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1. RESUMEN

El presente estudio se realizd con el proposito de comparar, mediante motilidad
progresiva (MP), dos métodos de congelacion de semen de carnero. Para esto se utilizaron
dos reproductores adultos, pertenecientes al Proyecto FIA del Instituto de Reproduccién
Animal de la Universidad Austral de Chile, que se encontraban clinicamente sanos,
mantenidos en estabulacion permanente y alimentados con heno de pradera natural,
concentrado y agua ad — libitum. Los eyaculados se obtuvieron con vagina artificial. En la
evaluacion inicial del semen se establecié volumen, concentracion espermatica, porcentaje de
espermatozoides vivos — muertos, movimiento de masa y movimiento progresivo. Se
seleccionaron 10 eyaculados por carnero que cumplieron con los requisitos de poseer més de
un 50% de movimiento progresivo y 50% de espermatozoides vivos. Para ambos métodos de
congelacion, el semen se diluyé en TRIS - citrato - yema de huevo a una concentracién de 50
millones de espermatozoides vivos por dosis. El semen diluido se estabiliz6 a 5° C como
minimo una hora. Posteriormente se coloco tanto las pajuelas (0,25 ml) como los pellets (100
ul) sobre una plancha de acrilico a 3 cm de la superficie del nitrégeno liquido dentro de una
caja de poliestireno por 3 a 4 minutos. Tanto las pajuelas como los pellets fueron sumergidos
en el nitrégeno liquido y almacenados como minimo 24 hrs para su posterior evaluacion.

En ambos métodos se utilizaron dos temperaturas de descongelacion (37° C y 50° C),
considerando el movimiento progresivo como parametro de evaluacién del semen
descongelado.

El movimiento progresivo en pellet fue significativamente (p<0,01) més alto
comparado al metodo de la pajuela. La temperatura de descongelacion (37° C y 50° C) como
la interaccion entre ésta y el método de conservacion no tuvieron influencia significativa
sobre el parametro evaluado (p>0,05).

En conclusion el método de conservacion de semen de carnero congelado -
descongelados en TRIS-citrato-yema a 37° C mediante pellet es superior a la pajuela.

Palabras clave: Semen, carnero, motilidad progresiva, pellet, pajuela.



2. SUMMARY

COMPARISON OF TWO DEEP FREEZING METHODS FOR RAM SEMEN.

The present study was carried out in order to compare two methods of frozen ram
semen by means of progressive motility (MP). Two adult healthy rams were kept indoors at
the Animal Reproduction Institute facilities, Universidad Austral de Chile, fed with natural
meadow hay, concentrated and ad - libitum water.

Semen was collected by artificial vagina. Volume, spermatic concentration,
percentage of spermatozoa alive - deads, mass and progressive movements were assessed on
fresh semen. Ten ejaculates per ram were selected which met the requirement not to have less
than 50% of progressive movement or less than 50% of alive spermatozoa. For both freezing
methods, the semen was diluted in TRIS — citrate — egg yolk with a concentration of 50
million alive spermatozoa by sample. The diluted semen became stabilized to 5° C for one
hour as minimum.  After this time, straws (0.25 ml) and pellets (100 ul) were placed on an
acrylic plate 3 cm above the liquid nitrogen surface inside a polystyrene box for 3 to 4
minutes. Straws and pellets were submerged in liquid nitrogen and stored 24 hours minimum
for later assessment.

In both methods, two different defrost temperatures were used (37° C and 50° C)
considering the progressive movement as an evaluation parameter of defrosted semen.

The progressive movement in pellet was significantly higher (p<0,01) than the straw
method; the defrost temperature (37° C and 50° C) as well as the interaction between this and
the storage method did not have a significant influence on the evaluated parameter (p>0,05).

In conclusion, the storage method of frozen ram semen - defrosted in TRIS — citrate —
egg yolk at 37° C by means of pellet is superior to straw.

Key words: Semen, ram, progressive motility, pellet, straw.



3. INTRODUCCION

3.1 CONSERVACION DE SEMEN OVINO

Los primeros estudios, sobre los efectos de temperaturas bajo cero en la viabilidad
espermatica se llevaron a cabo por Spallanzani en 1776 (Salamon y Maxwell 1995a), desde
esa fecha hasta la actualidad se han logrado desarrollar avanzadas técnicas que han permitido
almacenar semen por largos periodos.  Sin embargo, la conservacion del semen no fue
considerada hasta que los criadores de ganado vieron los beneficios que entregaba la
inseminacion artificial (1A).

Las investigaciones en IA en ovejas fueron iniciadas por Ivanov a comienzos del siglo
veinte (1907, 1912), cuyos estudios en medios de dilucién y reproduccion condujeron al
desarrollo y la aplicacion practica de la 1A.

Después de la Primera Guerra Mundial, bajo el liderazgo de Milanov se realizo6
intensivos estudios en la antigua Union Soviética, usando semen fresco diluido en gran escala
en programas de reproduccion ovina.

La necesidad de desarrollar programas de mejoramiento genético, utilizacion de
reproductores por largos periodos y en diferentes épocas del afio, asi como facilitar el
transporte de semen de diferentes centros de coleccion hasta los sitios de inseminacion ha
estimulado la investigacion de la conservacién de semen de carnero.

Considerando el uso de bajas temperaturas y de sustancias protectoras que minimicen
el dafio celular, los dos sistemas principales de conservacion de semen son la refrigeracion y
congelacion en nitrégeno liquido (Hermosilla 2006).

En parte, la baja fertilidad obtenida con semen congelado en comparacion al semen
fresco, se debe a la reduccion de la motilidad progresiva de los espermatozoides en los
procesos de enfriamiento y congelacion.  Sin embargo, esto no es la explicacion completa,
puesto que aun cuando un gran numero de espermatozoides motiles son colocados en el
cervix, la fertilidad es baja para semen congelado en comparacion con el semen fresco
(Maxwell y Hewitt 1986).
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AUn contindan las investigaciones que permitiran el perfeccionamiento de la técnica de
crioconservacion de semen, puesto que sus beneficios son diversos y ventajosos

3.2 CONGELACION DE SEMEN OVINO

Las primeras investigaciones del siglo veinte sobre el almacenamiento de semen se
iniciaron en la década de los cincuenta; ya en esa época se observaba que s6lo una proporcion
de los espermatozoides era capaz de sobrevivir a los procesos de congelacion. La reducciéony
el incremento de la temperatura que implica la congelacion y descongelacion, inevitablemente
reducen la proporcion de espermatozoides moviles y causa dafios ultraestructurales,
bioquimicos y funcionales (Salamon y Maxwell 1995b).

En el proceso de congelacién, la célula espermética es sometida a un descenso gradual
de la temperatura, que produce una reduccion reversible de su actividad metabdlica.

La respuesta de los espermatozoides a la congelacion varia segun la especie, siendo la
especie ovina una de las méas sensibles a este proceso (Watson y Martin 1972). Los
principales cambios que ocurren durante el almacenamiento incluyen la reduccién de la
motilidad e integridad morfolégica del espermatozoide (Salamon y Maxwell 2000). Por otra
parte, existe un rango critico de temperaturas a la que este gameto es especialmente sensible
(-10°y - 40° C); ademaés, hay que tomar en consideracion que los espermatozoides atraviesan
estas temperaturas no sélo en el proceso de congelacion, sino también al momento de la
descongelacion.

Inicialmente, cuando se comenzo6 a crioconservar semen de carnero, se extrapolaron
los métodos y los diluyentes utilizados en la congelacion de semen bovino, pero los resultados
no fueron los Optimos, ya que la fertilidad al momento de inseminar ovejas resultdo muy baja.

Una congelacion adecuada debe permitir a los espermatozoides mantener en el tiempo
su integridad y capacidad funcional (Merino 2003), ademas debe permitir a estos gametos
atravesar las temperaturas criticas evitando el minimo dafio. Lo anterior es posible utilizando
soluciones que tengan un rol protector.

3.2.1 Diluyentes

El plasma seminal solo otorga al espermatozoide una proteccion limitada contra los
cambios bruscos de temperatura (Salamon y Maxwell 1995a). Por lo tanto, si se requiere
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almacenar semen a bajas temperaturas se hace necesaria la utilizacion de sustancias
protectoras que permitiran mantener la funcionalidad de estos gametos.

Los diluyente utilizados para la preservacion de semen de carnero, al igual que las
demas especies, deben cumplir con ciertos requisitos, como, contener sustancias que protejan
a la célula del dafio causado por las bajas temperaturas, proporcionar una fuente de energia
(azlcares), poseer capacidad de tampdn para prevenir los dafios ocasionados por los cambios
de pH, mantener la presion osmadtica y el balance electrolitico, poseer agentes antibioticos que
inhiban el crecimiento bacteriano y por ultimo, aumentar el volumen de las dosis
inseminantes.

La mayoria de los diluyentes para la crioconservacion del semen ovino son
hipertdnicos con respecto al plasma seminal, debido a que producen un menor dafio que los
isotonicos; esto se explica porque inducen a una mayor deshidratacion de la célula y en
consecuencia reducen el volumen de agua intracelular que se transformara en hielo al
momento de producirse la congelacion.

A través del tiempo se ha desarrollado una extensa gama de diluyentes, comenzando
por los basados en monosacaridos, posteriormente di y trisacaridos hasta llegar a desarrollar
sustancias basados en compuestos organicos como es el caso del Tris
(tris(hidroximetil)aminometano).

Originalmente el Tris se utiliz6 como el principal componente de los diluyentes para
congelacion de semen bovino, luego en los afios setenta investigadores reportaron su uso para
la congelacion de semen ovino.

Dentro de sus principales caracteristicas se considera su buena capacidad tampon,
ademas de poseer una actividad diurética y osmotica, y una baja toxicidad a altas
concentraciones.

El diluyente Tris-glucosa elaborado por Salamon y Visser (1972) es el méas utilizado y
recomendado para el almacenamiento de semen congelado de carnero (Evans y Maxwell
1987).

Salamon y Visser en el afio 1972, determinaron que los espermatozoides de carnero
toleraban una concentracion de Tris en un rango de 250 a 400 mM, y que la glucosa era el
azucar mas adecuado como fuente de energia para este tipo de diluyente. Sin embargo, la
fructosa es el Unico carbohidrato simple que se encuentra presente en el semen de carnero, y
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los espermatozoides s6lo pueden metabolizar la glucosa y la manosa cuando estos azucares
son incluidos en los diluyentes (Salamon y Maxwell 2000); es por esto, que la fructosa es el
azucar de preferencia para la congelacion de semen de carnero.

Los azUcares tienen la capacidad de actuar como agentes crioprotectores no
penetrantes (De Leeuw y col 1993); su adicion a los diluyentes tienen un efecto beneficioso
sobre la vitalidad e integridad acrosomica de la célula espermatica, ademés aportan la energia
necesaria para que los espermatozoides desarrollen todos sus procesos metabdlicos.

En cuanto al pH de los diluyente, el valor 6ptimo utilizados para la congelaciéon de
espermatozoides debe ser lo méas cercano a la neutralidad; si esto no se logra, se deben
adicionar soluciones tampones.

3.2.2 Agentes crioprotectores

Las lesiones sobre las estructuras celulares debidas a la crioconservacion pueden
atenuarse mediante la adicion de agentes crioprotectores en la elaboracion de los diluyentes.
Numerosas sustancias han sido identificadas por su accion crioprotectora y muchas de ellas
han sido utilizadas con espermatozoides.

Los crioprotectores pueden clasificarse en dos grupos, los llamados penetrantes,
intracelulares o permeables, que son sustancias de bajo peso molecular (32 a 212 Daltons),
generalmente alcoholes, como el glicerol, dimetilsulfoxido, etilenglicol, etc. Esto
crioprotectores se introducen a la célula de forma uniforme, provocando la deshidratacion
celular por sustitucion del agua intracelular, evitando asi el incremento de la concentracion de
solutos ya que reemplaza osmoéticamente al agua. Otra caracteristica importante es que
disminuyen el punto de congelacion del agua; esta caracteristica los hace mas efectivo cuando
se utilizan bajas tasas de enfriamiento, ya que de esta forma, ayudan a disminuir la formacion
de cristales de hielo.

El otro gran grupo son los crioprotectores llamados no penetrantes, extracelulares o no
permeables, que son sustancias de alto peso molecular y generalmente azlcares como la
glucosa, fructosa, sucrosa, lactosa, rafinosa, y otros como las lipoproteinas de la yema de
huevo. Su principal funcion es extraer el agua libre intracelular utilizando la diferencia de
presién osmotica sin penetrar a la célula (Celestinos y Gatica 2002); ademas reducen las
fuerzas ionicas fuera de la célula e influyen en la formacion de cristales de hielo.

Hoy dia se sabe que para que los crioprotectores no penetrantes expresen al maximo
sus caracteristicas deben ser mezclados con crioprotectores penetrantes.
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Los crioprotectores mas utilizados para la congelacién de semen de carnero son el
glicerol y la yema de huevo de gallina.

La yema de huevo contiene un componente activo lipoproteico de baja densidad que
recubre la superficie del espermatozoide durante la congelacion y la descongelacion,
blogueando la entrada de los iones de calcio a la célula. Protege a los espermatozoides contra
el shock frio (factor de resistencia), ademas confiere proteccion en la congelacion y la
descongelacion manteniendo la viabilidad espermatica (factor de almacenamiento). Sin
embrago, Karabinus y col. en el afio 1991, postularon que tanto la leche como la yema de
huevo podria alterar la cromatina de los espermatozoides, lo que reduciria la calidad
espermatica post descongelacion.

Evidencias de estudios criomicroscopicos sobre espermatozoides de carnero muestran
que la yema de huevo protege contra el dafio de membrana y la pérdida de motilidad, inducida
por debajo del punto de congelacién extracelular (-20° C) (Holt y col 1992).

Watson y Martin reportaron que si se incrementan los niveles de yema de huevo se
podria reducir las altas concentraciones de glicerol (Abdelhakeam y col 1991; Salamon y
Maxwell 2000).

En los intentos de Abdelhakeam y col en el afio 1991 de congelar semen de carnero en
ausencia de glicerol, se demostr6 que era necesario incrementar la cantidad de yema de huevo
en el diluyente en un 25 — 30 % para que la congelacion fuese satisfactoria.

Por otra parte, Polge en 1949 demostré la eficacia del glicerol, convirtiendo a éste en el
agente crioprotector mas utilizado. Para su uso en congelacion de semen se emplean rangos
de un 4 a 6 %. Niveles sobre un 6% de glicerol generalmente son perjudiciales para la
supervivencia espermética post descongelacion (Salamon y Maxwell 2000). El nivel de
glicerol es limitado por su toxicidad; ademas, su adicion depende de la tasa de enfriamiento y
congelacion, composicion del diluyente, método de adicion y en particular de la presion
osmotica.

Si bien el glicerol ofrece crioproteccion al espermatozoide, también puede causar dafio
estructural y de integridad bioquimica, ademéas de acelerar la reaccion acrosomica; todo esto
sucede en la fase de equilibrio entre el diluyente y el semen. Consecuentemente, se sugiere
que el glicerol deberia ser afiadido no méas alld de 20 a 30 minutos antes de la congelacién
(Salamon y Maxwell 2000).
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Inicialmente se afadia el glicerol en una fraccién separada del diluyente (dilucion de
dos pasos), sin embargo estudios mas recientes afirman que la dilucion en un solo paso, o sea
afiadiendo el glicerol junto con el diluyente a una temperatura de 30° C, seria més simple y
efectiva.

Varios reportes indican que incluyendo un antioxidante con efecto crioprotector se
podria utilizar menores concentraciones de glicerol desde 3,5 a 2,0 % (Salamon y Maxwell
1995a).

3.3 TRATAMIENTO DEL SEMEN PARA SU CONGELACION

La exitosa congelacion de semen depende en gran medida de la tasa de dilucion
utilizada. Otras fases como la refrigeracion, el envasado, las velocidades de congelacion y
descongelacion también pueden afectar directamente a la recuperacion de las células
espermaéticas criopreservadas.

3.3.1 Dilucion espermatica

La supervivencia de los espermatozoides en el propio plasma seminal esta limitada a
unas pocas horas, por lo tanto el semen debe diluirse para mantener la viabilidad espermatica y
evitar asi la pérdida de viabilidad producida por el consumo de componentes energéticos del
plasma seminal por los espermatozoides (Garde 1992).

El éxito de la congelacion depende del grado de la tasa de dilucién del semen.
Originalmente, el semen era diluido para proteger al espermatozoide durante el enfriamiento,
la congelacion y la descongelacion, pero la tasa de dilucion era modificada a menudo por
razones técnicas, como el incremento del nimero de hembras que se podia inseminar con ese
eyaculado, o para estandarizar el nimero de espermatozoides en cada dosis de congelacion y
descongelacién de semen (Salamon y Maxwell 2000).

Estudios realizados por D Alessandro y col en el afio 2001, demostraron que a una
mayor tasa de dilucion, mejores son los resultados obtenidos en relacién a la supervivencia,
motilidad espermatica e integridad acrosémica post descongelacion.



3.3.2 Refrigeracion y equilibrio

El enfriamiento gradual es el periodo de adaptacién donde el espermatozoide
disminuye el nivel de metabolismo celular prolongando su vida atil. En esta fase el semen
debe ser enfriado desde los 30° C hasta alcanzar la temperatura de 5° C.

La fase de equilibrio se ha estimado como el tiempo total en que los espermatozoides
toman contacto con el glicerol antes de ser congelados, durante el cual éste penetra a la célula
espermatica para establecer un balance entre las concentraciones intra y extracelular (Salamon
y Maxwell 2000). La fase de equilibrio no sélo incluye el balance de la concentracién del
glicerol, sino que también, de todos los componentes del diluyente que sean osmoticamente
activos.

Muchos investigadores han tratado de determinar el tiempo Optimo de la fase de
equilibrio; asi se han realizado ensayos de congelacion de semen para diversos tiempos de
equilibrio, encontrandose recuperaciones post descongelacion variables segun los diversos
autores; sin embargo han llegado a la conclusién que esta fase depende directamente de la tasa
de dilucion, de la concentracion de glicerol, de la composicion de azlcares y de la tasa de
enfriamiento.

Se ha llegado al consenso de usar tiempos de equilibrio que vayan desde 1 a 3 horas, ya
que utilizando tiempos mayores a 3 horas no se obtienen mejores resultados en cuanto a
motilidad al momento de descongelar el semen. Salamon y Maxwell (2000) recomendaron
congelar el semen después de que tuviera un tiempo de equilibrio entre 1,5 a 2 horas a 5° C.

3.3.3 Velocidades de congelacion

Todas las células a congelar presentan una velocidad 6ptima de congelacion, fuera de
la cual los resultados de supervivencia se ven afectados.

La velocidad 6ptima de congelacién del semen se ve afectada por una serie de factores,
unos inherentes al propio espermatozoide como, la especie, las dimensiones de la célula y la
permeabilidad de la membrana celular al agua y a los crioprotectores, y otros que dependen
directamente del proceso de congelacion como, la concentracién y el tipo de crioprotector, el
tipo de envase a utilizar para la congelacion y la composicion de los diluyentes.

En cuanto al crioprotector, se ha observado que a diferentes concentraciones de
glicerol, los espermatozoides pueden tolerar diferentes velocidades de congelacion. En 1984,
Fiser y Fairfull encontraron los mejores resultados de supervivencia espermatica en semen de
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carnero en concentraciones de 4 a 6% de glicerol con velocidades de enfriamiento de -10 a -
100° C/min. En general, al disminuir la concentracion de glicerol las velocidades dptimas de
congelacion deben ser superiores (Garde 1992).

3.3.4 Envasado para la congelacion

El semen ovino ha sido envasado para su congelacion utilizando diversos métodos.
Destacan las ampollas, pellets y pajuelas; las dos Gltimas introducidas en el afio 1964,
logrando un gran avance en la tecnologia de la congelacién espermatica.

La congelacion con el método de las pajuelas consiste en suspender las pajuelas
previamente llenadas con el semen diluido, en vapor de nitrégeno liquido, regulando la
velocidad de congelacion segun la distancia que existe entre ellas y el nivel del nitrégeno
liquido. Colas (1975), determind una reduccion en la supervivencia espermatica cuando
suspendio6 las pajuelas en vapor de nitrégeno liquido a -55° C, sin embargo, a una temperatura
de -75°y - 125° C no se vieron efectos.

El volumen a congelar en las pajuelas es de 0,25 y 0.5 ml, y se recomienda una
distancia de 4-6 cm sobre la superficie del nitrégeno liquido (Salamon y Maxwell 2000).

El método de congelacion en pellets consiste en colocar gotas de semen dentro de
depresiones sobre hielo seco (diéxido de carbono solido, -79° C), sobre una plancha plastica,
de acero inoxidable o sobre aluminio. En este caso la velocidad de enfriamiento puede ser
regulada segun el volumen de la gota de semen y de la temperatura del agente de congelacién
(Salamon y Maxwell 2000). A menor volumen del pellet, més rapida sera su congelacion.

Salamon, en un estudio realizado en 1970, determiné que incrementando la tasa de
enfriamiento de los pellets, de -100° a -160° C, estos no presentaron efecto diferentes en la
recuperacion de la motilidad espermatica; y en 1971, determind que la tasa de paricion no
presentaba diferencias con pellets congelados a -79°y -140° C.

Se han realizado variados estudios comparativos entre el sistema de congelacion de
semen con pajuelas y pellets, evaluando en ambos métodos tanto la fertilidad como la
motilidad post descongelacion. En cuanto a la motilidad post descongelacion los mejores
resultados obtenidos fueron para los pellets (Maxwell y col 1995; Awad y Graham 2004), sin
embargo en relacion a la fertilidad no se encontraron diferencias entre los métodos (Maxwell y
col 1995;)
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3.4 CONSECUENCIAS DEL PROCESO DE CONGELACION

En el semen, a pesar de que una gran proporcién (40 — 60 %) de espermatozoides de
carnero preservan su motilidad despues de la congelacion — descongelacién, solo un 20 — 30 %
permanece fisiologicamente sin dafio. Un espermatozoide puede presentar motilidad aunque
este dafiado, siendo improbable que penetre el gameto femenino y que ademas lo fecunde.

En los procesos de crioconservacion de semen, especificamente en los procesos de
refrigeracién, congelacion y descongelacion, las células espermaticas presentan los principales
efectos lesivos.

Cuando los espermatozoides son congelados y descongelados se ven sometidos a
varios ciclos de deshidratacién e hidratacion lo que resulta en cambios significativos de
volumen (Stornelli y col 2005). Los cambios de volumen son sélo uno de los tantos factores
de stress espermético durante el proceso de criopreservacion. Otros estan representados por
los cambios de temperatura, el estrés toxico producido por la exposicion a los crioprotectores,
la formacion y disolucion de hielo asi como los cambios de osmolalidad en el ambiente
extracelular.

3.4.1 Shock de frio

El enfriamiento rapido del semen entre 30° y 0° C, induce a un cierto estrés celular,
apareciendo un gran porcentaje de células espermaticas muertas, de formas anormales y con
alteracion en la membrana, especificamente en la distribucion de sus lipidos ademés del
aumento de calcio intracelular. Este estrés espermético letal es proporcional a la tasa de
enfriamiento. Es asi que el enfriamiento en este rango de temperaturas debe ser realizado
cuidadosamente (Watson 1995).

Lo anterior es conocido como shock de frio y puede apreciarse durante el enfriamiento
de espermatozoides de cualquier especie (Stornelli y col 2005), sin embargo la susceptibilidad
de los espermatozoides al shock de frio varia segun la especie animal, siendo los
espermatozoides de carnero altamente sensibles a este fendmeno.

Las dos regiones del espermatozoide mas afectadas en la congelacion son las
membranas celulares y la estructura acrosomal (Holt y col 1992), siendo més sensibles estas
que el ncleo y que las partes centrales de la célula.
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Por otra parte, la membrana externa del acrosoma es mas vulnerable que la parte
interna (acrosoma) y la membrana interna (Salamon y Maxwell 1995b).

La estructura celular de los espermatozoides también sufre alteraciones, es asi que
Quinn y col (1980) observaron pérdida de proteinas en la vaina mitocondrial de los gametos;
Nath (1972) ademés de lo anterior, reportd deformaciones en la estructura normal del
axonema.

De la misma forma que la estructura celular se ve afectada, la bioquimica espermatica
es sensible a las modificaciones por el shock de frio. Salomon y Maxwell (1995b) encontraron
pérdida de lipoproteinas y aminoacidos después de la congelacion y descongelacién. También
se han reportado otras alteraciones como cambios en el metabolismo espermético de los
carbohidratos e inactivacion de enzimas acrosomicas.

3.4.2 Efectos causados por la congelacion

Cuando una solucion es enfriada por debajo del punto de congelacion, el metabolismo
celular se detiene y el agua pura se cristaliza formando hielo. Las células al ser congeladas
pasan por un estado de deshidratacion debido a que el agua citoplasmatica pasa al medio
circundante y por consecuencia a uno de hidratacion al descongelarse. La congelacion de esta
agua hace que haya formacion de cristales de hielo los que provocan dafio y ruptura celular
(Mazur 1980).

En el enfriamiento lento, la congelacion comienza en el espacio extracelular antes de
que se comience a formar el hielo intracelular. Mientras que el hielo se forma, se produce un
desequilibrio osmético, ya que la concentracion de solutos va aumentando en los espacios
extracelulares, conduciendo a una migracién de agua fuera de la célula, con el fin de equilibrar
el medio. Esto es llamado efecto solucion y es igualmente dafiino que la formacion de cristales
(Schneider y Mazur 1984).

Por otra parte, el indice de enfriamiento tiene un efecto dramatico en estos fendmenos.
El enfriamiento rapido reduce al minimo los efectos de la concentracion de solutos ya que el
hielo se forma uniformemente, pero conduce a una formacion de hielo intracelular. El
enfriamiento lento, por otra parte, da lugar a una mayor pérdida de agua por parte de la célula
y menor formacion de hielo interno, pero aumenta los efectos de solutos.

Watson y col (1991), afirmaron que la formacién de hielo intracelular origina ruptura
de ciertas estructuras celulares ademés de desorganizacion de la membrana plasmética y
acrosomal, con alteracion en la fase lipidica y desplazamiento de las proteinas intrinsecas.
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La concentracion de solutos produce la desnaturalizacién de los componentes de la
membrana plasmética y deshidratacion celular disminuyendo su volumen hasta un minimo
donde se compromete la integridad estructural de la célula (Watson y Duncan 1988)

Por lo tanto, podemos concluir que la formacion de cristales de hielo y el efecto
solucion son los principales factores implicados en el dafio celular por lo que el objetivo es
tratar de reducirlos y contrarrestar sus efectos.

3.4.3 Consecuencias de los procesos de congelacion

Luego de congelar y descongelar una muestra seminal, un gran ndmero de
espermatozoides aparecen fuertemente dafiados y por lo tanto afuncionales. Por otra parte,
los espermatozoides que resisten estos procesos también pueden sufrir cierto dafo.

Se ha comprobado que la motilidad espermética disminuye luego de la
criopreservacion (Stornelli y col 2005); ademés los cambios de temperatura desencadenan en
las células espermaticas un estado de capacitacion prematuro que origina la reaccion
acrosémica de una forma acelerada. Lo anterior produce acortamiento de la viabilidad y
poder fecundante del espermatozoide.

Otra alteracion observada en los espermatozoides sobrevivientes a los procesos de
criopreservacion es el aumento del calcio libre intracelular. También se ha demostrado que
estos procesos inducen a un cierto grado de estrés oxidativo por parte del espermatozoide,
provocando efectos tdxicos sobre ellos que a la larga comprometen su funcionalidad.

3.5 DESCONGELACION

Otro aspecto importante que incide sobre la viabilidad de las células espermaticas
congeladas es la velocidad de descongelacién. La velocidad descongelacion 6ptima depende
en gran forma de la técnica utilizada para la congelacion. Cuando se utilizan velocidades de
congelacion altas los mejores resultados post descongelacion han sido obtenidos con
descongelaciones también rapidas (Fiser y col 1986).

Los espermatozoides que han sobrevivido al proceso de congelacion a -196° C se
enfrentan ahora a la fase de calentamiento y descongelacion, teniendo que atravesar
nuevamente las dos temperaturas criticas.
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Los espermatozoides descongelados a tasas rapidas, se exponen en un tiempo mas
corto al soluto concentrado y al crioprotector (glicerol), lo que hace que la restauracién del
equilibrio extra e intracelular sea mas répido que en la descongelacion lenta (Salamon y
Maxwell 2000).

Para el semen de carnero congelado en pajuelas, la temperatura de descongelacion
utilizada por la gran mayoria de los investigadores se encuentra entre 38° - 42° C. Sin
embargo, algunos trabajos han reportado que la descongelacién a altas temperaturas (60° - 75°
C) son comparables a las temperaturas menores (38° - 42° C) en términos de motilidad post
descongelacidn, integridad de acrosoma y fertilidad espermatica (Salamon y Maxwell 2000).

Para el semen de carnero congelado en pellets, dos son los métodos de descongelacion;
por una parte se encuentra el método de descongelacion en seco, que consiste en la
introduccion del pellet dentro de un tubo o recipiente de descongelacion sin la adicion de
ningdn tipo de diluyente. EIl otro método consiste en descongelar el pellet introduciéndolo en
un tubo que presente algun tipo de diluyente (método humedo), de preferencia el mismo
utilizado para la congelacion, ya que podria presentar interacciones con otro nuevo diluyente y
afectar la viabilidad espermatica.

Se han examinado temperaturas de descongelacién para ambos métodos entre 37° y 75°
C, encontrandose en general mejores resultados en motilidad post descongelacion con tasas de
temperatura crecientes (Salamon y Maxwell 2000).

La velocidad de descongelacion depende del volumen del pellet, sin embargo pellets de
0,03 a 0,86 ml no presentan diferencias en el porcentaje de motilidad espermatica.

Para mantener el beneficio de la descongelacion a altas temperaturas sin el riesgo de
recalentar el semen, se recomienda en el caso de los pellets, cambiarlos a un bafio maria con
temperaturas menores (35° - 40° C) cuando los dos tercios del pellets se encuentren disueltos,
o0 en el caso de las pajuelas utilizar artefactos especiales para la descongelacion que mantienen
la temperatura requerida en forma constante.
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36 HIPOTESIS

El nuevo sistema de pellet formado en nitrogeno liquido favorece la crioconservacion
de semen ovino en comparacion al sistema tradicional de pajuelas.

3.7 OBJETIVOS

Objetivo general

e Evaluar mediante movimiento progresivo dos métodos de congelacion de semen.
Objetivo especifico
e Congelar semen ovino en pajuelas y pellets.

e Comparar dos temperaturas de descongelacion.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 REPRODUCTORES Y MANEJO

Para la elaboracion de este ensayo se utilizaron 2 carneros, uno de raza Dorset y otro
Texel, clinicamente sanos, pertenecientes al Proyecto FIA del Instituto de Reproduccion
Animal de la Universidad Austral de Chile. Durante el ensayo, estos animales permanecieron
estabulados, alimentados principalmente con heno de pradera natural, alimento concentrado y
agua ad-libitum.

4.2 RECOLECCION DE SEMEN

Se recolectd semen mediante vagina artificial a 42° - 44° C aproximadamente. Las
recolecciones se realizaron en los meses de noviembre y diciembre del afio 2007. En cada
sesion de recoleccion se obtuvo como maximo 2 eyaculados por carnero.

Las muestras obtenidas en cada recoleccion fueron transportadas en un tubo colector
graduado, que se encontraba en contacto con la piel humana, con el fin de mantener su
temperatura; luego fueron llevadas hasta el laboratorio de semen del Instituto de Reproduccion
Animal, trayecto que no demoraba més de 3 minutos, y mantenidas en un bafio Maria a 37° C
durante el tiempo que se llevo a cabo su procesamiento.

En la figura 1 se muestra el equipamiento basico empleado para la recoleccion de
semen, el que consta de una vagina artificial, gomas de recambio para la vagina artificial, ya
que cada carnero debe usar la suya, hervidor eléctrico, jeringa para introducir agua caliente,
tubos de recoleccion y vainas de esponja aislante.
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1. Equipamiento basico empleado para recoleccion de semen con vagina artificial.

43 EVALUACION DEL SEMEN

Primero se determind el volumen de cada eyaculado mediante un tubo colector
graduado, al mismo tiempo se evaluaron las caracteristicas macroscopicas del semen, como
color, olor y viscosidad.  Posteriormente, se procedid a realizar una dilucién 1:1 con el
diluyente TRIS — citrato — yema de huevo (Anexo 1). A continuacion se evalud el
movimiento de masa (MM) (Anexo 2), colocando una pequefia gota de semen diluido sobre
un portaobjetos previamente temperado, que fue observado con el menor aumento en un
microscopio de contraste de fases con una platina temperada. Se le otorg6 una puntuacion en
una escala de 1 a 5 segun la densidad e intensidad de movimiento en forma de ondas que
presentd cada muestra.

Posteriormente, se determind el movimiento progresivo (MP) de cada eyaculado
diluido, colocando una gota de semen sobre un portaobjetos previamente temperado tapado
con un cubreobjetos. Para su observacion se utilizé una platina temperada en un microscopio
de contraste de fases con aumento 320x. Este parametro de medicion subjetiva, mide la
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proporcion de espermatozoides que presenta movimiento rectilineo hacia delante. Con el fin
de obtener un valor representativo, se observaron 4 a 5 campos de la muestra.

Para determinar la concentracion espermatica, se utilizé el método de la camara de
Neubauer. Se realiz6 una dilucion 1:400 (25 ul de semen en 9,975 ml de H,0).

Por Gltimo, se evalué la proporcion de espermatozoides vivos/muertos de cada
eyaculado. Para esta prueba se utilizé la Tincion Supravital (eosina - nigrosina), que consiste
en mezclar dos gotas de nigrosina y una de eosina con una gota de semen del mismo volumen
sobre un portaobjeto en una platina temperada.  Posterior a la mezcla se realiz6 un frotis
delgado que fue secado al aire y observado al microscopio con aumento 320Xx. Los
espermatozoides tefiidos de color rojo se consideran muertos, ya que la eosina difunde en sus
membranas acrosomicas, por el contrario las células vivas permanecen sin tefiirse debido a la
integridad de sus membranas.

Se debe mencionar, que todos los eyaculados que presentaron menos de 50% de
movimiento progresivo o menos 50% de espermatozoides vivos (Tincion Supravital) fueron
desechados.

4.4  PROCESAMIENTO Y CONGELACION DE SEMEN

Se procedio a calcular la cantidad de espermatozoides vivos que se encuentran en el
eyaculado, multiplicando la concentracion espermatica por el porcentaje de espermatozoides
vivos; luego fue calculado el volumen de diluyente TRIS — citrato — yema de huevo (Anexo 1)
necesario para obtener una concentracion final de 50 millones de espermatozoides vivos en
cada dosis. La adicion del diluyente fue lenta, siempre agregando el diluyente sobre el semen
y dejando que este caiga por las paredes del tubo graduado. Una vez terminado este
procedimiento se dejé el semen ya diluido a temperatura ambiente.

A continuacién se procedio6 a dividir el eyaculado con su dilucién final en dos partes
iguales, una de ellas fue almacenada en un tubo que fue introducido sobre un vaso de agua fria
y que permanecio en el refrigerador a 5° C por una hora como minimo. Una vez transcurrido
el tiempo, fue reevaluado el semen, donde se considerd el movimiento progresivo y actividad
espermaética frente al diluyente TRIS — citrato — yema de huevo; este Ultimo pardmetro fue
evaluado en una escala de 1 a 5, donde uno es muy malo, nula actividad y cinco es excelente,
con un movimiento activo de las células espermaticas. Los requisitos minimos para seguir el
procedimiento de congelacion, fue tener mayor al 50% en movimiento progresivo e igual o
mayor a 4 en actividad espermatica frente al diluyente TRIS — citrato — yema de huevo.
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Enseguida se procedio a realizar gotas de 100 ul sobre una plancha de acrilico que se
encontraba a 3 cm del nitrogeno liquido dentro de una caja de poliestireno. Las gotas
permanecieron sobre la plancha de acrilico por 3 a 4 minutos, luego la plancha fue sumergida
en el nitrogeno liquido y los pellets o gotas obtenidas fueron guardadas en recipientes
especiales identificadas con el nimero o nombre del reproductor y fecha de recoleccion e
introducidas en el tambor de almacenamiento con nitrégeno liquido a -196° C.

Paralelamente, la otra fraccion de semen fue diluida nuevamente 1:1. Se envaso
manualmente en pajuelas de 0,25 ml identificadas con el nimero o nombre del reproductor y
fecha de recoleccion. Luego fueron sometidas a un periodo de estabilizacion (equilibrio) por
una hora como minimo a una temperatura de 5° C para finalmente ser congeladas. Pasado ese
tiempo las pajuelas fueron depositadas en el mismo sistema utilizado para la elaboracion de
los pellets. Tanto el tiempo de mantencion de las pajuelas y la distancia de la plancha de
acrilico al nitrégeno liquido también fue la misma. Una vez transcurrido ese tiempo, fueron
sumergidas en el nitrégeno liquido y almacenadas en el estanque a — 196° C.

2. Equipamiento basico empleado para congelacion de semen con el método de pellets.
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45 DESCONGELACION DE SEMEN

Luego de mantener las pajuelas y los pellets almacenados en nitrégeno liquido al
menos 24 hrs, se procedié a su descongelacién. Para ambos casos las temperaturas de
descongelacion fueron 37°y 50° C.

En el caso de las pajuelas, estas fueron sacadas del nitrogeno liquido y dejadas a
temperatura ambiente por 5 segundos, luego fueron sumergidas en el agua por 10 segundos y
secadas para su posterior evaluacion.

Por otra parte, los pellets fueron sacados del nitrégeno liquido y colocados en un tubo
con 1 ml de diluyente TRIS — citrato — yema de huevo a las temperaturas anteriormente
sefialadas. Una vez introducida la dosis en el tubo, esta era agitada hasta que se disolviera
totalmente el pellet. En el caso de la descongelacion a 50° C, una vez depositada la dosis en
el tubo con TRIS - citrato — yema de huevo, éste era trasladado inmediatamente al bafio Maria
a 37° C y mantenido ahi mientras durara su evaluacion

Para su evaluacion post descongelacion, se coloco una gota de semen en un portaobjeto
previamente temperado tapado con un cubreobjetos.  Para su observacion se utilizd una
platina temperada sobre un microscopio de contraste de fases con aumento 320x. El
movimiento progresivo fue el parametro de evaluacion.

4.6 ANALISIS ESTADISTICO

La evaluacion del semen fresco se expreso en promedios y porcentajes.

Para comparar el movimiento progresivo de ambos carneros se realizo un ANOVA de
una via. Para evaluar el método de almacenaje de semen y la temperatura de descongelacion
se realizd un ANOVA de dos vias. Las dos pruebas antes mencionadas corresponden a
pruebas de medidas paramétricas.

Para aplicar dichos analisis y determinar la significacion estadistica de las diferencias
obtenidas, se utilizo el programa Statistica 6.0 (Statsoft, 2004).
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5. RESULTADOS

5.1  EVALUACION DE SEMEN FRESCO

En el Cuadro 1 se describen las caracteristicas del semen fresco de ambos carneros.

Cuadro 1. Caracteristicas del semen fresco de dos carneros (n = 10 eyaculados por
cada carnero). Se presentan los promedios con su respectiva desviacion estandar y entre
paréntesis el rango correspondiente.

CARNERO
VARIABLE TEXEL DORSET TOTAL
Volumen 0,84+0,4 0,61+0,2 0,73+0,3
(ml) (0,4-15) (0,5-1) (0,4-1,5)
Concentracion 1.099 + 298 1.115 + 447 1.107 £ 370
(millones/ml) (690 - 1.630) (560 - 2.010) (560 - 2.010)
Movimiento de Masa 35+0,7 3,8+0,8 3,7+0,7
(1-5) (3-5) (3-5) B-5)
Movimiento Progresivo 76,5+9,1 78,5+5,8 775+75
(%) (60 - 85) (70 - 85) (60 — 85)
Espermatozoides Vivos 748+7,4 76,3 4,7 75,5+6,1
(%) (63 - 84) (68 - 83) (63 —84)

La Prueba ANOVA de una via determiné que no existen diferencias significativas
(p=0,93) entre el semen de ambos carneros.




52 EVALUACION DEL SEMEN REFRIGERADO

En el Cuadro 2 se presentan los resultados de motilidad progresiva y actividad
espermaética frente al diluyente TRIS — citrato — yema de huevo (refrigerado minimo una hora

ab°C).

Cuadro 2. Motilidad progresiva y actividad espermatica frente al diluyente TRIS
— citrato — yema de huevo en el semen refrigerado (n = 20 muestras por cada carnero). Se
presentan los promedios con su respectiva desviacion estandar y entre paréntesis el rango

correspondiente.

CARNERO
VARIABLE TEXEL DORSET TOTAL
Movimiento Progresivo 72,5+13,8 73,0+ 10,6 72,75+119
(%) (50 - 90) (60 - 85) (50 - 90)
Actividad espermatica frente al
diluyente TRIS — citrato — yema
de huevo 4,4+0,5 45+0,7 4,45+ 0,6
(1-5) (4-5) (3-5) (3-5)
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5.3 EVALUACION DEL TIPO DE CONSER\/ACION DE SEMEN CONGELADO Y
TEMPERATURA DE DESCONGELACION

En el Cuadro 3 se presentan los valores correspondientes a motilidad progresiva post
descongelaciéon de dos métodos de conservacion de semen, descongelados a 37° C y 50° C.

Cuadro 3. Los valores sefialados corresponden al movimiento progresivo
promedio evaluado post descongelacion (n= 40 pellets, n= 40 pajuelas). Se presentan los
promedios con su respectiva desviacion estandar y entre paréntesis el rango correspondiente.

VARIABLE PELLET PAJUELA
37°C 50°C 37°C 50°C
Movimiento
Progresivo 51,0+19,6 |45,75+12,1|27,0 £+15,5| 26,0 +16,4
(%) (20 — 85) (30-75) (0-50) (0-50)

La prueba paramétrica ANOVA de dos vias determin6 que el método de pellet presenta
una diferencia significativa (p<0,01) en relacion al método de la pajuela, obteniendo una
diferencia de calidad espermatica mas alta expresada en movimiento progresivo; la
temperatura de descongelacion de 37° v/s 50° C no tuvo influencias sobre el movimiento
progresivo (p>0,05) sin embargo, la temperatura de 37°C fue ligeramente superior (Cuadro
3).Tampoco hubo interaccion entre el método de conservacion de semen y la temperatura de
descongelacién (p>0,05).
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6. DISCUSION

6.1 EVALUACION SEMINAL

Como se observa en el Cuadro 1, la calidad de los eyaculados puede considerarse
buena aunque fueron recolectados fuera de la estacién reproductiva. Esta calidad espermatica
probablemente se deba a que los eyaculados fueron obtenidos por medio de una vagina
artificial, método que segun Hafez (1996) es el de eleccién para la recolecciéon de semen, ya
que simula la cépula natural. Lo anterior también se vio favorecido por el hecho que ambos
carneros se encontraban entrenados para la recoleccion del semen por este método porque
pertenecian a un programa reproductivo dentro de un Proyecto FIA. Sin embargo, de igual
manera fue necesario un periodo de acostumbramiento de los animales hacia la nueva persona
que realizo la recoleccion; periodo que se extendié aproximadamente por tres meses.

Lo anterior, es importante si se considera que el semen de carnero es uno de los méas
sensibles para trabajar, ya que se debe mantener constantemente las medidas necesarias para
que no sufra ningun tipo de alteracion, que pueda perjudicar su evaluacion y posterior
congelacion.

En el Cuadro 1, ademas se puede observar que los eyaculados recolectados de ambos
carneros son bastantes similares presentando leves diferencias en relacion a las caracteristicas
seminales evaluadas, pero siempre manteniéndose dentro de los rangos descritos como
normales por Garner y Hafez (2000).  Sin embargo, es necesario hacer notar que la
concentracion espermatica de ambos carneros estuvo bajo el rango de referencia normal para
la especie (Garner y Hafez 2000, Setchell 1977).

Ademas de la concentracion espermatica, el volumen del eyaculado, especialmente en
el carnero Dorset, aunque normal puede considerarse bajo. Como explicacion a esto, deberia
considerarse la época en que se realizd el estudio (noviembre — diciembre), época que no
corresponde a la estacion reproductiva para la especie ovina en esta zona.

Los reportes disponibles acerca de los efectos que produce la estacion reproductiva
sobre la congelabilidad de semen discrepan, y al parecer la raza de los carneros, la geografia y
condiciones climéticas son importantes (Salamon y Maxwell 1995b). Es asi, que Fiser y
Fairfull (1983) sefialaron que existe un efecto benéfico al congelar semen cuando éste es
recolectado en un periodo de luminosidad disminuida.
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Por otra parte, a pesar de que el movimiento progresivo se encuentra dentro de los
rangos de referencia establecidos como normales (60-80% por Hafez (1996)), conviene
destacar que hubo variaciones entre los eyaculados, posiblemente, debido a las malas
condiciones climatica, ya que en los dias mas frios los valores de motilidad fueron mas bajos.
Ademas, es necesario considerar que el Laboratorio y el Pabellén de Reproduccién Animal se
encuentran separados, lo que implica un mayor tiempo transcurrido entre la extraccion del
semen y su posterior evaluacion, produciendo menores valores de motilidad espermatica,
especificamente motilidad de masa; por lo que se hace imprescindible la implementacion de
un laboratorio para la evaluacion del semen en el Pabellén de Reproduccion Animal.
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6.2 EVALUACION DEL SEMEN REFRIGERADO

En el Cuadro 2 puede observarse que la calidad espermatica del semen refrigerado
expresada en movimiento progresivo, se mantuvo casi igual, disminuyendo solamente un
4,7%. Cuando se utilizan temperaturas de almacenamiento de 5° C, los espermatozoides de
carnero son capaces de preservar su motilidad y capacidad fecundante por largos periodos de
tiempo (Lopez-Séez y col 2000), sin embargo, Simpson y White (1986) reportaron que la
membrana plasmatica de los espermatozoides de carnero pueden sufrir un sutil pero
irreversible dafio cuando se enfrian lentamente entre 10° y 0° C. Para evitar estos efectos
adversos LoOpez-Saez y col (2000), recomendaron una tasa de enfriamiento lento y
homogeéneo, no obstante, en sus trabajos la motilidad espermatica se vio disminuida en un
11%.

El metabolismo celular no puede ser completamente eludido durante el
almacenamiento del semen, pues existe una disminucién gradual en la motilidad e integridad
morfologica, ademas de una disminucion répida en la fertilidad (Jones y Martin 1973). Jones
y Mann (1977), establecieron que perdxidos orgédnicos producidos y acumulados en la
refrigeracion del semen de carnero (a 5° C) son responsables de la pérdida de motilidad.

En relacién al parametro evaluado como actividad espermatica frente al diluyente
TRIS - citrato — yema de huevo, hay que mencionar que no se encuentra literatura al respecto.
Este parametro fue establecido ya que al retirar el semen del refrigerador y evaluarlo al
microscopio, se observd que no todos los espermatozoides de los diferentes eyaculados
reaccionaban con la misma actividad ante la presencia del diluyente TRIS — citrato — yema de
huevo. Si bien este parametro no fue determinante para proseguir con el experimento hizo
tomar en consideracion lo anteriormente expresado.



27

6.3 EVALUACION DEL TIPO DE CONSER\/ACION DE SEMEN CONGELADO Y
TEMPERATURA DE DESCONGELACION.

Los datos presentados en el Cuadro 3 muestran categoricamente que el método de
congelacion en pellet es superior al sistema de pajuelas. Esto se ve avalado por Schmehl y
col (1986), Maxwell y col (1995) y Awad y Graham (2004), que determinaron que la
congelacion de semen de carnero por medio de los pellets produce los mejores resultados en
cuanto a motilidad post descongelacion. Sin embargo, Pontbriand y col (1989) determinaron
que el mejor método de crioconservacion de semen eran las pajuelas.

La congelacion de espermatozoides por medio de las pajuelas provee una tasa de
congelacion mas uniforme, si se considera que toda la pajuela queda en contacto con el vapor
de nitrégeno liquido, en contraposicion con la congelacién por medio de pellets, donde s6lo un
lado del pellet estd en contacto con la superficie mas helada; a pesar de esto, se han logrado
obtener mejores resultados en cuanto a motilidad por medio de este ultimo método; sin
embargo, la presion comercial que existe hoy en dia obliga a la utilizacion de las pajuelas
como metodo de conservacion. Conviene hacer notar que la superviviencia espermatica en
pajuelas (Cuadro 3) fue marcadamente méas baja en comparacion a otros resultados de nuestro
propio laboratorio; probablemente esta baja supervivencia espermatica se deba a que la pajuela
fue depositada para su congelacion sobre una plancha de acrilico, lo que fisicamente estaria
influyendo en la temperatura de congelacion. Quizas seria recomendable en futuros estudios
similares incluir un grupo de congelacion de pajuelas en rejillas con vapor de nitrogeno
liquido.

Es importante evaluar otras variables de congelacion; por una parte, en el caso de los
pellets, el volumen es un factor a considerar, ya que gotas de un volumen mayor necesitaran
mayor tiempo para su congelacion; sin embargo, Lightfoot y Salamon (1969), trabajando con
hielo seco, realizaron pellets de diferentes volumenes (0,03 a 0,86 ml), concluyendo de que no
existe reduccion en la motilidad post descongelacion en los diferentes tamafios.  Por otra
parte, en el caso de las pajuelas, es necesario considerar la distancia que existe entre ellas y la
superficie del nitrégeno liquido. Segun Salamon y Maxwell (2000), la distancia recomendada
es entre 4 - 6 cm. Lo anterior podria explicar la baja motilidad progresiva obtenida en este
ensayo con este tipo de almacenaje puesto que se utiliz6 una distancia de 3 cm.

Otro punto importante de analizar es la temperatura de descongelacién a la que fueron
sometidas las muestras. Si bien la gran mayoria de los autores describen que la temperatura
Optima de descongelacion en el caso de las pajuelas es entre 38° — 42° C; Pontbriand y col
(1989) reportaron que la descongelacién entre 36° - 40° C y entre 50° - 70° C, no afecta la
motilidad post descongelacion y la integridad del acrosoma espermatico. En el caso de los
pellets, Salamon y Maxwell (2000) demostraron que el semen puede ser exitosamente
descongelado entre temperaturas que van de los 37° a 75° C. Lo anterior, concuerda con los
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resultados obtenidos en nuestro experimento, ya que en ambos tipos de almacenaje no hubo
diferencias significativas (p>0,05) intra método con las dos temperaturas de descongelacion.

Ademas, no se encontrd interaccion entre el método de conservacion y la temperatura
de descongelacion.  Sin embargo, si se demostré una diferencia significativa en relacion al
envase (p<0,01), atribuyendo de esta forma los resultados obtenidos a la forma de almacenaje.

Es necesario realizar una comparacion en relacion a las ventajas y desventajas de la
utilizacion de estos métodos de almacenaje. Por una parte, el pellet, si bien entrega los
mejores resultados en cuando a motilidad progresiva, la identificacion se hace mas engorrosa,
existe posibilidad de contaminacién de los pellets y al momento de utilizar la dosis, es
necesario llenar las pajuela; problemas que con el método de la pajuela se ven disminuidos o
inexistentes.

De esta manera, puede resumirse que el método de congelacion de semen de carnero en
pellet en nitrégeno liquido, aunque sea un estudio inicial en esta Memoria de Titulo, ofrece
una interesante herramienta para ser estudiada y aplicada en futuros estudios para mejorar su
eficiencia y a la vez realizar inseminacion artificial en ovejas con semen congelado. También
seria interesante evaluar la utilizacion de otros diluyentes, con diferentes porcentajes de
glicerol y yema de huevo, como otras distancias de congelacion entre las muestras y la
superficie del nitrégeno liquido.
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CONCLUSIONES

De acuerdo a lo anteriormente expuesto y bajo las circunstancias de este estudio se
concluye que:

- Tanto el método de conservacion del semen refrigerado como el tiempo de equilibrio
se consideran satisfactorio luego de analizar las muestras que permanecian
refrigeradas.

- El método de almacenaje de semen congelado en forma de pellet es superior al sistema
de pajuela.

- La temperatura de descongelacion usada no influyé en la motilidad progresiva post
descongelacion tanto en el método de pellet como pajuela.

- Aunque no hubo efecto de la temperatura de descongelacion, el método recomendado
seria congelar en pellet y descongelar a 37° C.
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ANEXO 1

Preparacion del diluyente utilizado en el Instituto de Reproduccion Animal.

Solucién madre (TRIS)

Tris (tris(hidroximetil)aminometano)...........c.cooviii i, 3,20r.

ACIAO CIIICO. ..ot 1,8gr.
FrUCTUOSA. .. et et e e e e e e e e e e e 13qr.
PeNICIHIING. .. ..t e 1000 Ul / ml.
EStreptOMICING. .. et e e e e e 1 mg/ml.
H,0 bi-destilada y desionizada ..............cceoiiiiiiiiiiiiiii e 100 ml.

Diluyente TRIS — citrato — yema de huevo para 100 ml.

TRIS (SOIUCION MAAIE)... ..t e e e 80 ml.
Yema de hUEVO (1590).. v ieeriie e e e e e e e e e e 15 ml.

(€] 1 1o0=T (o] (L) P PP 5 ml.
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ANEXO 2

Sistema de puntuacion para movimiento de masa (Salamon’s artificial Insemination of
Sheep and Goats, Evans G., WMC Maxwell, 1987).

Puntuacion | Clasificacion Descripcion
Denso, muy rapido movimiento de olas.
No es posible ver células espermaticas individuales.
5 Muy bueno 90% o0 mas de actividad.
Movimiento vigoroso, pero las olas y remolinos no son tan
rapidos.
4 Bueno 70 - 85% de células espermaticas vivas.
Pequefias olas con movimiento lento.
Es posible ver espermatozoides con movimiento individual.
3 Regular 45 — 65% células espermaticas activas.
Sin formacion de olas, pero es visible algin movimiento
espermatico.
2 Malo 20 — 40% de células vivas con movimiento pobre.
So6lo pocos espermatozoides (10%) muestran signos de vida,
1 Muy Malo movimiento débil.
Todos los espermatozoides carecen de movimiento.
0 Muerto




ANEXO 3

Evaluacién seminal por carnero

Dorset
Movimiento Movimiento |Espermatozoides
Volumen Progresivo Masa Vivos Concentracion
(ml) (%) (1-5) (%) (millones/ml)
1 0,5 85 3 76 960
2 0,5 80 4 77 980
3 0,5 70 5 68 1.330
4 0,5 70 3 75 560
5 0,7 75 3 80 1.410
6 1 85 4 80 2.010
7 0,5 85 5 74 990
8 0,5 80 3 70 690
9 0,7 75 4 83 1.510
10 0,7 80 4 80 710
Texel
Movimiento Movimiento |Espermatozoides
Volumen Progresivo Masa Vivos Concentracion
(ml) (%) (1-5) (%) (millones/ml)
1 15 65 3 64 1.630
2 1 75 4 83 1.420
3 1 85 3 74 690
4 1 80 3 74 740
5 0,5 60 3 63 800
6 1 85 4 80 1.210
7 0,5 75 3 81 1.070
8 0,4 70 3 70 1.220
9 1 85 5 84 1.090
10 0,5 85 4 75 1.120
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Dorset

Texel

ANEXO 4

Evaluacion del semen post refrigeracion

Actividad espermatica
frente al TRIS — citrato
—yema de huevo
(1-5)

Movimiento
Progresivo (%) semen
Refrigerado

3

60

60

60

70

80

85

85

70

85

oo~ ororon|h~|o |~

75

Actividad espermatica
frente al TRIS — citrato
—yema de huevo
(1-5)

Movimiento
Progresivo (%) semen
Refrigerado

5

65

85

50

75

50

75

75

75

90

Ao~~~ D™

85
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Movimiento Progresivo (%) a la descongelacion de pajuelas y pellets a 37°y 50° C

Dorset

Texel

ANEXO 5

Pellet 37°C | Pellet 50° C | Pajuela 37° C | Pajuela 50° C
60 50 40 40
50 60 10 10
40 50 20 10
30 35 35 40
40 30 10 0
65 75 50 50
40 40 30 50
40 40 40 20
40 40 10 45
50 50 35 35

Pellet 37° C | Pellet 50° C | Pajuela 37° C | Pajuela 50° C
75 50 40 40
75 45 40 30
50 30 30 20
85 70 50 30
50 40 10 10
35 45 0 0
70 50 30 40
20 40 40 30
85 45 10 10
20 30 10 10
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