan en promedio 250 gramos,
durante la vida fetal se sitian en la cavidad abdominal junto a la cara ventral de
cada uno de los rifiones; conforme desarrollan, van descendiendo hacia el escroto,
concluyendo éste a la mitad de la vida fetal, en caso de que no haya descenso, el
animal sera estéril, por cuanto la temperatura abdominal es mayor que la escrotal
en 4 a5 grados centigrados, lo que elimina la viabilidad de los espermatozoides
(Alencastre, 1997).
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c) Epididimo.

Esta estructura se forma por la confluencia de los tubulos eferentes de los
testiculos en el extremo dorsal y en la linea media. Poco después de su origen
se forman ondulaciones, que se extienden hasta la parte ventral sobre la
superficie anterior, desde un tercio hasta la mitad de su longitud. La porcién
ondulada constituye la cabeza del epididimo. Cuando alcanza el polo dorsal,
forma el cuerpo, que pasa por debajo de la superficie posterior hacia el polo

ventral. Alli incurva nuevamente y forma la cola del epididimo (May, 1968).

En el carnero al igual que en otras especies esta formado por tres partes: cabeza,
ocupa parte del borde libre y extremidad dorsal del testiculo, contiene de 17 a
18 conductos eferentes, cuerpo, es alargado y se encuentra en la superficie media
del borde adherente del testiculo, estd ocupado por la mayor proporcion del
conducto del epididimo cuya dimension abarca de 47 a 52 metros, cola, ubicada
en la extremidad ventral del testiculo, de forma conica, incluye la Gltima porcion

del conducto del epididimo y el inicio del conducto deferente (Abreu, 2006).

El epididimo se localiza sobre el margen dorsal del testiculo. Esta constituido por
un tubo unico arrollado sobre si mismo, anatbmicamente consta de tres partes:
cabeza, cuerpo Yy cola; ésta Ultima porcion se continua con el conducto deferente.
En la cabeza desembocan los conductos eferentes y su union forma la propia
cabeza del epididimo, continta el conducto formando el cuerpo y la parte final
es la cola que se continta con el conducto deferente. En el epididimo se
transportan, concentran, maduran y almacenan los espermatozoides para en el
momento de la eyaculacion pasar al conductos deferente y ser expulsados, si no
hay eyaculacion los espermios, son absorbidos por las células de la cola del
epididimo (Rodriguez, 2012).

El epididimo presenta tres partes, para su descripcién, cabeza, cuerpo y cola;
tiene una longitud aproximada de 24 metros, la cabeza esta en contacto con el
rete testes en la parte superior del testiculo, no muy abultada y de consistencia
suave; el cuerpo es delgado que corre lateralmente al testiculo y la cola, esta
ubicada en la parte baja, es de consistencia suave y abultada. La funcion del
epididimo es de pasaje o conduccién, maduracion, conservacion de

espermatozoides y también en el aporte de Glicerilfosforilcolina (GPC) al semen
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(Alencastre, 1997).

En la cabeza del epididimo, que esta firmemente unida con los testiculos ingresan
los conductos eferentes del testiculo para reunirse en el conducto del epididimo.
El conducto, densamente contorneado, forma en primer lugar el cuerpo del
epididimo que, fijado por medio del mesoepididimo, estd situada en porcion
caudal o dorsal con respecto al contorno longitudinal medial del testiculo. En el
conducto del epididimo terminan de madurar los espermatozoides, que quedan
almacenados en su porcién terminal, la cola del epididimo, hasta la eyaculacién.
Por ese motivo, en el conducto del epididimo se reabsorbe liquido testicular,
se fagocitan fragmentos celulares y se secretan sustancias nutritivas para los
espermatozoides. La longitud del conducto del epididimo del carnero es de 47 a
52 metros (Konig y Liebich, 2010).

Las funciones del epididimo son el transporte y la maduracién de los
espermatozoides (Barrios, 2002). El epididimo cumple funciones importantes
durante la espermatogénesis puesto que en este no solo se liberan los restos del
aparato de Golgi y la gota citoplasmatica estos adquieren movimientos
independientes, sino que también los espermatozoides adquieren la capacidad para

lograr Optimas tasas de fertilizacion (Salisbury et al., 1982 y Hafez, 2000).
d) Conducto deferente.

En el carnero tiene una longitud de 45 a 50 cm. de largo y un ancho de 2 mm,
cuyas relaciones son por la parte inicial que es medial al cuerpo del epididimo y la
extremidad dorsal del testiculo donde integran el corddn espermatico que tiene una
posicion caudo- medial, a nivel del anillo vaginal se separa del cordon
espermatico, al llegar al cuello de la vejiga presenta engrosamiento glandular
conocido como ampolla del conducto deferente que tiene un tamafio de 6 a 7 cm
y 0.6 cm de ancho (Abreu, 2006).

El conducto deferente aparece en el costado interno dorsal de lacolay pasa
dorsalmente por encima de la superficie posterior del testiculo, hacia la
porcion interna del cuerpo del epididimo (ésta se halla ligeramente interna sobre
la superficie posterior del testiculo). Se encuentra cubierto por la tunica
vaginal, que es un desprendimiento del mesorquio y esta acompafiado por
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pequefios vasos sanguineos flexuosos (arteria y vena deferentes) (May, 1968).

Es un tubo de naturaleza muscular que va desde la cola del epididimo hasta la
uretra pélvica. Recorre el escroto, sigue en la pelvis, al legar a la vejiga urinaria
se curva y termina encima de la prostata. Junto con los vasos y nervios que se
dirigen al testiculo constituyen el cordon espermatico. La ultima parte, se dilata
y forma la ampolla del conducto deferente. Su funcion es impulsar a los
espermatozoides desde el epididimo a la uretra en el momento de la eyaculacion
(Rodriguez, 2012).

Es un conducto que se inicia en la cola del epididimo, pasa por la parte cercana al
tabique del escroto, junta a la cabeza del epididimo, lugar aparente para hacer las
intervenciones de vasectomia en carneros, mide 75 cm. y desemboca en la porcion
pélvica de la uretra, en la ampolla de Henle. La funcién que desempefia es de
conduccidn, almacenaje y aporte de fructosa y &cido citrico (Alencastre, 1997).

Al principio el conducto deferente discurre levemente contorneado en la mitad del
testiculo se desplaza en linea recta a lo largo de la superficie testicular
medial y finalmente transcurre en direccién medial hacia el corddn espermatico
hasta llegar al anillo vaginal, por alli penetra en la cavidad abdominal, sitio en el
que forma un arco convexo en direccion craneal, se une a la pared abdominal,
cruza ventralmente al uréter y desemboca en la parte inicial de la uretra, a nivel del
coliculo seminal (Konig y Liebich, 2010). Indica como funciones del conducto
deferente lo siguiente: pasaje de los espermatozoides, almacenamiento de los
espermatozoides hasta el momento de la eyaculacion, y en vacunos también tiene

la funcidn de agregar fructuosa y &cido citrico al semen (Barrios, 2002).

El transporte del esperma a través de los conductos deferentes, es llevado a cabo
por las cilias de las células epiteliales y através del epididimo es consumado
por la contraccion localizada de los musculos lisos de la pared epididimal. El
transito del esperma a traves de los conductos eferentes y del epididimo esta

asociado con significativos cambios en la maduracion del mismo. Esto incluye:

i.  Aumento de la capacidad de la motilidad progresiva.
ii.  Condensacion final del ndcleo y una fuerte modificacion en la forma del

acrosoma.
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iii.  Alteracion de la superficie de la membrana plasmaética.

iv.  Migracion de la gota citoplasmatica de proximal a distal (en la posicién
en la pieza media).

v.  Reabsorcion, fagocitosis y licuefaccion de los espermas defectuosos.

vi.  Absorcion de los liquidos de los tubos seminiferos y red testicular,
aumentando de esa forma la concentracion espermética (Allende, 2007).

e) Corddn espermético.

En el carnero como en otras especies domésticas esta formado por las siguientes
estructuras anatémicas: arteria testicular, vena testicular, vasos linfaticos, plexo
testicular, conducto deferente, musculo cremaster interno y capa visceral de la

tlnica vaginal (Abreu, 2006).

El cordon espermatico es similar a un cordon, cumple funcion de sostén del
escroto y contiene los siguientes elementos: paquete de musculos, arterias, venas,
vasos linfaticos, nervios, plexo pampiniforme, conducto deferente y la capa de la
tinica albuginia o vaginal, que es la prolongacion del peritoneo (Alencastre,
1997).

1.1.2 Evaluaciéon de lacalidad de espermatozoides del epididimo
a) Concentracion espermatica

La concentracion puede calcularse por varios métodos a partir de una muestra,
entre estos métodos destaca la espectrofotometria, colorimetria, citometria de
flujo y uso de camara de recuento celular como las de Burker, Neubauer o
Thoma (Mellisho, 2010).

El método mas preciso para evaluar la concentracion espermatica del eyaculado
es el recuento de espermatozoides en un hemocitometro, ademas son
considerados el método de estandar para la calibracion de sistemas electronicos
de recuento celular. EI método es bastante confiable y econémico, pero requiere
alrededor de 10 minutos por muestra evaluada e implica el recuento visual de
los espermatozoides, que puede ser bastante tedioso (Muifio, 2008; Baracaldo et
al., 2007).
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b) Motilidad

Uno de los aspectos mas importantes en la evaluacion del semen es la
motilidad. Dicho pardmetro hasido y sigue siendo el mas utilizado para valorar
la calidad de un eyaculado o de una dosis seminal, conocido como el nimero de
espermatozoide con motilidad de una cantidad total de espermatozoides contados
expresados en porcentaje. El movimiento activo de los espermatozoides es
imprescindible para la colonizacién del oviducto durante la fase de transporte
sostenido en el tracto genital de lahembra, y para que tenga lugar la fecundacion.
Ademas, la motilidad es una manifestacion de viabilidad espermatica y de
integridad celular (Galina, 2008 y Muifio, 2008).

Existen Varias técnicas de estudio de motilidad, pero la maés utilizada a la vez la
mas simple es la valoracion visual subjetiva del porcentaje de espermatozoides
moviles y la calidad de su movimiento. Para la realizacion de esta valoracion todo
material usado debe estar en condiciones de normocinesis (Temperatura 37°C)
(Mellisho, 2010).

c) Viabilidad espermatica

El analisis de la viabilidad espermatica indica el estado de la membrana
plasmatica. La rotura de la membrana plasmatica esta claramente asociada
con la pérdida de viabilidad celular, pero una membrana intacta no siempre
indica que la célula sea viable. La integridad de la membrana espermaética ha
sido uno de los parametros mas estudiados, por su papel clave en la funcién
espermatica. La evaluacion de la viabilidad espermética se realiza usando
la 6ptica de contraste diferencial de interferencia, la dptica de contraste de
fase o las tinciones supravitales como el verde rapido/eosina, la eosina/azul de
anilina, el azul tripan/giemsa, el amarillo de naftol/eritrosina, eosina-nigrosina,
Wells, Williams, tinta china, Fucsina Fenicada, violeta de metilo y coloracion de
Karras (Galina, 2008; Mellisho, 2010).

La tincion eosina-nigrosina es usada comunmente como tincion de vitalidad
celular para la determinacién de espermatozoides “vivos y muertos”. El
componente nigrosina proporciona un fondo de contraste a las células

espermaticas. La eosina tiene la capacidad de penetrar o no los espermatozoides,
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locual esunindicador de laintegridad de lamembrana celular yen consecuencia,

de la viabilidad o vitalidad celular (Ribeiro- Peres et al., 2014).
d) Morfologia espermética

Se han establecido distintas clasificaciones de las anomalias espermaticas
atendiendo a distintos criterios; a) dependiendo de si se originan en el testiculo
(anomalias mayores) o a lo largo del transito epididimal o tras la eyaculacion
(anomalias menores); b) de si estan asociadas a infertilidad o no (primarias o
secundarias, respectivamente), o c) de la region espermatica implicada (anomalias
de la cabeza, de la pieza intermedia o de la pieza terminal). Cualquier anomalia,
primaria o secundaria, si afecta a un nimero elevado de espermatozoides, puede

llegar a comprometer la fertilidad del semen (Muifio, 2008).

Para observar la morfologia espermatica, generalmente se mezcla el semen o una
gota de espermatozoides con colorantes y se realiza un frotis. En otras técnicas,
primero se hace un frotis del semen y luego se tifie la laminilla, existen
gran cantidad de tinciones, también es posible usar preparaciones liquidas
mezcladas con el semen y observarlas al microscopio de contraste de fase
(Galina, 2008)

e) Test hipo-osmético (Hypo-Osmotic Sperm Swelling Test, HOST)

Los espermatozoides de mamiferos bajo condiciones hipo-osmdticas se
“hinchan” debido al influjo de agua extracelular que origina la expansién de las
membranas, por lo tanto, sometiendo a los espermatozoides a estos medios se
puede evaluar laintegridad funcional de lamembranaplasmaética, ya que aquellos
espermatozoides que aparecen con el flagelo hinchado y plegado
helicoidalmente sobre la porcién intermedia son los que mantienen su membrana
plasméatica funcional y permite el paso de agua al interior, para establecer el
equilibrio osmotico entre los espacios intra y extracelular (Jeyendran et al.,1992;
Randall et al., 1997).

La prueba de permeabilidad de membrana, via endosmosis 0 Hipo Osmdtica
Swelling Test (HOST), esta basada en las propiedades fisicas y bioquimicas de
la membrana plasmatica. En la endosmosis positiva se observa como el flagelo

del espermatozoide en un medio hipo-osmético (100 mOsm/ mL) se torciona
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helicoidalmente y asciende dentro de la misma membrana celular (Vazquez et
al., 1997).

Debido a un desequilibrio osmoético entre el medio extracelular y el intracelular,
situacion que el espermatozoide trata de vencer difundiendo  agua al
compartimento intracelular y como consecuencia de la célula aumenta su
volumen. Los espermatozoides con membrana funcional muestran un flagelo en
curva, mientras que los espermatozoides no viables, mantienen sus colas rectas
(Guthrie et al., 2002).

En condiciones fisioldgicas normales, la fecundacion no ocurre si la membrana
plasmatica del espermatozoide esta bioquimicamente inactiva, aun cuando
permanezca estructuralmente intacta; por lo tanto, la prueba hipo-osmotica es un
buen indicador del funcionamiento de la membrana espermatica (Watson, 1992);
a diferencia de las tinciones vitales, que solo permiten ver la integridad

morfoldgica de la membrana (Brito et al., 2004).
f) Evaluacion de la integridad de acrosoma

El acrosoma juega un papel fundamental en la fecundacion y ésta importancia
hace que convenga realizar una valoracion especifica del mismo. En un
espermatozoide que tenga el acrosoma en perfectas condiciones se pueden
distinguir tres regiones claramente diferenciadas en la cabeza; la zona acrosomal,
con un borde apical, la zona post acrosomal y el segmento ecuatorial entre ambas.
Las muestras seminales con alta proporcion de acrosomas alterados o ausentes
suelen tener una fertilidad baja. Para determinar el estado del acrosoma se han
usado desde hace mucho tiempo diferentes tinciones. Entre estas tenemos la
tincion de eosina/verde rapido, Giemsa y la de eosina/nigrosina, las dobles y
triples tinciones, basadas en la combinacion del azul de tripan  con otros
colorantes (Baracaldo et al., 2007). También ultimamente la evaluacion de la
integridad de acrosoma, se realizan usando una solucion citrato de formalina o
cualquier otro medio con la finalidad de inhibir la motilidad (Awad y Graham,
2004; Pursel et al., 1972).

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS EPG UNA - PUNO UL Nacional del

1.1.3 Factores que afectan la supervivencia de los espermatozoides

El semen de buena calidad se deteriora con facilidad, es muy sensible a
los cambios ambientales y a otras circunstancias, es aconsejable el tomar
medidas precautorias cuando se manejan muestras de semen. Los factores
que pueden afectar a la supervivencia de los espermatozoides son los

siguientes:
a) Temperatura

La temperatura del semen en el momento de la eyaculacion, es proxima a la del
cuerpo (37.5 °C). La exposicion del semen a temperaturas superiores a la
indicada aumenta el ritmo metabdlico, se agotan las reservas de energia y
decrece la vida media del espermatozoide. Temperaturas superiores a los 45°C
matan a los espermatozoides. La disminucién de la temperatura reduce el
metabolismo de los espermatozoides. Con lo que de esa forma se pierde
definitivamente la capacidad fertilizante de aquel semen este fendmeno se llama
shock de frio. Consecuencia de una exposicion accidental al aire frio o al utilizar
material de vidrio frio a la hora de recolectar el semen o al visionarlo al
microscopio. También se pondra especial cuidado, cuando se diluya el semen
el diluyente debe estar a la misma temperatura que el semen. El enfriamiento
lento del semen a 2 — 5 °C no es fatal. La reduccion del metabolismo a esta
temperatura contribuye a prolongar la viabilidad de los espermatozoides. Al
calentar de nuevo la muestra se restaura la motilidad y los espermatozoides

permanecen fértiles (Evans y Maxwell, 1990).
b) Luz

La luz solar directa es muy perjudicial para el semen, una exposicion cortaa la
luz solar puede reducir la viabilidad de los espermatozoides y si esa
exposicion se prolonga a 30 — 40 minutos pueden morir. Es aconsejable evitar
la exposicion directa del semen a la luz solar con lo que las operaciones de
recogida y manejo del semen se deben hacer en interiores y lejos de los rayos
de luz que puedan penetrar por las ventanas. Asi mismo, es conveniente evitar
exposiciones del semen ala luz fluorescente intensa o a la radiacion ultravioleta
(Evans y Maxwell., 1990).
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¢) Contacto con metal

El contacto con metal, de cualquier tipo, es peligroso para los espermatozoides;
por esta razon, solo se debe utilizar material de vidrio o equipos de materiales
sintéticos inertes cuando se trate de recoger, diluir, conservar e incluso en la

practica de la inseminacion (Evans y Maxwell, 1990).
d) Contacto con agua

El agua reduce la presion osmotica del plasma seminal con lo que puede matar
a los espermatozoides. Por lo tanto, el agua se comporta como un peligroso agente
espermicida, por lo que nunca deberd ponerse en contacto el semen con el agua.
Antes de usarlo, todo el material deberé secarse con esmero. Se pondra especial
atencion cuando se deje el semen en el bafio de agua, para que salpique nada de

agua al semen (Evans y Maxwell, 1990).
e) Impurezasy bacterias

Las bacterias, el polvo y otros contaminantes que pueden estar contenidos en el
semen reducirdn e incluso mataran, la viabilidad de los espermatozoides. La
contaminacion del semen ocurre con mas frecuencia durante la recogida.
Después de recogido el semen se protegera de los contaminantes del aire
cubriendo con una hoja de papel de aluminio o un vidrio de reloj. La
proliferacion de microbios en el semen se puede controlar por la adicion de

antibioticos al diluyente (Evans & Maxwell, 1990).
f) Desinfectantes

Los desinfectantes y antisepticos son muy peligrosos para los espermatozoides,
por lo que se evitara su uso. Para esterilizar el material se puede utilizar alcohol
al 70%, en agua. Para el material de vidrio se debe utilizar la esterilizacion

mediante calor seco (Evans & Maxwell, 1990).
g) Exposicion prolongada de aire

El oxigeno del aire incrementa notablemente la actividad metabolica de los
espermatozoides con lo que se acumula &cido lactico en el semen. Ese acido

puede reducir el pH del semen por debajo del 6ptimo esto es pH 7.0, con lo que
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la viabilidad de los espermatozoides se reducird notablemente. El semen, una vez
recogida, deberd usarse, de inmediato, ya sea por la inseminacion o la

conservacion (Evans & Maxwell, 1990).
h) Capacidad tamponante del diluyente

El medio que se utilice para diluir el semen debe tener suficiente capacidad
amortiguadora para mantener el pH 6ptimo. Las desviaciones del pH, bien sea
hacia la alcalinidad (por encimadel 7.0) o laacidez (por debajo de 7.0), disminuiran
la viabilidad de los espermatozoides. Los diluyentes de semen, son capaces de
mantener el medio cercano al pH Optimo de los espermatozoides (Evans y
Maxwell, 1990).

i) Presion osmotica del diluyente

Los componentes (solutos), disueltos en el medio y que rodeen el
espermatozoide pueden ejercer cierta presion sobre la membrana celular este
fendbmeno se conoce como presion osmotica y aumenta segun la concentracion
del soluto en el medio. Los medios en los que la concentracion son mas bajas
son isotonicos. Los medios donde las concentraciones son mas bajas de solutos
son hipotonicos y los que tienen mas solutos son hiperténicos. Tanto el hipo
como los hipertonicos son peligrosos para los espermatozoides; solo hay un
estrecho margen de tonicidad sobre el que puede variar el diluyente sin que
afecten los espermatozoides. En efecto, estos permanecen mas moviles en

medios isoténicos (Evans y Maxwell, 1990).
1.1.4 Fertilizacion In vitro de Ovocitos

Finalizando el periodo de incubacién In vitro, los ovocitos maduros se
encuentran aptos para ser fertilizados Invitro. Tanto para condicion Invivo como
In vitro, previo a la fertilizacion de los ovocitos, el semen debe estar
capacitado y activado. La capacitacion Yy activacion del espermatozoide,
posibilitard aeste progresar atravésde las células del cimulus y penetrar la zona

pelicida (Yanagimachi, 1981).
a) Evaluacion morfoldgica de la fertilizacion

En general, se considera fertilizado a aquel ovocito que ha emitido el
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segundo corpusculo polar y se visualizan los prondcleos masculino y
femenino y la cola espermética (Del Campo,1993). Sin embargo, no siempre es
posible la visualizacion de todas las estructuras y se propone la formacién de

las primeras blastomeras como criterio (Fukui, 1990).
b) Medios empleados y tiempo de fertilizacion

De acuerdo al trabajo de revision realizado por Brackett y Zuelke (1993), la
mayoria de las experiencias llevadas acabo en fertilizacion In vitro, utilizaron
basicamente los medios Tyrode’s Albimina — Lactato- Piruvato (TALP) y
Brackett and Oliphant (BO) para el lavado y capacitacion del semen. A su vez,
la fertilizacion de los ovocitos puede realizarse en un periodo de tiempo corto
(6 a 8 h) 0 bien, un tiempo largo (18 a 24 h).

¢) Clasificacién y evaluacion de los COC

La mayoria de los laboratorios siguen la clasificacion de Leibfried y First
(1979), quienes hacen una descripcién de los COCy los categorizan de acuerdo a

la morfologia de las células del cimulus oophorus y las caracteristicas del

ovoplasma.
Tabla 1
Clasificacion para evaluar las estructuras de los ovocitos de bovinos
Estructura Descripcion de la categoria Puntaje
Envoltura  Completo, cumulus oophorus presente, mas de tres capas: 1
compacto.
Parcial, cumulus presente, ya sea rodeando completamente al ovocito
0 < 3 capas: compacto 2
Expandido, cumulus presente, el componente celular muestra expansion:
cumulus celular aparece amontonado Y en diferentes lugares 3
Desnudo, sin cumulus: ovocito rodeado solo por la zona peltcida.
Granulacion homogénea que le da al ovocito una apariencia polvorienta:
Citoplasma el ovoplasma llena el espacio rodeado por la zona pelicida 1

Granulacién en racimos o con distribucion heterogénea en el ovoplasma,

puede estar localizado en el centro del ovocito dejando clara la periferia o 2
puede estar condensada formando un solo mont6n de apariencia obscura en

el ovoplasma: el ovoplasma llena la zona peltcida

Citoplasma contraido lejos de la zona pelcida llendndola
irregularmente: ovoplasma degenerado, vacuolizado, fragmentado, o en 3
pedazos zona pelucida vacia.

Fuente: Brackett y Zuelke (1993).
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1.2 Antecedentes

1.2.1 Capacidad Fecundante de Espermatozoides del Epididimo Antesy
Después de Congelacion

Algunos pardmetros espermaticos evaluados en espermatozoides del
epididimo fueron afectados durante la congelacion y descongelacion, asi se
demostro en el estudio realizado con 50 pares de testiculos procedentes de
carneros de 4 afos en promedio recolectados a 0, 24 y 48 horas después de la
muerte del animal y conservados a diferentes temperaturas, determinaron que
mejores resultados se obtuvieron con espermatozoides recolectados de la cola del
epididimo a los 24 horas y transportados a 5 °C de temperatura después de la
muerte reportando los siguientes resultados: Motilidad total de 69,1 % vy 52,3
%, Motilidad progresiva de 46,5 % y 33,6 %, Acrosoma normal de 78,4 % y
55,4 %, Espermatozoides anormales de 14,6 % y 16,4 %, HOS-test de 83,3 %
y 53,7 % antes y después de la congelacion respectivamente (Kaabi et al.,
2003).

Por otro lado valores inferiores encontrd Shakeri et al. (2008), al investigar el
“efecto del manejo de epididimo sobre la calidad de espermatozoides
recolectados Post morten en carneros”, recuperando los espermatozoides de la
coladel epididimo alos 0, 24 y 48 horas después de la muerte del animal, sugieren
que los resultados con alta vitalidad espermatica fueron los recolectados a los 24
horas y mantenidos a una temperatura de 5 °C, determinando los siguientes datos:
Motilidad total de 58,1 % y 38,7 %, Motilidad progresiva de 21,4 % y 13,2 %,
Acrosoma normal de 67,2 % y 38,7 %, Hos-test de 73,0 % y 47,9 %,
espermatozoides anormales de 25,0 %'y 35,1 % antes y después de la congelacion

respectivamente.

Esta demostrado que la congelacion y descongelacion de semen tiene efecto
negativo sobre los caracteres de viabilidad espermaética, esa situacion se
determind al estudiar semen de carnero descongelado en la inseminacion
artificial intrauterino en borregas cruzadas, se encontré antes de la congelacion
del semen motilidad total fue 79,7 % y la proporcidn de acrosoma normales fue
93,7 % y después de la descongelacion ambos parametros bajaron en mas o menos

en 20% evaluandose en 60,5 y 72,8% en promedio respectivamente. La crio
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resistencia (Valor después de la descongelacion / valor antes de la congelacion
1% respectivamente (Ehling et al., 2006).

Los trabajos con espermatozoides del epididimo se realizaron a diferentes
temperaturas y den condiciones distintas, en un estudio sobre temperaturas de
crio conservacion de pares de testiculos uno de ellos conservados a temperatura
ambiente Grupo A y la otra empaquetado en hielo Grupo B. Los espermatozoides
fueron recuperados de la porcion distal del epididimo por corte e insuflacién con
20 mL de un dilutor Kenney, para luego centrifugarlo, las muestras fueron
congelados y descongelados, luego evaluados en motilidad progresiva siendo
7.35% para el grupo B el hinchamiento hipo osmatico fue 24,21% y 38 A y de
24,21% para el grupo A y B respectivamente (Neild et al., 2006).

Al evaluar dos métodos de obtencién de espermatozoides del epididimo de
venados rojos de Iberia por corte e insuflacion de los conductos del epididimo
y del conducto deferente. Reporta que el numero de espermatozoides no tiene
diferencia significativa en los métodos obteniéndose una media de 439,7 x 10°
y 648 x 10°de espermatozoides para los métodos de corte e insuflacion,
respectivamente pero si se encontrd diferencia respecto a la limpieza de las
muestras, por medio de cortes se obtuvieron mucho més contaminados que

aquellos obtenidos por insuflacion (Marinez et al., 2006)

Considerando que la criopreservacion de espermatozoides es importante para la
preservacion del germoplasma masculino de animales de valor zootécnico que
pueden morir inesperadamente, en el estudio se compara dos formas de
congelacion convencional y automatizado de espermatozoides recolectados de 22
epididimos de toros utilizando la técnica de flujo retrégrado con medio diluyente
sin crioprotector, fueron analizados en cuanto a la motilidad, vigor, integridad
estructural y funcional de la membrana plasmatica, viabilidad, actividad
mitocondrial e integridad del ADN. Las muestras de espermatozoides frescos
presentaron resultados superiores en todos los parametros realizados comparados
con los métodos de congelacion convencional y automatizada con excepcion de
los pardmetros hipo-osméticos, donde las muestras de espermatozoides frescos no
tuvieron alteraciones significativas. La motilidad media de los espermatozoides

frescos fue de 74 % y de 29 y 25 % en los congelados por técnica convencional
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automatizada respectivamente. (Ribeiro-Peres et al., 2014).

Recientemente Quispe (2015), realizo el trabajo de investigacion en toros criollos
post mortem evaluados mediante inseminacion artificial obteniendo los
siguientes resultados, en los periodos de refrigeracion a5°C en 0, 12 y 24 h antes
de lacongelacion y después de la descongelacion fueron en motilidad total:
80.06; 74,43; 70,25% (p>0.05) y 49,26; 26,41; 24,92% (p<0.05); en motilidad
progresiva: 44,76; 37,41; 30,97% (p>0.05) y 19,57; 12,55; 11.19 % (p <
0.05); en test hipo-osmético: 69,72 ; 67,87; 60,31% (p>0.05) y53,21; 31,99;
27,47% (p<0.05); en integridad de acrosoma: 62,18; 64,83; 59,51% (p>0.05) y
de 48,33; 28,90; 23,87% (p<0.05); vitalidad espermatica antes de congelacion
fue 77,88; 73,29 'y 7441 % para 0, 12 y 24 horas, respectivamente;
anormalidades de espermatozoide antes de la congelacion de 28,28; 35,08 y

34,01 % alas 0, 12 y 24 horas respectivamente.

Al estudiar el efecto de tres medios crio protectores en células espermaticas
de diferente calidad, obtenida Post morten del epididimo, de ciervos obtuvieron
35,0% en un medio citrato-fructuosa; 58,6% en un medio tris-lactosa 49,2% en
tryladil para motilidad individual cuando los espermatozoides de alta calidad, en
cambio en espermatozoides de baja calidad fueron 16,0 y 38,6% para motilidad
espermatica en medio citrato fructuosa, tris-lactosa y tryladil respectivamente;
en lo referente a acrosomas intactos fueron 37,3% y 45,3% para citrato de
fructuosa, tris lactosa y tryladil respectivamente en espermatozoides de alta
calidad; en espermatozoides de baja calidad encontraron 44,9% y 60,2% para

citrato-fructuosa, tris lactosa y tryladil respectivamente (Garde et al., 1992).
1.2.2 Fertilizacion In vitro con espermatozoides obtenidos del epididimo

Kaabi et al. (2003) realizando el estudio de la capacidad fecundante de los
espermatozoides recolectados de la cola del epididimo de carneros adultos a los 24
horas después de la muerte y con un grupo control con semen de eyaculacion
normal en 25 borregas de cada grupo determinaron los siguientes resultados: 58
% de fertilidad In vitro con espermatozoides recolectados de la cola del epididimo
a las 24 horas después de la muerte y 50% de fertilidad In vitro con semen de

eyaculacion normal.
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Shakeri et al. (2008), realizaron estudios de fertilizacion In vitro con
espermatozoides recolectados de la cola del epididimo a los 24 horas después de
la muerte del animal, determinaron que no existe diferencia estadistica
significativa entre los resultados de fertilizacion In vitro con semen fresco de
eyaculacion y espermatozoides recolectados de la cola del epididimo después de
24 horas de la muerte del animal ( 50% y 58% de fertilidad In vitro con semen
fresco y espermatozoides de la cola del epididimo respectivamente), concluyendo
que, espermatozoides colectados de la cola del epididimo congelados y
descongelados almacenados a 5 °C por 24 horas mostré una habilidad de
fertilizacion similar a los espermatozoides congelados y descongelados de una

eyaculacion.

Al estudiar semen de carnero descongelado en la inseminacion artificial
intrauterino en borregas cruzadas, el resultado de la inseminacion artificial con
semen congelado / descongelado proveniente de la cola del epididimo dio una
tasaa la paricion de 87.5%, la longitud de la gestion fue 145,6 dias, los factores
que afectaron potencialmente la cantidad y calidad del espermatozoide del
epididimo son la edad del animal y la estacion del afio, éste Gltimo factor ejerce

un efecto benéfico para la calidad del semen (Ehling et al., 2006).

Byrd et al. (1996) trabajoé con ovocitos ovinos en una incubadora portatil de

plastico, en placas de cultivo de tejidos a una atmdsfera de 5 % de COx.

El medio de maduracion consistié de bicarbonato tamponada Tissue Culture
Medium 199 (TCM) suplementado con suero de ternera fetal (FCS), hormona
estimulante  del foliculo (FSH), hormona luteinizante (LH), y penicilina /
estreptomicina la tasa de fertilizacion fue de 58,62 %, la tasa de desarrollo de
morula fue de 16,94 % y la tasa de desarrollo de blastocisto fue de 3,06 %.
Fournier-Delpech et al. (1979), utilizando espermatozoides de eyaculacion y
diluidos con leche descremada a 15 °C y espermatozoides recolectados de tres
porciones del epididimo (cabeza, cuerpo y cola). La inseminacion artificial en
borregas se realizé a 57 a 66 horas después de la aplicacion de PMSG vy la
fertilidad se evalud a partir de 18 dias después de la inseminacién mediante las
concentraciones de progesterona sanguinea, determinando que, las borregas
inseminadas con espermatozoides de la cola del epididimo tuvieron una

proporcion de 16/20 gestantes (80%) y los espermatozoides de la eyaculacion
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lograron prefiar en 21/29 borregas (72%).

Fournier-Delpech et al. (2001), manifiestan que la habilidad de fertilizacion de
los espermatozoides recolectados del epididimo es bastante conocido. Reportando
resultados de inseminacion en borregas con espermatozoides recolectados de la
cola del epididimo congelas y descongeladas lograron una tasa de gestacion de 78
—80%. Fuji et al. (2008) investigaron los efectos de una incubadora portétil con
una camara de CO2 en la viabilidad y desarrollo de ovocitos porcinos, sus
resultados indicaron que una incubadora portatil con una camara de CO2 puede
mantener la viabilidad y el desarrollo de los ovocitos y embriones donde un

6,7 + 2,8% desarrollé la fase de blastocisto.

El espermatozoide colectado del epididimo del verraco y almacenado por un dia
a 4 °C y luego congelado, tienen la habilidad para producir crias, asi y tres de
seis hembras inseminadas resultaran prefiadas y unade ellas pari6 2 crias normales
asi mismo oocitos madurados In vitro, fertilizados in vitro por los mismos
espermatozoides fueron transferidos y parid 5 crias normales (Martinez et al.,
2006).

Igboeli y Foote (1968), realizaron una comparacion entre el semen eyaculado y
epididimal. Los espermatozoides de la cabeza y cola del epididimo fueron
colectados de 4 toros con previa historia conocida en calidad de semen y
fertilidad. Los espermatozoides fueron diluidos a 50 x 10° espermatozoides
/mL  Luego fueron refrigerados a 5 °C hasta su uso para la inseminacion
aproximadamente 60 horas despues que los toros fueron sacrificados. Cuando
los espermatozoides del epididimo fueron usados en inseminacion de 100 vacas,
encontraron el 69 % de no-retorno dentro de 60 a 90 dias. Este valor fue
ligeramente inferior que la tasa de no retorno dentro de 60 a 90 dias. Este valor
fue ligeramente inferior que latasa de no-retorno antes del sacrificio de los toros
(75%). Finalmente concluyeron que los espermatozoides de la cola del

epididimo son altamente fértiles.

También Costa et al. (2011), publicaron nacimientos de becerros después de
inseminacion artificial utilizando espermatozoides obtenidos de epididimos
refrigerados de bovinos muertos. Quienes realizaron la coleccion de los testiculos

de un matadero, una vez en el Laboratorio los testiculos fueron almacenados a
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5°C por 0, 24, 48,72 horas. Al final de cada periodo los espermatozoides fueron
colectados, evaluados vy diluidos en Tris-yema de huevo-glicerol (7%) vy
envasados en pajillas de 0,25 mL con una concentracion de 15 x 10°
espermatozoides, equilibradas a 5 ° C por 4 horas y congelados a 6 cm sobre el
nivel del nitrogeno liquido a una emperatura de -80 a -120 °C por 20 minutos.
Las muestras espermaticas correspondientes a los grupos de 24 y 72 horas de
almacenamiento fueron usadas en inseminacion artificial. Para esto, cuatro
pajillas de cada grupo fueron descongelados, mezclados, centrifugados y re
suspendidos con Tris-yema de huevo obteniendo una dosis deinseminacion de
60 x 10° de espermatozoides totales, con aproximadamente 29 x 10° y 12 x 10°
espermatozoides motiles para los grupos 24 y 72 horas, respectivamente, la
inseminacioén se realizd con celo natural después de 12 horas de iniciado el
estro. Se insemind 5 vacas por grupo, un total de 10 vacas. 45 dias después las
vacas fueron diagnosticadas por ultrasonografia encontrando dos gestaciones
(20%). Aproximadamente 280 dias después de la inseminacion artificial
utilizando espermatozoides del epididimo recuperados tres dias después de
la muerte del reproductor.

Amann y Griel (1974), compararon la fertilidad de espermatozoides del testiculo,
cola del epididimo y eyaculado en el bovino. La coleccion del semen eyaculado
de 7 toros fue diariamente por 15 a 25 dias previos a la cirugia y los
espermatozoides fueron recuperados de un rete testis y por el contra lateral
vaso deferente mediante canulacion. Los espermatozoides fueron diluidos
en leche descremada  a unaconcentracion de 200 x 10° / mL. Luego fueron
enfriadas lentamente a 5°C. Las muestras espermaticas fueron usadas 10 a 24
horas después de la coleccién y dilucion. Un total de 141 vaquillas y vacas fueron

usadas para comparar la fertilidad.

Después de depositar 200 x 10° espermatozoides en cada cuerpo uterino, 106
hembras fueron sacrificadas al dia 4 del ciclo Estral natural, el porcentaje de
fertilidad de 6vulos fue de 0% para los espermatozoides testiculares, 84% para
el esperma de la cola del epididimo y 94% para semen eyaculado. La capacidad
de fertilizacion del esperma de la cola del epididimo y eyaculado no fue

significativamente diferente.
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Por su parte, Soler et al. (2003), determinaron la fertilidad In vivo de
espermatozoides del epididimo congelados-descongelados en 3 machos de la
misma especie que los anteriores (ciervo Ibérico), mediante la inseminacion
artificial intrauterina por laparoscopia en 66 hembras. Previamente las hembras
se sincronizaron con CIDR (300mg de progesterona) durante 12 dias,
administrandose 225 Ul de eCG después de la retirada de los CIDRs. Se
inseminaron con 100 x 10° de espermatozoides 54 h después de retirada de los
CIDRs. La tasa de fertilidad fue de 56%, demostrando la capacidad de
fertilizacion de espermatozoides del epididimo recuperados de animales Post

mortem.

Con el objetivo de evaluar la influencia del método de coleccion y la tension de
oxigeno sobre los parametros de la produccion In vitro (P1V) de embriones. En
el Experimentol se compard el efecto de dos métodos de coleccidn, aspiracion y
diseccion sobre la tasa de division y desarrollo embrionario. La tasa de division a
las 72 horas pos-inseminacion fue de 71.4 y 61.0% con el método de aspiracion y
de diseccion, respectivamente (p<0.05), y sin diferencias significativas en la tasa
de blastocistos al dia 7 y 9 pos- fecundacion. En el Experimento 2 se compararon
dos tensiones de oxigeno en la etapa de cultivo, 5 y 20% de oxigeno, obteniéndose
una tasa de division de 69,7 y 59,7% para el cultivo con 5 y 20 % de O,
respectivamente (p<0.05) y un 29,8 y 19,3% de blastocistos al dia 7 pos-
fecundacion bajo 5 y 20% de O, respectivamente (p<0.05), pero sin diferencia
estadistica en la tasa de blastocistos al dia 9 pos-fecundacion. Los resultados
sugieren que el método de aspiracion y el cultivo con una tension de oxigeno del
5% pueden ser considerados como factores adecuados para lograr las condiciones
Optimas en el proceso de produccién In vitro de embriones bovinos (Benavides
et al. 2015).

Un medio sintético de oviducto modificado (SOFM) y suplementado con 20 % de
suero humano (SH) inactivado fueron utilizados para Cultivo In Vitro (CIV), con
este medio las investigaciones reportan valores promedios de 85 %, 55 % y 25 %
de tasa de Maduracién In Vitro (MIV), Fertilizacion In Vitro y Cultivo In Vitro
(CIV) respectivamente de oocitos de ovejas y que finalmente lograron
desarrollarse hasta la fase de blastocisto. Més recientemente una alta tasa de 81 %

de embriones de una célula lograron desarrollarse hasta la fase de blastocisto bajo
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condiciones de laboratorio mediante fertilizacion In vitro empleando el medio
SOF-SH (Gonzéles, 1993).

Se evalud la tasa de maduracion (MIV), de fertilizacion (FIV) y el desarrollo
embrionario (DIV) In vitro a partir de ovocitos de oveja madurados en dos medios
de cultivo. 57 de los cuales fueron colocados en medio de cultivo para embriones
de hdmster 9 (HECM-9, y 63 en el medio de cultivo de tejidos 199 (TCM-199,
ambos medios suplementados con hormona foliculo estimulante (FSH),
luteinizante (LH) y factor de crecimiento epidérmico (EGF); los COC fueron
colocados en 450 pL de medio de maduracién e incubaron por 24 h. Para la FIV,
cada grupo de COC fueron transferidos a 450 pL de medio de fertilizacion (SOFm
+ Oaa) donde se adicionaron 0,5 x 106 espermatozoides moviles y fueron
incubados durante 24 h; semen fresco obtenido mediante vagina artificial, fue
utilizado. La tasa final de produccién embrionaria se determiné al dia 8 post FIV.
La tasa de MIV no mostré diferencias significativas entre los dos tratamientos
(73,3 vs 71,4 % en HECM-9 y TCM-199, respectivamente). La tasa de FIV fue
diferente entre tratamientos, observando una mejor respuesta de los oocitos
madurados en HCEM-9 (47.7 %) respecto a los madurados en TCM-199 (28,6 %)
(Robledo et al., 2009).

En un estudio sobre el efecto de dos medios de cultivo en la tasa de maduracién y
fertilizacion de ovocitos de cabra. Donde los complejos cumulus ovocito (CCO’s)
fueron obtenidos de ovarios de cabras Post mortem. En el experimento | en TCM-
199 (n=171) y HECM-9 (n=190). Ambos medios fueron suplementados con LH
y FSH (10pg/mL) y 50pg/mL de gentamicina. Los CCO’s fueron cultivados a
38.5 °C, 5% CO2 y a las 27 h post-maduracion, fueron lavados en PBS y tefiidos
con Hoescht 33342 para evaluar la tasa de maduracion. En el experimento Il (EXP
I) en TCM-199 (n=323) y HECM-9 (n=344), En el EXP I, la tasa de maduracion
nuclear fue superior en HECM- 9 (60,5 %) respecto al TCM-199 (38,6 %), en el
experimento Il la tasa de maduracion In vitro (MIV) y de Fertilizacion In vitro
(FIV) fue superior en el medio HECM-9 (84,8 % y 19,18 % respectivamente) que
en TCM-199 (62,7 % y 9,59 %, respectivamente) (Martinez et al., 2011).

En un estudio realizado en la region de Huancavelica a 3680 m.s.n.m. se utilizaron

672 ovocitos de categoria 1 y 11 obtenidos por aspiracién folicular de ovarios de
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Ilamas, fueron madurados en medio TCM-199 suplementado con HEPES 25mM,
piruvato de sodio 0.2 mM, sulfato de gentamicina 50 Ug/ml, FSH 0.02
unidades/mL, Estradioll7- B 1 Ug/mL y suero fetal bovino al 10%, e incubados
a 38,5°C. Luego, se realizd la fecundacion In vitro y se evalud el desarrollo
embrionario, Se recuperaron espermatozoides epididimarios en medio Sperm-
TALP para luego ser lavados y seleccionados mediante la técnica de Swim-up,
Transcurridas las 18 h de fecundacién, los presuntos cigotos fueron transferidos
al medio SOF-IVC e incubados por 7 dias a 38.5°C. Los resultados del desarrollo
embrionario, se obtuvo los porcentajes de segmentacion, morula y blastocisto
(51,00%; 71,47% y 11,64%) respectivamente para 36 horas y el porcentaje de
segmentacion, moérula y blastocisto  (49,55%; 76,69% y 12,51%)
respectivamente para 42 horas, sin diferencias estadisticas entre los tratamientos

(Ayuque y Justiniano, 2013).

Se realizo la prueba de fertilidad mediante la inseminacién artificial de 13 vacas
Brown Swiss del CIP. Chuquibambilla-Puno, con muestras espermaticas
obtenidas del epididimo de un toro criollo inmediatamente después de la muerte
con una concentracion de 50 x 10° espermatozoides/pajilla, logrando una
fertilidad de 69,2 % (9/13) diagnosticadas por ecografia entre los dias 30-35
después de la inseminacion (Quispe, 2015).
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CAPITULO Il

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

2.1 Identificacion del problema

La cola del epididimo es uno de los principales lugares de almacenamiento
de espermatozoides antes de la eyaculacion, cuyo ambiente provee unacondicién ideal
para la supervivencia espermatica. Asi espermatozoides almacenados dentro de esta
estructura retienen su motilidad y su capacidad fertilizante (White, 1993, Soler et al.,
2005 y Martins et al., 2009).

Generalmente se asume que los gametos dentro del cuerpo de los animales degeneran
rapidamente después de la muerte (Soler et al 2005), pero muchos estudios han
demostrado que los espermatozoides recuperados de especies Post mortem, incluso
muchas horas después de la muerte, retienen sus funciones ( Kishikawa et al., 1999.,
Yuy Leibo., 2002).

Larecuperacion y congelamiento de espermatozoides viables de epididimos de animales
muertos, ha sido considerado como una herramienta muy importante para preservar
gametos de machos asi como para el mantenimiento de bancos de germoplasma. Sin
embargo, laviabilidad de los espermatozoides puede ser afectada por la duracion y la
temperatura al cual el animal muerto o los testiculos son sometidos antes de que los
espermatozoides sean colectados de la cola del epididimo. Ademas bajo una variedad
de condiciones no siempre es posible la inmediata coleccion y congelamiento de
espermatozoides del epididimo, debido a la falta de técnicos y/o equipos (Kaabi et
al.,2003 y Soler et al., 2005).
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Por otro lado, estudios realizados en diferentes especies (raton, perro, ciervo, toro) han
demostrado que cuando los machos o testiculos son conservados por refrigeracion
después de la muerte, el esperma permanece viable y con capacidad fertilizante por
extensos periodos de tiempo (Songsasen et al., 1998; An et al., 1999; Kishikawa et al.,
1999; Yu y Leibo, 2002; Costa et al., 2011). Ademéas los espermatozoides preservados
bajo esta condicidon son exitosamente congelables (Kaabi et al., 2003; Soler et al., 2005;
Martins et al., 2009; Costa et al., 2011).

La motilidad de los espermatozoides de la cabeza del epididimo es nula en tanto que
en el cuerpo es minima y en la cola se acentla hasta un promedio de 60%, esto tal vez
sea debido a que en ciertas porciones del epididimo se libera un sulfuro a partir de la
cisterna, este sulfuro estimula que los espermatozoides al consumo de oxigeno y en
combinacion con los iones potasio que se encuentran elevados en el epididimo, se inicia
el metabolismo en los espermatozoides con un consecuente consumo de energia y

movimiento de los mismos (Salisbury et al., 1982).

Fisiologicamente, a nivel del testiculo se realiza la espermatogénesis, especificamente en
la cabeza del epididimo ocurre la reabsorcion de solutos y fluidos, en el cuerpo del
epididimo la maduracion espermatica, y en la cola del epididimo el almacenamiento de

los espermatozoides fértiles (Amann y Schanbacher, 1983).

Con esta consideracion, es importante sefialar que se podrian obtener espermatozoides
viables provenientes de la cola del epididimo que tengan motilidad y capacidad de
fertilizar, poco tiempo después de la muerte del animal, que podrian ser congelados para
su posterior uso en inseminacion artificial (Barrios, 2002).

Cuando un macho muere inesperadamente, su material genético se pierde. Una forma de
preservar el germoplasma de estos animales es la colecta de espermatozoides del
epididimo (Martins et al., 2007). Este procedimiento Post mortem es considerado una
importante herramienta en la utilizacién de espermatozoides de animales en peligro de
extincion (Lambrechts et al, 1999); por lo que se considera que la criopreservacion de
semen proporciona una economia para el productor, al reducir los costos de alimentacién
y transporte de reproductores, asi como los riesgos de transmisién de enfermedades

sexualmente transmisibles (Castelo et al., 2008).

La cola del epididimo es uno de los principales lugares de almacenamiento de los
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espermatozoides antes de la eyaculacion, permitiendo que éstas células permanezcan
viables y moviles por varias semanas (Reyes-Moreno et al., 2002). La cola del epididimo
es capaz de acumular un namero suficiente de espermatozoides para varias eyaculaciones,
lo que torna a este lugar una fuente de germoplasma, aun poco explorada comercialmente

en el carnero (Sostaric et al., 2008).
2.2 Enunciados del problema

Todos los estudios sobre el manejo de espermatozoides de animales
silvestres y domésticos fueron realizados en ambientes donde las condiciones y factores
del clima son diferentes a las condiciones del altiplano lugar donde se pretende realizar

el trabajo, por lo que se plantea las siguientes interrogantes:

e ;COmo seran las caracteristicas de los espermatozoides
congelados/descongelados colectados a través de la técnica de lavado retrdgrado
y corte modificado?

e ;COmo es el comportamiento de la fertilizacion In vitro  de los
espermatozoides colectados desde el epididimo de carneros criollos en el

altiplano?
2.3 Justificacion

Diferentes estudios han demostrado que es posible obtener espermatozoides
viables pasada varias horas después de la muerte del animal a partir de la cola del
epididimo y con alta capacidad fecundante después de la congelacion; asi mismo también
existen trabajos sobre la fertilizacion In vitro y/o In vivo con espermatozoides obtenidos
del epididimo, estos trabajos se efectuaron con otras especies animales y en lugares

distintos por lo que es necesario realizar dichos estudios a nivel del altiplano.

El presente trabajo de investigacion, tiene el propdsito de conocer la viabilidad y fertilidad
in vitro de los espermatozoides colectados del epididimo a través del método de lavado
retrogrado y corte del epididimo de los testiculos de carneros post-mortem y luego
realizar la prueba fertilidad con ovocitos madurados In vitro, es relevante ya que los
resultados constituiran informacién basica para la apertura de futuras investigaciones
relacionadas al tema, y seran un aporte teorico para los profesionales del area de
biotecnologia de reproduccion para que puedan considerar esta técnica en el

mejoramiento genético de los ovinos en el altiplano y sobretodo la recuperacién del

29

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS EPG UNA - PUNO L[5 Nacional del
- Altiplano

germoplasma de ovinos criollos de color que esta en extincion.

La importancia radica también en que es una de las primeras investigaciones sobre
colecta, crio preservacion y uso en  técnicas reproductivas  asistidas  utilizando
espermatozoides de la cola del epididimo, teniendo en cuenta que en algunas situaciones
puede ser la dltima oportunidad para la preservacion de los gametos de un carnero,
puesto que en la actualidad no existen estudios similares en la regién Puno que
constituyan como antecedente de estudio, por este vacio de informacion se ejecutd el

estudio.

Asi mismo en su valor practico, los resultados del presente estudio serviran de base para
la elaboracion de un protocolo del manejo de los espermatozoides recolectados del
testiculo de animales muertos, que en la actualidad no se tiene ningun tipo de tratamiento

reproductivo sobre todo en los ovinos criollos.
2.4 Objetivos
2.4.1 Obijetivo general.

Comparar el efecto de dos métodos de coleccidén de espermatozoides
obtenidos del epididimo de carneros criollos, sobre la viabilidad espermatica y

Fertilizacion In vitro.
2.4.2. Objetivos especificos.

e Evaluar la capacidad fecundante in vitro de los espermatozoides congelados /
descongelados provenientes del epididimo colectados através de latécnica de
lavado retrogrado y corte modificado.

e Comparar el porcentaje de fertilizacion In vitro de los espermatozoides

colectados por lavado retrogrado y corte del epididimo.
2.5 Hipotesis
2.5.1 Hipotesis general.

La capacidad fecundante de los espermatozoides provenientes del
epididimo colectados por lavado retrogrado y corte despues de la descongelacion,

muestran indices de fecundacion similares.
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2.5.2 Hipotesis especificas.

e Losespermatozoides colectados mediante la técnicade Lavado Retrogrado
y corte modificado tienen una capacidad fecundante In vitro superior al 30%.

e La fertilizacion In vitro de los espermatozoides colectados por lavado
retrogrado del epididimo son similares con los obtenidos por corte

modificado.
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CAPITULDO Il
MATERIALES Y METODOS
3.1 Lugar de estudio

El trabajo de investigacion se realizé en el camal municipal de la ciudad de llave
y en el Laboratorio de Reproduccion Animal de la Facultad de Medicina Veterinaria
y Zootecnia de la Universidad Nacional del Altiplano — Puno a 3820 m.s.n.m. y
geogréficamente a una latitud Sur de 15°49’ 34.5” y una longitud Oeste de 70°00°43.5”
(SENAMHI, 2005)

3.2 Material experimental

Para el estudio de la viabilidad espermatica se utilizaron 10 testiculos de carneros
criollos de 2 afios edad y 10 testiculos de carneros criollos de 3 afios de edad, las muestras
fueron obtenidas del Camal municipal de El Collao-llave de carneros inmediatamente
después del beneficio y luego transportados al laboratorio de Reproduccion en la ciudad
universitaria, donde los epididimos de los testiculos fueron sometidos a los tratamientos

de coleccion, de acuerdo a la siguiente tabla:

Tabla 2
Distribucion de las Muestras por Tratamiento

Animales Técnicas de Coleccion
NO
Testiculos
n=10 Lavado retrogrado Corte
2 anos 10 05 muestras 05 muestras
3 afos 10 05 muestras 05 muestras
Total 20 10 10
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Para realizar el estudio de la fertilizacion In vitro se colectaron ovarios de las borregas
beneficiadas en el Camal municipal de El Collao-llave en una cantidad de 8 a 10 ovarios
en cada muestreo, los cuales fueron mantenidos a una temperatura de 36 a 37 °C hasta su
traslado al laboratorio de Reproduccion Animal de la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia, para la fertilizacion se consideraron a aquellos évulos que fueron viables con
un tamafio visible al estereoscopio de aproximadamente de 3 — 7 mm de diametro, con
citoplasma homogéneo y con completo cimulus oophorus y con capa de revestimiento
compacto caracterizados segun la clasificacion propuesta por Leibfried y First (1979), los
cuales se repartieron en cantidades equivalentes para cada blogue en estudio dos técnicas
de coleccién (lavado retrégrado y corte modificado) y dos edades de carneros (2 afios y 3

anos).
3.3 Metodologia
3.3.1 Para las caracteristicas de viabilidad espermatica.
3.3.1.1 Coleccién y transporte de los testiculos

La coleccion de los testiculos y epididimos se obtuvieron
inmediatamente después del sacrificio de los ovinos, luego del examen de
inspeccion y  palpacion se seleccionaron los 6rganos que mostraron

caracteristicas aparentemente normales (tamafio y consistencia).

Una vez seleccionado los testiculos junto al epididimo, se identificaron
con D al testiculo derecho y con | al testiculo izquierdo, luego fueron
envueltos en gasa humedecida en PBS y colocados dentro de una caja de
tecno por para su transporte hasta el Laboratorio de Reproduccion Animal

en un tiempo de una hora.
3.3.1.2 Coleccion de espermatozoides del epididimo.

La coleccion de los espermatozoides se realizé al azar; donde un
testiculo se sometié a la técnica de coleccién por la técnica de lavado
retrogrado (testiculo derecho T1) y el otro para la coleccion por la técnica

de corte modificado (testiculo izquierdo T2).
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A. Coleccion por latécnica de lavado retrogrado.
v" El testiculo fue limpiado y secado con una gasa estéril.

v La cola del epididimo se disecciond separando del cuerpo del

epididimo y del conducto deferente.

v Con unaaguja N° 20 G se facilitd la introduccion en la luz del conducto
deferente; el avocag conectado a una jeringa de tuberculina que
contuvo 1 mL de dilutor TRIS.

v" Por presion del embolo de la jeringa se rellené con el dilutor en todo

el conducto del epididimo.

v' Unavez que el epididimo estuvo repleto de dilutor TRIS se realizé
un corte en la parte del inicio de la cola del epididimo donde el fluido
emergio por el flushing retrogrado y se recibi6 en un tubo de ensayo
de 5 mL.

B. Coleccion por la técnica de corte modificado.
v El testiculo fue limpiado y secado con una gasa estéril;

v/ La cola del epididimo se diseccion6 separando del cuerpo del
epididimo y del conducto deferente

v" Luego se realiz6 un corte transversal en el epididimo, para recuperar
la masa de los espermatozoides en un tubo de ensayo de 5 ml. recipiente

que contuvo un 1ml del dilutor TRIS.

v/ Esta técnica fue modificada en el Laboratorio de Reproduccion
Animal de la  UNA-Puno.

3.3.1.3 Evaluacion de viabilidad espermatica.

La evaluacion de las muestras de espermatozoides recolectados
por los dos métodos se realizé al momento de la coleccion a temperatura
de ambiente (5 °C) y luego a la post descongelacion tomando en cuenta

los siguientes aspectos:
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a) Motilidad Masal.

La evaluacion de la motilidad masal se realiz6 en un microscopio
estereoscopico invertido acoplado con una platina a 37 °C a un aumento

de 200 a 400X, procediendo de la siguiente manera:

v" Previamente se dejé calentar laminas porta-objetos y cubre-objetos

sobre la platinaa 37 °C.

v Con la ayuda de una jeringa de tuberculina acoplado a un tip de 5 uL.

Se aspird la muestra espermatica diluida del tubo de ensayo.

v La muestra se preparé colocando una gota de semen en una lamina

porta-objeto a una temperatura de 37 °C.

v A continuacién se cubri6 con una laminilla cubre-objetos de 22 x 22

mm.

v"El vigor de las ondas y su actividad se cuantific en grados en una
escala que va de 0 a 5, que se detalla a continuacion:

Tabla 3

Sistema de valoracion de la onda de movimiento.

Grado Clave Descripcion
Densa en movimiento de ondas muy rapidas y con
5 Muy bueno jaspes  gruesos oscuros. EI 90 % o mas de los

espermatozoides son activos.

Movimiento en onda vigoroso con jaspe delgado y los
4 Bueno remolinos no muy rapidos como para grado 5, alrededor

de 70-85% de espermatozoides son activos.

Movimiento de ondas lento, se puede apreciar presencia
3 Regular de movimientos individuales de 45-65% de células

espermaticas activas.

Son movimientos  en ondas, se puede apreciar
2 Pobre movimientos individuales  de 20-40% de los
espermatozoides vivos Yy su motilidad es pobre.

Muy pocos espermatozoides (alrededor del 10%)

1 Muy pobre muestran algin signo de vida, se aprecia movimiento
estacionario.
0 Muertos Todos los espermatozoides no se mueven

Fuente: Evans y Maxwell (1990).
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b) Motilidad Individual.

La evaluacion de la motilidad individual se realizé con una pequefia gota de semen en una
l&mina porta-objetos cubierto con una lamina cubre-objetos a 37°C y se observo con el
objetivo de mayor aumento (400x) para observar los espermatozoides de manera
individual, el movimiento fue lineal, progresivo y se calculo en porcentaje (Evans y
Maxwell, 1987).

N° de espermatozoides con movimiento rectilineo

c) Evaluacion del Test Hipo-osmotico (Host)

La evaluacion del Test Hipo-osmdtico se realiz6 por el método descrito por

Jeyendran et al. (1984) con ciertas modificaciones.

v" Enun tubo de ensayo se coloc6 1 mL. de solucion Hipo osmético en bafio Maria a
37 °C.

v Una vez temperada la solucién Hipo-osmoética se adicion6 0.1 mL de muestra
espermatica

v" La mezcla se incub6 a 37 °C durante 30 min.

v" Luego con la ayuda de una jeringa adosada con un tip de 5uL, se aspird y se
colocé una gota de la mezcla sobre una ldmina porta-objetos y se cubrié con una
lamina cubre-objetos, dejdndose reposar por 1 minuto antes de realizar la

evaluacion.

v Se observ6 100-112 espermatozoides en un microscopio de contraste de fase a un
aumento de 400X.

v’ Los espermatozoides con cola enrollada e hinchada se consideraron con reaccion

positiva.

v" Los resultados se expresaron en porcentaje, de la siguiente manera:
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N° de espermatozoides con cola enrollada e hinchada
% = X 100
N° total de espermatozoides observados

d) Evaluacion de vitalidad.

Para determinar el porcentaje de espermatozoides vivos y muertos se utilizo latécnica de
coloracién de Eosina 5% - Nigrosina 10%, usando un microscopio de contraste de fases

a un aumento de 1000X con el siguiente procedimiento:

v Se coloc6 las laminas porta-objetos sobre una platina térmica a 37 °C, con la

finalidad de atemperarlos.

v" Luego se puso una gota de Eosina al 5% sobre uno de los extremos de una lamina

porta-objetos, en seguida se puso una gota de Nigrosina al 10%.

v Inmediatamente se coloc6 una gota de muestra espermatica diluido junto a la gota de
Eosina al 5%, mezclandolo cuidadosamente con la ayuda de una aguja hipodérmica
y se dejé reposar unos 3 segundos.

v" Seguidamente ésta mezcla se volvio a mezclar con la gota de Nigrosina al 10%, que

también se deja reposar por otros 3 segundos.

v" Luego se hizo un frotis extendiendo la mezcla sobre otra lamina porta-objetos de un

extremo al otro, utilizando el borde de otro porta-objetos.
v Inmediatamente se realiz6 el secado del frotis sobre la platina a 37 °C.

v" Se considerd espermatozoides vivos a aquellos que no presentaron coloracion y

espermatozoides muertos a los que se tifieron de color rosado.

v" Los resultados se expresaron en porcentaje, segun la siguiente formula:
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n? de espermatozoides
Vivos
%V = X
100
N2 Total de
espermatozoides

e) Anormalidades

Para su determinacion se utilizo los frotices hechos para el porcentaje de vitalidad,
considerando a los espermatozoides que se colorearon de color rosado con los colorantes
utilizados en la técnica, el porcentaje de espermatozoides anormales se determino con la

siguiente férmula:

N@ de espermatozoides anormales
observados

100
N2 total de espermatozoides
observados

f) Evaluacion de la integridad del acrosoma.

La evaluacion de la integridad del acrosoma de los espermatozoides se realizd
mediante el método propuesto por Awad y Graham (2004), con ciertas modificaciones:

v" En un tubo de ensayo de 2 mL. Se realizé la adicion de 50 uL. De muestra
espermatica en 500 uL de solucién de citrato de formalina (96 mL de citrato de

sodio al 2.9%; 4 mL de formalina al 37%) y se mezclaron cuidadosamente.

v Con ayuda de una jeringa adosada con un tip de 5 uL, se aspir6 y se coloc6 una gota
de la mezcla sobre una lamina porta-objetos cubriéndose con una laminilla cubre-

objetos, dejandose reposar por un minuto.

v La evaluacién de la integridad de acrosoma se realizé6 mediante el conteo de 200
espermatozoides en un microscopio de contraste de fases a un aumento de 1000X.

v Se considero espermatozoides con acrosoma normal a los que presentaban un borde
apical intacto y bien definido y toda alteracion en ella se consideré como acrosomas

anormales.
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v" Los resultados se expresaron en porcentaje.
3.3.1.4 Congelacion de espermatozoides del epididimo
a) Dilucioén.

Una vez determinada la evaluacion de las muestras espermaticas, se

procedié a ladilucion de las muestras de la siguiente manera:

En primer lugar se determind el nimero de unidades de semen que

se pueden procesar, mediante el uso de la siguiente ecuacion:

N° de doSiS =  ---—--mmmemmmmeemeee

Donde:

VF  :Volumen Fijo que fue 2 mL.

CE :Concentracion Espermatica.

MT  : Motilidad Total.

DSP : Dosis de Semen/pajilla de 0.25 mL.

Seguidamente se preparo el dilutor Tris — yema de huevo (Ver Anexo)
y se separé en dos fracciones; el primero, que contenia todos los
componentes menos el glicerol (Fraccién A), la cual se adiciond
inmediatamente a la muestra espermatica vy la segunda Fraccion
contenia, ademas de todos los componentes, mas glicerol al 14%
(Fraccion B), la que fue adicionada cuando la muestra (Fraccion A) estuvo
a5 °C.

b) Enfriamiento

La criopreservacion de semen ovino emplea el protocolo de congelacion
lenta con descongelacion répida, este protocolo estad conformado por el
proceso de enfriamiento, el proceso de congelamiento y el proceso de
descongelamiento (Santiani, 2003). El enfriamiento se da en dos fases, en

la primera fase el semen diluido es enfriado hasta temperaturas de 5°C y
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en la segunda fase se permite la estabilizacion del semen diluido con la
adicién de sustancias crioprotectoras (Salamon y Maxwell, 2000).

Inmediatamente después de la adicion de la fraccion A del dilutor Tris
— yema de huevo, la muestra espermatica diluida se protegiéo con un
volumen de agua temperada a 37° C. para evitar el choque por frio y se
introdujo en una refrigeradora. La muestra espermatica diluida fue
enfriada en formagradual ylentamente de 37°C hasta 5°C por un periodo
de tiempo de 5 horas. Una vez alcanzada a la temperatura de 5° C se
realizé la adicion de la fraccion B para completar el volumen total de la
dilucion. La adicion de la fraccién B se efectlio en tres partes y muy
lentamente con espacios de cada 15 min.

c) Congelacion

Después de terminado el envasado de las pajillas y dejar equilibrar
las muestras esperméticas a 5° C, se cargd nitrogeno liquido en una
caja de tecno por graduada a un volumen de 2 cm.Seguidamente se
gradué la gradilla portadora de pajillas a 4 cm sobre el nivel del
nitrégeno liquido. A continuacioén las pajillas fueron secadas y colocadas
en posicion horizontal sobre la gradilla para la congelacion por los
vapores del nitrogeno liquido, donde se mantuvieron durante 10 min.
Finalmente fueron sumergidas directamente en el nitrogeno liquido
a -196°C y almacenadas en el termo criogénico hasta su evaluacion post
descongelacion.

3.3.2 Para la fertilizacion In vitro.
3.3.2.1 Obtencidn de évulos.
a) Coleccion de ovarios

v' Enel matadero, se juntaron los ovarios en untermo consuero salino
y Penicilina G Procainica (COMBIPEN) a una temperatura de 36 + 1
°C.

v' Los ovarios, colectados de hembras faenadas fueron transportados

en termos que contienen suero salino tibio y el antibidtico.
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v Enellaboratorio, seretiraron los ovarios del termo y fueron lavados
con agua corriente a 37°C una vez y luego enjuagados 3 veces con

suero salino a37°C.

v" Se Mantuvieron los ovarios durante todo el tiempo con suero

salino tibio.

b) Recuperacion de los complejos cumulus-
ovocitos (COCs)

v Laaspiraciéon de los ovocitos, se realiz6 aproximadamente dentro

de 4 a 6 horas después de faenado de los animales.

v Se aspiraron los COC desde los foliculos ovaricos y se colocé el
fluido folicular en un tubo de centrifuga de 5 ml, manteniéndolo

durante todo el tiempo a 37 °C.

v' Sedejé decantar por 10 minutos y luego se aspiro el sobrenadante y

se examind bajo el estereoscopio en una placa Petri (Falcon 1029).
c) Lavado y seleccion de los COC

v Se prepararon 3 placas Petri (Falcon 1029) con TALP-HEPES
solucion detrabajo y se mantuvieron atemperatura de laboratorio
0 sobre una platina temperada. Se cuidé de que no se evapore el

medio.
v Se juntaron todos los COC en una placa con TALP-HEPES.

v' Laseleccion de dvulos viables se realiz6 de acuerdo a la clasificacion
indicada por Brackett y Zuelke (1993), observando en el microscopio

estereoscopico de contraste de fases.
3.3.2.2 Preparacion de espermatozoides

a) Descongelacion de espermatozoides

v Se extrajo la pajilla congelada del termo criogénico con la ayuda
de una pinza larga, una vez obtenida la pajilla se sumergio

inmediatamente en bafio maria a una temperatura de 37 °C por un
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periodo de 45 segundos.

v Pasado este tiempo se extrajo la pajilla de bafio Maria, se secé y
se traspasé el contenido de la pajilla aun tubo de ensayo temperada
a 37° C y contenida en bafio Maria para su posterior evaluacion

espermatica.
b) Evaluacion espermatica post descongelacion.

Las muestras espermaticas descongeladas fueron evaluadas en
motilidad masal, individual, Test hipo osmotico, vitalidad, anormalidades

e integridad de acrosoma, mediante las técnicas descritas anteriormente.
c) Preparacion de pajillas.

Se utiliz6 semen congelado en pajillas para la IVF (congelado
epididimal), mediante el método de SWIM-UP.

SWIM-UP

v Se prepararon tubos de 1.8 mL de capacidad con 1 mL de
SPERM-TALP. Colocandolo dentrode laincubadora (5% COz, 39°
C, alta humedad atmosférica) con la tapa suelta por 1h.

v Se descongelaron 2-4 pajuelas (35°C 30 seg.) y se juntaron en un
tubo.

v Se depositaron cuidadosamente en el fondo de cada tubo con
SPERM-TALP 250 uL de semen (1 pajuela).

v Se mantuvieron los tubos a 39°C por 1 hora, para permitir a los

espermatozoides nadar hacia arriba (swim up).

v Se retird cuidadosamente 800 pL aproximadamente de
sobrenadante de cada tubo y se juntaron en un tubo de 15 mL,
se descart0 200 pL del fondo del tubo.

v Serealiz6 la centrifugacion a 1000

rpm/10 min.
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v’ Se descarto el sobrenadante y se dejé aproximadamente 400 pL del
fondo

v' Se determind la motilidad y la

concentracion.
3.3.2.3 La fecundacién In vitro
a) Maduracién In vitro (IVM).

v" Los COC fueron madurados en placas petri, en gotas (10 COC/ 50
pL de medio) de medio de maduracion cubiertas con 10 mL de aceite
mineral. Estas placas fueron colocadas en una estufa de cultivo en
una atmosfera que contiene 5% COz2, 39°C y 95% humedad, por
24h,

v" Una vez madurados los COC, éstos fueron lavados (TALP-HEPES)
y colocados en gotas (10 COC /50 uL de medio fecundacion). A este
medio, conocido como FERT-TALP modificado, se le  agrego
heparina para la capacitacion espermatica, penicilinahypotaurina
— epinefrina (PHE) y una concentracion de espermatozoides
conocida de acuerdo al reproductor que se utiliz6. Los COC se

mantuvieron en co-cultivo con los espermatozoides por 6 a 18h.

v Para lo cual, el semen fue lavado previamente para eliminar el
liquido seminal o diluyente y obtener un pellet solamente con
espermatozoides mediante el método de “swim-up” y su lavado
posterior por centrifugacion. Esta técnica permitid que los
espermatozoides mas moviles “naden hacia arriba”. La
concentracion de los espermatozoides mas frecuente utilizada

fluctia entre 1- 2 x 10° espermatozoides / mL.
b) Desarrollo In vitro (IVC).

v" Una vez concluido el co-cultivo (ovocitos-espermatozoides), los
ovocitos fueron lavados (TALP-HEPES) y posteriormente
cambiados al medio de desarrollo que consiste en un medio

quimicamente definido o un medio de cultivo celular, ya sea usando
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células de la granulosa, o células epiteliales del oviducto.

v En el caso de co-cultivo, los cigotos son co-cultivados en TCM 199
adicionado con 10% de suero fetal mas células del oviducto (15 —
20 cigotos/ 100 puL de medio). Las placas fueron mantenidas por 7
a9dias en una estufa de cultivo con 5% CO2, 39°C y 95% humedad,

para la produccién de blastocistos.
3.3.3 Analisis estadistico

Mediante el andlisis descriptivo se determind la media y la
desviacion estandar expresados en porcentaje para los diferentes parametros de
la viabilidad espermatica en estudio antes de la congelacion y después de la
descongelacion, los resultados obtenidos fueron transformados en valores
angulares para el Andlisis de Variancia (ANVA) utilizando el disefio bloque
completamente al azar, y las diferencias de promedios fueron analizados por la
prueba estadistica de Tukey. La determinacién se realiz6 mediante el Software

estadistico de S.A.S, version 9.0.

3.3.4 Disefo estadistico
Yig = L0, +Bj 7« +8ijkl% [i=J=k=12
1=1234

Donde:

Yijkl : Es la variable de respuesta (motilidad masal, individual....)
p : Es la media poblacional o constante comdn.

o : Es el efecto del i-ésimo manejo (Antes, después).

B;: Es el efecto del j-ésimo edad (4dientes, boca llena)

v, : Es el efecto del k-ésimo técnica (T1y T2)

gjjkl : Es el error experimental aleatorio.

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS EPG UNA - PUNO ¢ Nacional del
- Altiplano

CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Capacidad fecundante de espermatozoides colectados del epididimo.

4.1.1 Fertilidad espermética antes de la congelacion y después

de la descongelacion.

Los resultados sobre el estudio de la fertilidad espermatica antes de la
congelacién y después de la descongelacion de los espermatozoides
recolectados de la cola del epididimo por lavado retrégrado y corte se muestran
en la tabla 4.

Tabla 4

Fertilidad espermatica de muestras colectadas de la cola del epididimo de
ovinos antes y pos congelacién

Antes de la Después de la

Parametros Min-Max » Min-Max .
congelacion descongelacion
(n=16) (n=16)
Motilidad masal 42-70 57,307 38-60 50,10°
Motilidad individual 40-66 54,902 32-63 47,90°
Test Hipo osmatico (Host) 40-56 46,607 36-52 43,50°
Vitalidad 40-76 49,502 38-65 47,802
Porcentaje de a a
anormalidades 14-24 19,10 14-24 18,90
Integridad de acrosoma 60-74 67,702 54-72 64,902

En la tabla 4, se observa que las caracteristicas de la viabilidad espermaética con
respecto a la motilidad masal fue de 57,30 % con valores minimos y maximos

de 42-70 % antes de la congelacion y de 50,10 % con valores minimos y
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méaximos de 38-60 % después de la descongelacion estos datos al analisis de
variancia (anexo 1) resultaron con diferencias estadisticas significativa (p <
0.05), los mismos que a la prueba estadistica (anexo 2) se determiné que la
motilidad masal antes de la congelacion fue superior con respecto a los
espermatozoide después de la descongelacion; En cuanto a la motilidad
individual fue 54,90 % con valores minimos y maximos de 40-66 % antes de la
congelacién y después de la descongelacion fue 47,90 % con valores extremos
de 32-63 %, estos valores al analisis de variancia (anexo 3) resultaron con
diferencias estadisticas (p < 0.05) los cuales a la prueba estadistica de Tukey
(anexo 4) fue superior en los espermatozoides antes de la congelacion con

respecto a los espermatozoides después de la descongelacion.

El test Hipo-osmotico fue 46,60 % con valores extremos de 40-56 % para
espermatozoides antes de la congelacion, mientras que para espermatozoides
después de la descongelacion fue 43,50 % con valores extremos de 36-52 %, estos
resultados al analisis de variancia (anexo 5) resultaron con diferencias estadisticas
significativas, los mismos que a la prueba estadistica (anexo 6) fue superior en los
espermatozoides antes de la congelacion con respecto a los espermatozoides
después de la descongelacion, lo que significa que durante el manejo de los
espermatozoides en la congelacion- descongelacion afectaron negativamente en

estas caracteristicas espermaticas.

Por otro lado, el porcentaje de vitalidad de los espermatozoides antes de la
congelacién fue 49,50 % con valores extremos de 40-76 % Yy después de la
descongelacion fue 47,80 % con valores extremos de 38-65 % sin diferencias
estadisticas significativas (p > 0.05) al andlisis de variancia (anexo 9); el
porcentaje de anormalidades espermaticas fue 19,10 % con valores extremos de
14-24% antes de la congelacion y 18,90% con valores extremos de 14-24%
después de la descongelacidn, estos valores al analisis de variancia (anexo 10)
resultaron sin diferencias estadisticas significativas (p > 0.05); en la evaluacion de
la integridad de acrosoma de los espermatozoides en la tabla 3, se determina que
antes de la congelacién fue 67,70% con valores extremos de 60-74% Yy 64,90%
con valores extremos de 54-72% después de la descongelacion, los cuales al
analisis de variancia (anexo 11) no tienen diferencias estadisticas significativas (P

> 0.05), lo que significa que las caracteristicas espermaticas no estan
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influenciadas por el proceso de congelacién y descongelacion manteniéndose en

porcentajes similares.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo para el porcentaje de motilidad
basal de 57,30% en promedio antes de la congelacion y 50,10% en promedio
después de la descongelacion son inferiores a los reportes existentes sobre ésta
caracteristica espermatica, diferencias que se deben a que los trabajos fueron
ejecutados en otros lugares donde los factores de clima sean diferentes al lugar de
estudio del presente trabajo; sin embargo, se ha demostrado que el proceso de
congelacidn-descongelacién de los espermatozoides tienen efecto negativo sobre
la motilidad masal, similares resultados reportan Kaabi et al. (2003), quienes
recolectando espermatozoides de la cola del epididimo de carneros después de 24
horas pos-mortem determinaron la motilidad masal de 69,1 % y 52,3 % antes y
después de la congelacion respectivamente, en otro estudio realizado por Shakeri
et al. (2008), sobre el efecto del manejo de epididimo sobre la calidad de
espermatozoides recolectados pos-mortem en carneros determinaron una
motilidad total de 58,1 % y 38,7 % antes y después de la congelacion
respectivamente, lo que se corrobora que la motilidad masal después de la
descongelacion es mas baja con respecto a los espermatozoides antes de la

congelacion.

Resultados similares también determinaron Ehling et al. (2006), al estudiar
espermatozoides del semen de carneros descongelados en la inseminacion
intrauterino en borregas cruzadas, encontrando antes de la congelacion una
motilidad total de 79,7 + 0,1 % éste valor después de la descongelacion bajo en
1 + 0.1 %, aseverando que las caracteristicas espermaticas se preservaron antes
de la congelacion pero fueron afectados por efecto del periodo de refrigeracion a

la descongelacion por los diferentes procesos que involucra esta actividad.

En otras especies se reportan similares resultados, recientemente Quispe (2015),
realizd trabajo de investigacion en toros criollos con las mismas técnicas de
recoleccion de espermatozoides realizados en el presente estudio (lavado
retrogrado y corte de la cola epididimo) y en las mismas condiciones de
temperatura y equipo, determinando que la motilidad total fue de 80,06; 74,43 y
70,25 % (P > 0.05) antes de la congelacidn para espermatozoides recolectados a
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0, 12 y 24 horas respectivamente, 49,26; 26,41y 24,92 % (P < 0.05) después de

la Congelacion de los mismos.

Los resultados determinados en el presente trabajo de 54,90 % de motilidad
individual antes de la congelacion y de 47,90 % después de la descongelacion,
son superiores a los reportes existentes en relacion a trabajos similares realizados
en ovinos; sin embargo, los porcentajes de motilidad individual de
espermatozoides recolectados desde la cola de epididimo son afectados por el
proceso de enfriamiento y de congelacion-descongelacion de los mismos, Kaabi
et al. (2003), al realizar el estudio sobre los espermatozoides recolectados de la
cola de epididimo a las 24 horas después de la muerte de carneros determinaron
que la motilidad individual fue de 46,5 % antes de la congelacion y de 33,6 %
después de la congelacion, donde se manifiesta que existe baja en el porcentaje

de motilidad espermatica.

Similares resultados determinan Shakeri et al. (2008), al realizar estudios sobre
los espermatozoides recolectados de la cola del | epididimo después de 24 horas
Post mortem de carneros, reportan 21,4 % antes de la congelacion y de 13,2 %
después de la descongelacion, donde se manifiesta que existe una baja en el
porcentaje de motilidad individual de los espermatozoides después de la
descongelacion como consecuencia de los factores que no fueron manejados
adecuadamente durante la congelacion y descongelacion como son: temperatura,
luz, contacto con metal, contacto con agua, impurezas y bacterias, exposicion
prolongada al aire, que se deben tener en cuenta en el manejo de espermatozoides

en este proceso (Evans & Maxwell, 1990).

Otros estudios también determinaron que el proceso de congelacion-
descongelacion de los espermatozoides reducen la motilidad individual de los
espermatozoides, como se encontraron en toros criollos del altiplano de Puno
reportado por Quispe (2015), quien al realizar la evaluacion de la sobrevivencia
y fertilidad In vivo de espermatozoides del epididimo de toros post- mortem
determind que los valores del porcentaje de motilidad total, motilidad progresiva,
concentracion espermatica fueron afectados por el proceso de congelacion-
descongelacion, esto significa que los diferentes factores que intervienen en este

proceso tienen efecto negativo en la sobrevivencia de los espermatozoides
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colectados desde la cola del epididimo; pero, no afectan mucho en su capacidad
fecundante.

Los resultados del presente estudio sobre el porcentaje de Test Hipo-osmoético de
los espermatozoides del epididimo obtenidos por lavado retrégrado y corte con
46,60 % antes de la congelacion y de 43,50 % después de la descongelacion, son
inferiores a los reportes existentes, diferencias que se deben a los lugares donde
fueron ejecutados, sin embargo, se evidencia que existe influencia del manejo en
congelacién-descongelacion de los espermatozoides sobre ésta caracteristica
espermatica, éste efecto es corroborado por los trabajos de Kaabi et al. (2003),
que en el estudio sobre el efecto de las condiciones de manejo en la calidad de los
espermatozoides recolectados de la cola de epididimo de carneros determinaron
una HOS-test de 83,3 % antes de la congelacion y de 53,7 % después de la
congelacién, por otro lado, Shakeri et al. (2008), en un estudio similar
determinaron una HOS-test de 73,0 % antes de la congelacion y de 47,9 % después
de la congelacion, éstas diferencias se atribuyen también a que dichos estudios
fueron realizados en condiciones de manejo diferentes al presente estudio puesto
que ellos consideraron una temperatura constante de 5 °C en el transporte de las

muestras en tanto que en el presente estudio fue a temperatura de ambiente.

Otros autores como Evans & Maxwell (1990), en sus estudios han demostrado
que la temperatura en el momento del manejo de las muestras testiculares son
importantes, esta aseveracion puede evidenciarse en el trabajo de Neild et al.
(2006), quienes en su estudio de criopreservacion de pares testiculares con
recuperacion de espermatozoides desde la zona de la cola de epididimo,
obtuvieron un Test Hipo-osmotico de 24,21 % en muestras conservadas a
temperatura de ambiente y de 38,0 % en muestras conservadas en hielo, en el
presente estudio no se tomo en cuenta este factor de estudio, sin embargo, los

resultados son superiores a los reportes de los autores en mencion.

En otras especies, estudios similares realizados en toros criollos del altiplano de
Puno. Perl, mediante las mismas técnicas de recoleccion de espermatozoides y
de manejo, Quispe (2015), determind el Test Hipo-osmdtico antes de la
congelacion de 69,72; 67,87y 60,31 % (p > 0.05) alos 0, 12 y 24 horas después
de la muerte del toro y de 53,21; 31,99 y 27,47 % a los 0, 12 y 24 horas
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respectivamente después de la congelacion, cuyas diferencias se atribuyen al
aspecto anatémico y fisiolégico que difieren entre el toro y carnero, ademas de la

temperatura constante en que realiz6 el estudio a5 °C.

Los resultados del porcentaje de vitalidad de los espermatozoides obtenidos en el
presente estudio de 49,50 % antes de congelacion y de 47,80 % después de la
descongelacion, nos indica que existe la mitad de espermatozoides vivos en ambas
condiciones de manejo, lo cual es importante en la preservacion de valor genético
a partir de espermatozoides recolectados de la cola de epididimo después de la
muerte repentina de reproductores de alto valor genético o de especies en

extincion, no se encontro reportes referente a vitalidad espermatica en especial.

Sin embargo, estudios realizados en el mismo laboratorio de reproduccion que el
presente, Quispe (2015), determind la vitalidad espermética en espermatozoides
de toro criollos antes de la congelacion de 77,88; 73,29 y 74,41 % alos0, 12y
24 horas Post mortem, resultados que son superiores a los resultados obtenidos en
el presente estudio, diferencias que se atribuye que el mencionado autor realizo el
trabajo bajo condiciones de temperatura constante de 5 °C en el manejo de las
muestras testiculares, en cambio el presente trabajo fue conducido a temperatura

de medio ambiente que seria el efecto negativo para este valor.

Los resultados determinados para el porcentaje de espermatozoides anormales de
19,10 % con valores minimos de 14 % y valores maximos de 24 % antes de la
congelacion y de 18,90 % y de 14 — 24% como valores minimos y maximos
después de la descongelacion del presente estudio tienen valores superiores a los
reportados por Kaabi et al. (2003), quienes en un estudio de la viabilidad de
espermatozoides recolectados de la cola del epididimo, determinaron que después
de 24 horas de muerto el animal el porcentaje de espermatozoides anormales
fueron de 14.6 % antes de la congelacion y 16.4 % después de la descongelacion,
diferencias que se deben a efecto del manejo de las muestras dichos autores
trabajaron a una temperatura constante de 5 °C, mientras que nuestro trabajo fue

realizado a temperatura de ambiente.

Por otro lado los resultados del presente estudio son inferiores a los reportes de
Shakeri et al. (2008), quienes realizaron el estudio del efecto del manejo de

epididimo sobre la calidad de espermatozoides recolectados Post mortem en
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carneros, determinando que a las 24 horas después de muerte del animal, el
porcentaje de espermatozoides anormales fueron de 25,0 % antes de congelacion
y 35,1 % después de la congelacion, cuyas diferencias son debidas a que los
estudios se realizaron en diferentes medios donde las condiciones medio

ambientales sean también diferentes.

En otras especies se reportan también resultados sobre el porcentaje de
espermatozoides anormales, asi, Quispe (2015), realizando el estudio de la
evaluacion de la sobrevivencia y fertilidad in vivo de espermatozoides del
epididimo de toros criollos, bajo condiciones del altiplano de Puno lugar donde
se realizé el presente estudio, determind que el porcentaje de anormalidades
totales antes de la congelacion fue de 28,28; 35,08 y 34,01 % para 0, 12 y 24
horas Post mortem respectivamente, estos resultados son superiores a los

resultados del presente estudio lo que es debido por diferencia de especie.

Los resultados encontrados en el estudio de 67,70 % antes de la congelacién y
64,90 % después de la descongelacion en el porcentaje de la integridad de
acrosoma, son inferiores a los reportes de Shakeri et al. (2008), quienes
realizando estudios de viabilidad de espermatozoides recolectados de la cola del
epididimo de carneros 24 horas Post mortem reportando 67,2 % y 38,7 % antes y
después de la congelacion respectivamente; en cambio Kaabi et al. (2003), en un
estudio similar al anterior determind 78,4 % antes de la congelacion y 55,4 %
después de la congelacion los cuales son superiores a los resultados del presente

trabajo, diferencias que se deben al lugar de estudio que son distintos.

Estudios realizados en otras especies también demostraron similares resultados
para el porcentaje de la integridad de acrosoma espermatica, Quispe (2015),
realizando el trabajo de investigacion en condiciones de clima y temperatura del
altiplano peruano (Puno) en espermatozoide recolectados de la cola de
epididimo de toros Criollo determiné 62,18; 64,83y 59,51 % (p >0.05) alos O,
12 y 24 horas respectivamente antes de la congelacion y 48,33; 28,90y 23,87 %

alos 0, 12 y 24 horas Post mortem después de la congelacion.

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS EPG UNA - PUNO JLs¢ Nacional del
= Altiplano

4.1.2 Fertilidad de los espermatozoides obtenidos del epididimo por
lavado retrogrado y corte.

Los resultados de las caracteristicas de fertilidad de los espermatozoides
con respecto a la técnica de coleccion desde la cola del epididimo a través del

lavado retrogrado y mediante corte modificado se presentan en la siguiente tabla.

Tabla 5
Fertilidad de los espermatozoides obtenidos del epididimo por lavado
retrogrado y corte.

Parametros Min-Max Lay ol Min-Max CPFte
retrogrado modificado

(n=16) (n=16)

Motilidad masal 38-70 53,197 40-70 54,232
Motilidad individual 38-66 49,882 32-66 52,892
Test Hipo osmoético (Host) 36-56 43,38° 38-56 46,752
Vitalidad 38-51 46,28° 38-76 51,08%
Porcentaje de anormalidades 18-24 19,702 14-21 18,332
Integridad de acrosoma 54-74 66,382 60-74 66,252

Los espermatozoides obtenidos por lavado retrogrado tienen un porcentaje de
motilidad masal de 53,19% con valores minimos y maximos de 38-70 % y los
colectados por corte modificado de 54,23 % con valores minimos y méaximos de
40-70 %, los cuales al analisis de variancia (anexo 1) no se encontr6 diferencia
estadistica significativa (p > 0.05), lo que significa que el “porcentaje de motilidad
masal no esta influenciado por la técnica de coleccion; en cuanto a la motilidad
individual de los espermatozoides fue de 49,80% con valores minimos y maximos
de 38-66% para los obtenidos por lavado retrogrado y de 52,89% con valores
extremos de 32-66 % para los obtenidos por corte, estos datos al analisis de
variancia (anexo 3) no se encontr6 diferencia estadistica (P > 0.05), igualmente
indica la técnica de coleccion de espermatozoides no tiene efecto sobre ésta

caracteristica espermatica.

El test Hipo-osmético de los espermatozoides colectados por lavado retrogrado
fue de 43,38% con valores minimos de 36 % Yy valores maximos de 56 % y para

los obtenidos por corte modificado fue de 46,75% con valores minimos y
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maximos de 38-56 %, los cuales al andlisis de variancia (anexo 5) se encontro
diferencia estadistica significativa (p< 0.05) que ademas de someter a la prueba
estadistica (anexo 8) se determind que los espermatozoides obtenidos por corte
del epididimo fueron superiores con respecto a los obtenidos por lavado
retrégrado, lo que indica que el test Hipo-osmético de los espermatozoides
colectados por corte tienen mejores condiciones de permeabilidad plasmaética.

El porcentaje de vitalidad de los espermatozoides obtenidos por lavado retrogrado
fue de 46,28% con valores minimos y maximos de 38-51 % y 51,08% con valores
minimos y maximos de 38-76 % para los colectados por corte, los cuales al
andlisis de variancia (anexo 9) no se encontro diferencia estadistica significativa
(p > 0.05); el porcentaje de anormalidades espermaticas en los espermatozoides
obtenidos por lavado retrégrado fue de 19,71% con valores minimos y maximos
de 18-24 % vy para los obtenidos por corte fue de 18,33% con valores minimos
y maximos de 14-21 %, igualmente al analisis de variancia (anexo 10) no se
encontré diferencia estadistica significativa (p > 0.05); similarmente la
integridad de acrosoma no fue influencia por los métodos de coleccion de
espermatozoides cuyo resultado fue de 66,38% con valores minimos y maximos
de 54-74 % para los obtenidos por lavado retrégrado y de 66,25% con valores
minimos de 62 % Yy valores maximos 74 % para los obtenidos por corte, sin
diferencias estadisticas significativas al analisis de variancia (anexo 11), lo que
evidencia que éstas caracteristicas espermaticas no estan influenciadas por los

métodos de coleccidn de los espermatozoides desde el epididimo de los carneros.

Los resultados de porcentaje de motilidad masal determinados para
espermatozoides obtenidos por la técnica de lavado retrogrado de 53,19% vy de
54,23% para espermatozoides obtenidos por el metodo de corte, mantienen el
porcentaje de la motilidad masal en la misma proporcion, aunque las técnicas de
criopreservacion reducen los parametros de calidad espermatica, se mantiene la
viabilidad de los espermatozoides, como han demostrado, Ribeiro-Peres et al.
(2014), utilizando la técnica de flujo retrogrado desde la cola de epididimo de
toros después de la muerte, determinando una motilidad media de 74, 29 y 25 %
en espermatozoides frescos, congelados por técnica convencional y automatizado

respectivamente.
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En el presente estudio la técnica de recoleccion de los espermatozoides desde la
cola de epididimo (lavado retrégrado y corte) no tienen influencia en la motilidad
masal, el mismo que es corroborado por Martinez et al. (2006), quienes al evaluar
dos métodos de obtencidn de espermatozoides del epididimo de venados rojos de
Iberia por corte e insuflacion, manifiestan que los resultados de la calidad
espermatica no tienen diferencia significativa entre los dos métodos reportando
una media de 439,7 x 10° y 648 x 10° de espermatozoides para métodos de corte
e insuflacion respectivamente. Por lo que se deduce que en la coleccidn de
espermatozoides desde la cola del epididimo se debe utilizar la técnica de lavado
retrégrado o la técnica de corte modificado indistintamente para el manejo en las

técnicas reproductivas de los ovinos.

El porcentaje de motilidad individual determinado para los espermatozoides
obtenidos por lavado retrogrado de 49,88% Yy para los espermatozoides colectados
por la técnica de corte de 52,89% son valores que se consideran altas para
espermatozoides congelados y descongelados bajo condiciones de laboratorio y
climadel altiplano, no se ha encontrado otros estudios para la motilidad individual

en ovinos por lo que se considera como primer reporte.

En otras especies como el estudio realizado por Garde et al. (1992), sobre el
efecto de tres medios crio-protectores en células espermaticas de diferente calidad
obtenidas post morten del epididimo de ciervos, determinaron la motilidad
individual de 35,0 % en un medio citrato-fructosa, 58,6 % en medio tris-lactosa
y 49,2 % en tryladil en espermatozoides considerados de alta calidad, cuyos
resultados manifiestan que la motilidad individual de los espermatozoides
recolectados a partir de la cola del epididimo de carneros después de su muerte

son manejables para su conservacion.

Los datos encontrados para el test Hipo-osmotico de 43,38% para los
espermatozoides obtenidos por la técnica de lavado retrégrado y 46,75% para
espermatozoides obtenidos por la técnica de corte, otros autores confirman los
resultados obtenidos en el presente estudio, pero no necesariamente en ovinos
aunque encontraron mejores tasas de espermatozoides reaccionados, que la
integridad funcional de la membrana espermatica se mantiene estable durante el

periodo de la manipulacion de los testiculos, pero estadn influenciadas
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significativamente por el proceso de la congelacion, igualmente los
espermatozoides colectados por la técnica de lavado retrégrado fue superior con
relacion a lo colectado por corte modificado, debido a que en la primera técnica

interviene un dilutor en su coleccién en cambio en el corte es directo.

4.1.3 Fertilidad de los espermatozoides obtenidos del epididimo por

lavado retrogrado y corte segin edad del carnero

Las caracteristicas de fertilidad de los espermatozoides obtenidos por lavado
retrogrado y corte del epididimo correspondientes a carneros de 2 afios y de 3
afios se detallan en la siguiente tabla.

Tabla 6
Fertilidad de los espermatozoides obtenidos del epididimo por lavado
retrégrado y corte, segun edad del carnero

Parametros Min-Max 2 afnos Min-Max 3afnos

(n=16) (n=16)

Motilidad masal 38-70 51,942 38-70 55,232
Motilidad individual 32-66 48,762 38-66 54,082
Test Hipo osmotico (Host) 36-52 42,13° 38-56 48,00?
Vitalidad 38-76 47,132 44-58 50,232
Porcentaje de anormalidades 14-24 19,462 15-20 18,582
Integridad de acrosoma 54-74 64,44° 62-74 68,19°

Latabla 6, presenta datos de motilidad masal expresados en porcentajes el mismo
que en los espermatozoides procedentes de carneros de 2 afios fue de 51,94% con
valores minimos de 38 % y maximo de 70 % y de 55,23% con valores minimos
y méximos de 38-70 % para espermatozoides de carneros de 3 afios, los cuales al
analisis de variancia (anexo 1) no mostraron diferencia estadistica significativa
(p > 0.05); en tanto que el porcentaje de la motilidad individual para los
espermatozoides obtenidos de carneros de 2 afos fue de 48,76% con valores
minimos de 32 % y 66 % como valores maximos Yy de 54,00% para los obtenidos
de carneros de 3 afios, los cuales al analisis de variancia (anexo3) no mostraron

diferencia estadistica significativa (p > 0.05), lo que significa el porcentaje
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de motilidad masal ni el porcentaje de motilidad individual de los
espermatozoides estan afectados por la edad del carnero, porque ambas edades
estan en condiciones de proveer semen de calidad para la monta y/o inseminacién

artificial.

Por otro lado el test Hipo-osmético de los espermatozoides obtenidos de los
carneros de 2 afios tuvieron un 42,13% con valores minimos y maximos de 36-
52 % y 48,00% con valores minimos y maximos de 38-56 % para los obtenidos
de los carneros de 3 afios, estos datos al analisis de variancia (anexo 5) se
encontrd una diferencia estadistica altamente significativa (p < 0.01), los cuales
a la prueba estadistica se evidencié que fueron superiores los provenientes de
carnero de 3 afios con respecto a los obtenidos de carneros de 2 afios, el mismo
que indica que el test hipo-osmatico de los espermatozoides estan determinadas
por la edad de reproductor macho, evidenciandose que los ovinos de mayor edad

ofrecen mejores condiciones para ésta caracteristica.

El porcentaje de vitalidad de los espermatozoides obtenidos de los carneros de 2
afios fue de 47,13% con extremos de 38-76 % Yy para los obtenidos de carneros
de 3 afios fue de 50,23% con valores extremos de 44-58 %, estos datos al analisis
de variancia (anexo 9) no mostraron diferencia estadistica significativa (p > 0.05);
para el porcentaje de anormalidades espermaticas en los obtenidos de carneros de
2 afios fue de 19,46% con valores extremos de 14-24 % y de 18,58% con valores
extremos de 15-20 % para los obtenidos de los carneros de 3 afios, los que al
analisis de variancia (anexo 10) no se encontro diferencia estadistica significativa
(p > 0.05), lo que significa que estas caracteristicas no estan influenciadas por la
edad de los reproductores, por lo que ambas edades en el estudio ofrecen similares

condiciones de calidad espermatica.

En cambio, el porcentaje de espermatozoides con integridad de acrosoma estan
afectadas por la edad de los carneros donde los animales de 2 afios tuvieron de
64,44% con valores minimos y maximos de 54-74 % y de 68,19% con valores
extremos de 62-74 % para los obtenidos de carneros de 3 afos, estos resultados
al analisis de variancia (anexo 11) mostraron diferencias estadisticas
significativas (p < 0.05), los mismos que a la prueba estadistica de Tukey (anexo

12) se determind que los obtenidos de carneros de 3 afios fueron superiores a los
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procedentes de carneros de 2 afios, esto indica la edad de los animales tienen
efecto sobre la integridad de acrosoma de los espermatozoides, donde se
manifiesta que los obtenidos de los carneros de 3 afios son considerados como

mejores para ésta caracteristica.

Los resultados obtenidos en el presente estudio considerando la edad de los
reproductores es la primera, puesto que otros autores trabajaron sin tomar en
cuenta la clase animal, al respecto los datos de la tabla 5, evidencian que no
existen influencias de la edad sobre el porcentaje de motilidad masal, motilidad
individual, vitalidad y porcentaje de anormalidades en los espermatozoides
obtenidos desde la cola del epididimo mediante lavado retrogrado y corte; sin
embargo, el test Hipo-osmético e integridad del acrosoma tuvieron influencias
por la edad de los animales, donde se encontraron que los ovinos de 3 afios son
superiores con respecto a los carneros de 2 afios, lo que sugiere que seria

recomendable trabajar con machos adultos desde los 3 afios de edad.
4.2 Fertilizacion In vitro

4.2.1 Ovulos fertilizados

Los resultados de la cantidad de 6vulos fertilizados In vitro con
espermatozoides después de la descongelacion se presentan en la siguiente tabla.
Tabla 7

Ovulos fertilizados con espermatozoides obtenidos del epididimo por lavado
retrogrado y corte, a la descongelacion.

GRUPOS n ovulosfe  rtilizados

N° (%)

Lavado retrogrado 28 25 89,28
Corte modificado 27 24 88,89
Edad 2 afios 27 24 88,89
Edad 3 afios 28 25 89,28

En la tabla 7, se observa que el 89,28 % de dvulos utilizados para el estudio
lograron fertilizarse con los espermatozoides colectados mediante la técnica de

lavado retrogrado y 88,89% con los espermatozoides colectados mediante corte
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modificado, igualmente los espermatozoides procedentes de carneros de 2 afios
fertilizaron a 88,89% de Ovulos utilizados mientras que los espermatozoides
procedentes de carneros de 3 afios de edad lograron fertilizar a 89,28%, estos
resultados sometidos al andlisis de variancia (anexo 13), no se determind
diferencia estadistica significativa  (p > 0.05), para los grupos en estudio, lo que
significa que ni la edad de los carneros ni la técnica de coleccion de
espermatozoides tienen influencia sobre la cantidad de 6vulos fertilizados, es decir
los espermatozoides utilizados en el presente estudio tienen la misma capacidad

de fertilizacion.

Los resultados de fertilidad In vitro logrados con espermatozoides obtenidos desde
la cola de epididimo mediante lavado retrogrado y corte, segin la tabla anterior se
manifiesta que un alto porcentaje de 6vulos madurados mediante cultivo lograron
fertilizarse, éstos datos son superiores a los reportes de Kaabi et al. (2003),
quienes realizando el estudio de la capacidad fecundante de los espermatozoides
recolectados de la cola del epididimo de carneros adultos a los 24 horas después
de la muerte y otro grupo control con semen fresco de eyaculacion normal,
lograron 58 % de fertilidad In vitro con espermatozoides del epididimo y 50 %
de fertilidad In vitro con semen de eyaculacion normal, cuyas diferencias son
debidas a diferentes condiciones distintos del lugar de ejecucion y sobretodo
los resultados del presente estudio es a nivel de laboratorio.

En el presente estudio no se encontrd diferencias estadisticas en la fertilizacion
de los 6vulos madurados In vitro, utilizando espermatozoides descongelados
obtenidos por dos métodos y de dos edades de machos, esto significa que se puede
trabajar con cualquiera de las dos técnicas asi con machos sin considerar la edad,
aunque los espermatozoides obtenidos de animales adultos ofrecen mejores
condiciones de viabilidad espermatica, similares resultados determinaron Shakeri
et al. (2008), manifestando que no existe diferencia estadistica significativa entre
los resultados de fertilizacion In vitro con semen fresco de eyaculacion y
espermatozoides recolectados de la cola del epididimo después de 24 horas de
muerte del animal 50 % y 58 % de fertilidad In vitro con semen fresco y
espermatozoides del epididimo respectivamente, Byrd et al. (1996), lograron una
fertilizacion In vitro de 58,62 % en ovinos, igualmente Benavides et al. (2015),

reportan una tasa de fertilizacion In vitro con espermatozoides del epididimo de
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71,4 % para espermatozoides obtenidos por aspiracion y 61,0 % para los
obtenidos por diseccién en vacunos, resultados que manifiestan que los
espermatozoides recolectados desde la cola del epididimo tienen alta calidad de

fertilizacion.

Los resultados del trabajo de investigacion son superiores también a los reportados
por Robledo et al. (2009), quienes trabajando con ovarios de ovinos recuperados
del beneficio de los animales desde el camal, probaron dos medios de
maduracion de los oocitos determinando la tasa de maduracion in vitro (MIV)
de 73,3 % en medio HECM-9 y de 71,4 % en medio TCM-199 sin diferencias
estadisticas, la tasa de fertilizacion In vitro (FIV) fue diferente entre tratamientos,
observando mejor respuesta de los oocitos madurados en HECM-9 47,7 %
respecto a los madurados en medio TCM-199 con 28.6 %; similares resultados
determinaron Martinez et al. (2011), quienes realizaron el trabajo de investigacion
con ovarios de cabras y con la misma metodologia y medio de maduracion que
los anteriores investigadores, encontrando la tasa de maduracion in vitro (MIV) y
la tasa de fertilizacion (FIV) lo que fue superior en el medio de HECM-9 84,8 %
y 19,18 % respectivamente, que en TCM-199 que fue 62,7 % y 9,59 %,
respectivamente; dichas diferencias se deben a que los autores anteriores
realizaron trabajos con medios de maduracion en prueba, en cambio en el presente
estudio se realizé con medios de maduracion ya comprobados en otras especies
y sobre todo con control minuciosos en los factores de medio de trabajo a nivel

de laboratorio por lo que se logro fertilizar a la totalidad de 6vulos en estudio.

También existen reportes del manejo de los espermatozoides recolectados desde
la cola del epididimo en la fertilizaciéon In vivo en ovinos, Ehling et al. (2006),
utilizando espermatozoides descongelados del epididimo en la inseminacion
artificial logré una tasa de paricion de 87,5 %, Fournier-Delpech et al. (1979),
realizaron inseminacion artificial en borregas con espermatozoides de la cola del
epididimo y semen fresco logrando una fertilidad In vivo de 80 % con
espermatozoides del epididimo y 72 % con semen fresco controladas mediante
concentraciones de progesterona sanguinea, igualmente, Fournier- Delpech et al.
(2001), en la inseminacion de borregas con espermatozoides de la cola del
epididimo lograron una tasa de gestacion de 78-80 %, resultados que corroboran

lo alcanzado en el presente estudio la alta calidad de fertilizacion de los
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espermatozoides congelados-descongelados procedentes de la cola del epididimo
después de la muerte del animal.

En otras especies se reportan resultados similares, Costa et al. (2011), utilizando
espermatozoides del epididimo recuperados tres dias después de la muerte del toro
lograron el 20 % de gestacion determinadas por ultrasonografia, Amann y Griel
(1974), sacrificando vacas a los 4 dias del ciclo estral determinaron una fertilidad
de dvulos en 0 % para espermatozoides testiculares, 84 % para espermatozoides
del epididimo y 94 % para semen eyaculado, Soler et al. (2003), utilizando
espermatozoides de la cola del epididimo del ciervo Ibérico en la inseminacién
con celo sincronizado determinaron una fertilidad In vivo de 56 %. Resultados que
son inferiores a los encontrados en el presente estudio, los cuales se deben a las
diferencias existentes en el manejo y condiciones de ambiente diferentes al

presente estudio.

En porcinos Martinez et al, (2006), determinaron gque espermatozoides colectados
del epididimo, almacenados por un dia a 4 °C y luego congelados tenian la
habilidad para producir crias, donde oocitos madurados In vitro y fertilizados In
vitro fueron transferidos logrando el nacimiento de 5 crias normales; igualmente
en vacunos Quispe (2015), trabajando con espermatozoides colectados desde la
cola del epididimo y con el mismo procedimiento del presente trabajo lograron
una fertilidad de 69,2 % (9/13) diagnosticadas por ecografia entre los dias 30 — 35
dias después de la inseminacion, resultados que afirman gue los espermatozoides
colectados de la cola de epididimo tienen una alta capacidad de fecundacién como

se ha logrado en el presente estudio.
4.2.2 Embriones en fase de morula.

La cantidad de embriones en la fase de morula obtenidos después de la
fertilizacion In vitro de dvulos con espermatozoides procedentes de la cola del
epididimo obtenidos por lavado retrégrado y corte se detallan en la siguiente
tabla.
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Tabla 8
Porcentaje de embriones en la fase de moérula después de 4 dias de la
fertilizacion In vitro.

embriones viables

GRUPOS N N (%)
Lavado retrogrado 28 23 82,14
Corte modificado 27 22 81,48

Edad 2 afios 27 22 81,48
Edad 3 afios 28 23 82,14

Los embriones en la fase de moérula obtenidos en la fertilizacion de 6vulos
In vitro se mantienen en porcentajes altas: para espermatozoides obtenidos
por lavado retrogrado fue 82,14 % y 81,48 % % para espermatozoides
colectados por corte de la cola del epididimo, ademas, se observa que los
embriones con espermatozoides procedentes de carneros de 2 afios fue 81,48
% de embriones viables y embriones con espermatozoides obtenidos de
carneros de 3 afios fue de 82,14 %, estos resultados al analisis de varianza
(anexo 14) se determin6 que no existe diferencia estadistica significativa (p
> 0.05) entre los indicadores en estudio; lo que significa que la edad de los
carneros no influyen en la cantidad de embriones igualmente la técnica de
recoleccién de espermatozoides tienen efecto, lo que indica ademas se logré
un alto porcentaje de dvulos fertilizados alcanzaron a la fase de morula aptas

para realizar la transferencia.

Trabajos similares efectuados en vacunos por Benavides et al. (2015),
evaluando la fertilidad de espermatozoides recolectados por aspiracion y
diseccion del epididimo, lograron una fertilidad de 71,4 y 61,0 % para
método de aspiracion y diseccion respectivamente (P < 0.05), y sin
diferencia significativa en la tasa de blastocistos al dia 7 y 9 post-
fecundacion; Byrd et al. (1996), evaluando la maduracion de ovocitos de
ovinos en una incubadora portatil de plastico determinaron una fertilidad de
58,62 %, la tasa de desarrollo de moérula fue de 16,94 % vy la tasa de
desarrollo de blastocisto fue de 3,06 %. Los reportes de los autores
mencionados refuerzan los resultados del presente trabajo donde se logré
el desarrollo de la totalidad de los 6vulos fecundados a la fase de moérula, no
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habiendo realizado el seguimiento las fases sub-siguientes. Trabajos de
investigacion realizadas en la comparacion de fertilidad de semen fresco y
espermatozoides recolectados de la cola del epididimo tienen similar
comportamiento en la fertilizacion , asi, Igboeli y Foote (1968), demostro
que en la inseminacion de 100 vacas con toros de historia conocidos, los
inseminados con espermatozoides recolectados 60 horas después de la
muerte tuvieron 69 % de tasa de no retorno dentro de 60 — 90 dias, en cambio
las inseminadas con semen antes de la muerte de los toros presentaron una
tasa de no retorno de 75% que fue ligeramente superior; de los cuales el
resultado del presente estudio como los reportados por diferentes autores se
puede aseverar que los espermatozoides de la cola del epididimo son

altamente fértiles.

Los resultados del presente trabajo de investigacion realizados a nivel del
altiplano de Puno son superiores a los reportes de Ayuque y Justiniano
(2013), quienes trabajando con llamas en la region Huancavelica a 3680
msnm. Casi similar a la altitud donde se ejecutd el presente trabajo, logrando
determinar el desarrollo embrionario por fertilizacion In vitro (FIV) en la
fase de segmentacién en 51,00 %, morula 71,47 % y blastocisto en 11,64
% a los 36 horas, como también lograron determinar que el porcentaje de
segmentacion, moérula y blastocisto fue de 49,55 %; 76,69 % y 12,51 %
respectivamente a los 42 horas, sin diferencias estadisticas entre
tratamientos, cuyas diferencias se deben al factor especie y posiblemente
también a la temperatura (38,5 °C), en presente estudio se trabajé a
temperatura constante de 36,5 °C y se logro fertilizar a la totalidad lograr

los embriones hasta la fase mérula.

Aun cuando existen numerosos trabajos sobre maduracion in vitro (MIV),
fertilizacion In vitro (FIV) y cultivo in vitro (CIV), de oocitos en otras
especies como bovinos, porcinos y caprinos los pocos estudios llevados a
cabo en la especie ovina se consideran suficientemente destacables que han
permitido alcanzar resultados satisfactorios y equiparables con otras
especies, Gonzales (1993), reporta valores de 85 % de maduracion in vitro,
55 % de fertilizacion In vitro y 25 % de cultivo in vitro de oocitos que

finalmente lograron alcanzar la fase de blastocistos bajo condiciones de
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laboratorio; igualmente Walker et al, (1988), mencionado por el mismo
autor, manifiesta que, lograron una alta tasa de 81 % de desarrollo de
embriones de una sola célula hasta la fase de blastocisto, empleando
unicamente el medio sintético de oviducto (SOF-SH) y suero humano. Con
los que se refuerza los resultados del presente estudio donde se ha
logrado un alto porcentaje de embriones por fertilizacion In vitro.
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CONCLUSIONES

e La capacidad fecundante de los espermatozoides recolectados de la cola del
epididimo sufrieron una reduccion a la descongelacion en sus caracteristicas de
motilidad masal, motilidad individual y Test Hipo-osmético, en cambio el
porcentaje de vitalidad, anormalidades y la integridad de acrosoma no sufrieron tal
efecto; ni la edad del carnero, ni las técnicas de obtencion de los espermatozoides
tuvieron efecto sobre éstas caracteristicas.

e La capacidad de fertilizacion In vitro de los espermatozoides de la cola del
epididimo congelado-descongelados fue muy alta, demostrando tal condicion hasta
la fase de mérula sin influencias por la técnica de recoleccion de espermatozoides

asi como por la edad de los carneros.
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RECOMENDACIONES

- Segun los resultados del presente trabajo, realizar la diseccién del epididimo y

coleccion de los espermatozoides dentro de las 24 horas.

- Enel transporte de ovarios mantener una temperatura de 34 a 36 °C para

mantener viable los 6vulos a aspirar.

- Utilizar las técnicas de lavado retrégrado y corte modificado en la recoleccion de
espermatozoides del epididimo como técnicas de reproduccion para la especie

ovina.
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Anexo 1. Andlisis de variancia para
después de la descongelacion

la motilidad masal antes de la congelacion y

Fuente GI’_adOS de Suma de Cuadrad_o dela E-Valor
Libertad Cuadrados media
Maneio 144.2976611 144.2976611 5.06 *
Edad 32.6768479 32.6768479 1.14 NS
Técnica 2.7087755 2.7087755 0.09 NS
Error 28 799.2116201 28.5432721
Total correcto 31 978.8949046

Anexo 2. Prueba de Tukey para la motilidad masal

de la descongelacion

antes de la congelacion y después

Alfa
Error de grados de libertad
Error de cuadrado medio

Diferencia significativa minima

Media
A 49.279
B 45.032

Valor critico del rango estandarizado

0.05

28
28.54327
2.8969
3.8692

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes

N Manejo
16 ANTES
16 DESPUES

Anexo 3. Analisis de variancia para motilidad individual antes de la congelacion y

después de la descongelacion

Fuente Grados de Suma de
Libertad Cuadrados | Cuadradode la
media F-Valor

Manejo 1 132.6866499 132.6866499 5.04 *

Edad 1 73.5808708 73.5808708 2.80 NS
Técnica 1 23.6870290 23.6870290 0.90 NS

Error 28 736.6963185 26.3105828

Total correcto 31 966.6508681
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Anexo 4. Prueba de Tukey para la motilidad individual antes de la congelacion y
después de la descongelacion.

Alfa 0.05
Error de grados de libertad 28
Error de cuadrado medio 26.31058
Valor critico del rango estandarizado 2.8969
Diferencia significativa minima 3.7148
Medias con la misma letra no son significativamente diferentes
Media N Manejo
A 47.837 16 ANTES
B 43.764 16 DESPUES

Anexo 5. Andlisis de variancia para test hipo-osmotico (host) antes de la congelacion y

después de la descongelacion

Grados de Suma de F-Valor
Fuente Libertad Cuadrados | Cuadradodela
media

Manejo 1 26.19845596 26.19845596 498 *

Edad 1 92.03997221 92.03997221 17.49 **
Técnica 1 30.50223969 30.50223969 5.8*

Error 28 147.3083803 5.2610136

Total correcto 31 296.0490481

Anexo 6. Prueba de Tukey parael manejo en el test hipo-osmético (host) antes de la
congelacion y después de la descongelacion

Alfa 0.05
Error de grados de libertad 28
Error de cuadrado medio 5.261014
Valor critico del rango estandarizado 2.8969
Diferencia significativa minima 1.6611

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes

Media N Manejo
A 43.0565 16 ANTES
B 41.2469 16 DESPUES
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Anexo 7. Prueba de Tukey parala edad en el test hipo-osmotico (host) antes de la
congelacion y después de la descongelacion

Alfa 0.05
Error de grados de libertad 28
Error de cuadrado medio 5.261014
Valor critico del rango estandarizado 2.89690
Diferencia significativa minima 1.6611

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes

Media N Edad
A 43.8477 16 BLL
B 40.4558 16 D4

Anexo 8. Prueba de Tukey de técnica para el test hipo-osmotico (host) antes de la
congelacion y después de la descongelacion

Alfa 0.05
Error de grados de libertad 28
Error de cuadrado medio 5.261014
Valor critico del rango estandarizado 2.89690
Diferencia significativa minima 1.6611

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes

Media N Técnica
A 43.1280 16 T2
B 41.1754 16 T1
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Anexo 9. Andlisis de variancia para la vitalidad antes de la congelacion y después de
la descongelacion

Grados de Suma de F-Valor
Fuente Libertad Cuadrados Cuadrado de la
media
Manejo 1 8.22682418 8.22682418 0.39 NS
Edad 1 23.77565043 23.77565043 1.12 NS
Técnica 1 63.53383770 63.53383770 3.00 NS
Error 28 592.0670865 21.1452531
Total correcto 31 687.6033988

Anexo 10. Andlisis de variancia para la anormalidad de espermatozoides antes de la
congelacién y después de la descongelacién

Fuente Grados de Suma de Cuadrado de la F-Valor
Libertad Cuadrados media
Manejo 1 0.00347837 0.00347837 0.05 NS
Edad 1 0.07112073 0.07112073 1.03 NS
Técnica 1 0.21415612 0.21415612 3.09 NS
Error 28 1.93872219 0.06924008
Total correcto 31 2.22747741

Anexo 11. Analisis de variancia para la integridad de acrosoma de espermatozoides
antes de la congelacion y después de la descongelacion

Fuente Grados de Suma de E-Valor
Libertad Cuadrados Cuadrado de la
media

Manejo 1 22.44129677 22.44129677 3.44 NS
Edad 1 40.70374343 40.70374343 6.24 *

Técnica 1 0.04277554 0.04277554 0.01 NS
Error 28 182.5779692 6.5206418

Total correcto 31 245.7657850
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Anexo 12. Prueba de Tukey para la edad en la integridad de acrosoma de espermatozoides
antes de la congelacion y después de la descongelacion

Alfa 0.05
Error de grados de libertad 28
Error de cuadrado medio 6.520642
Valor critico del rango estandarizado 2.89690
Diferencia significativa minima 1.8493

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes

Media N Edad
A 55.6937 16 BLL
B 53.4380 16 D4

Anexo 13. Analisis de variancia para 6vulos fertilizados

Grados de Suma de Cuadrado de la
Libertad Cuadrados media l==gor
Edad 1 0.00448730 0.00448730 0.21 NS
Técnica 1 0.00448730 0.00448730 0.21 NS
Error 13 0.27372518 0.2105578
Total correcto 15 0.28269978
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Fuente G'fados de Suma de Cuadrado de fa F-Valor
Libertad Cuadrados
Edad 1 0.00448730 0.00448730 0.21 NS
Técnica 1 0.00448730 0.00448730 0.21 NS
Error 13 0.27372518 0.2105578
Total correcto 15 0.28269978

Anexo 15. Formula de preparacion del dilutor tris-yema de
huevo y glicerol,

Tris (hidroxi-metil) animo metano 3.028 ¢
Acido Citrico, H-0 1.675¢g
Fructuosa 125¢g

Penicilina G 500-1000 Ul/mL

Sulfato de Estreptomicina 500-1000 ug/mL
Yema de huevo 10 %
Glicerol 7%
Agua Tridestilada 100 mL

Fuente: Harshan et al. (2006)

Anexo 16. Preparacion de soluciones stocks y medios de cultivo de trabajo
coleccidn y lavado de los coc talp-hepes solucion de trabajo

/mL
TALP HEPES (stock) - 100 mL 200 mL
BSA Fraccion V 3mg 1000 pL 2000 pL
DL-Lactato de Sodio (60 % Na) 1.87 pL 187 pL 373 uL
Gentamicina (stock) 1.0 pL 100 pL 200 pL

Determine: pH y ajuste a 7.3-7.4
Filtre: con filtros 0.22 pm

Guarde: a 28 — 30 ° C, en botellas estériles y siempre preparelo fresco el dia de su uso
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Anexo 17. Fert-talp solucion de trabajo

Cantidad/mL
FERT-TALP (stock)y | | | === 2.5mL 5mL
BSA Fraccion V 6 mg /mL 15 mg 30 mg
Piruvato de sodio (stock) 10 pL/mL 25 uL 50 puL
Gentamicina (stock) 1.0 pL/mL 2 uL 5uL

Filtre:  con filtros de 0.22 pm
Prepare: las Gotas y cubra con aceite mineral
Guarde: inmediatamente en el incubador.

Anexo 18. Sperm-talp solucion de trabajo

Cantidad/mL

SPERM-TALP (stock) ~ =eeeeeeeeeee 50 mL

BSA Fraccion V 6 mg/mL 300 mg
Piruvato de Sodio (stock) 10 pL/mL 500 pL
Gentamicina (stock) 1.0 pL/mL 50 pL

Filtre: con filtros de 0.22 pm
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Anexo 19. Preparacion de las gotas de maduracion (IVM)

= Se preparé gotas de 50 pL de medio de maduracion (TCM-199 Earle’s salts + suero
fetal + piruvato + FSH, LH, Estradiol 17B) en una placa Petri (60 x 10 Falcon 1007).

= Se cubrid con 10 mL de aceite mineral, previamente equilibrado (para tal efecto se

mantuvo el aceite en el incubador diariamente con la tapa suelta)

= Se colocaron las placas de maduracion en el incubador al menos por 2 horas antes
de colocar los COC para que se equilibre (temperatura y atmosfera de gases)

= Colocamos los COC previamente lavados (TAL-HEPES solucién de trabajo) y
seleccionados (ovoplasma y cumulus) yse volvid la placa al incubador lo més rapido

posible.

= Se cultivaron los COC por 22-24 horas en estas condiciones. No se abrieron las puertas

del incubador.

= Después de este tiempo se juntaron todos los COC, en una placa con TALP- HEPES
y se desnudaron de su granulosa, y Se pasd Vvarias veces por un pipeta Pasteur
previamente preparada (lumen angosto) y se agitaron en el Vortex por 3 minutos.

= Se recuperaron los ovocitos y lavados 3 veces con TALP-HEPES antes de ser
colocados en las gotas de fecundacion, para eliminar residuos de glucosa que afectan

el efecto de la heparina.
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Anexo 20. Preparacion de gotas de fecundacion (IVF)

= Se preparé gotas de 44 pL de medio de fecundacion (FERT TALP) en una
placaPetri (60 x 10 Falcon 1007)

= Se cubrieron con 10 mL de aceite mineral, previamente equilibrado (Para tal
efecto se mantuvo el aceite en el incubador durante todo el tiempo con la tapa suelta).

= Se colocaron las placas en el incubador al menos por 2 horas antes de colocar los

COC para que se equilibre (temperatura y atmosfera de gases).

= Se colocaron los ovocitos previamente lavados y desnudos sin su cumulus
(TALP-HEPES solucion de trabajo) y en un nimero de 10 por gota y se volvio la placa

rapidamente al incubador.

= Secolocaron dentro de la gota 2 uL de (Penicilina/Hipotaurina/Epinefrina, PHE), 2

uL de heparina (en la concentracion adecuada generalmente 2 a 5 pg/mL).

= Se co-cultivo los ovocitos /espermatozoides por 8 a 18 horas en estas condiciones no

se abrio la puerta si no fuera necesario.

= Se recuperaron los ovocitos y se colocaron en TALP-HEPES vy se agitaron en el

Vortex por 1-3 segundos.

= Se lavaron los cigotos 3 veces con TALP-HEPES antes de colocarlos en las gotas de

cultivo.
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Anexo 21. Preparacion de gotas de desarrollo (1VC)

= Se hicieron gotas de 100 pL en una placa Petri (60 x 10 Falcon 1007) usando
medio de desarrollo condicionado y TCM-199 Earle’s salts con 10 % suero fetal en
una proporcion de 1:1.

= Se mantuvo el TCM en el incubador al menos 2 horas antes de preparar el cultivo

para que se equilibre (temperatura y mezcla de gas).

= Se cubrié con 10 mL de aceite mineral, previamente equilibrado (Para tal efecto se

mantuvo el aceite en el incubador diariamente con la tapa suelta).

= Seagreg6 0,8 a1 pL de lasuspension BOEC por gota y donde se puede transferir

los cigotos.

e Se volvid rapidamente la placa al incubador y no se abri6 la puerta si no fuera

estrictamente necesario.

= Se determind el desarrollo embrionario y se agregé cada 48 horas el medio TCM,
medio condicionado previamente preparado y guardado en la incubadora durante el

tiempo que duro el cultivo.
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