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RESUMEN

En la presente investigacion se evaluaron cuatro medios diluyentes para la conservacion de
semen caprino en congelacion, la evaluacion fue durante 94 horas con evaluaciones cada
24 horas tomando como referencia la motilidad espermatica, termo resistencia y andlisis
costo-beneficio para cada uno de los diluyentes. Los diluyentes evaluados fueron 3
naturales y un comercial, los naturales fueron a base de leche de vaca (T1,) leche de cabra
(T2), Yema de huevo (T3) y el diluyente comercial fue el Triladyl (T4), cada uno de los
tratamientos con 4 repeticiones y cada repeticién con 10 muestras, con un total de 160
muestras. EI semen utilizado fue de un cabro Saanen de 4 afios de edad, a este se le extrajo
semen 4 veces con rangos de 7 a 8 dias por extraccion. Los volumenes fueron de 0.5, 0.7,
cuatro y dos ml por cada extraccién, la concentracion espermatica se determind mediante
un microscopio y la cAmara de neubauer con 6.5 mil millones de espermatozoides por ml
de semen, encontrandose en el rango éptimo, el color a criterio visual se determind como
amarillo cremoso sin anormalidades, la motilidad progresiva post descongelacion fue
similar en todos los tratamientos en las primeras 24 horas con rangos de vigor entre 3 a 4
(escala de 0 a 5)en todas las repeticiones. De las 48 horas a las 96 horas el T1y T2 fueron
inferiores a los tratamientos T3 y T4 con rangos de vigor de 2 a 3 y de 3 a 4 respectivamente.
La termorresistencia fue similar para todos los tratamientos hasta las 72 horas, el T4 mostro
superioridad sobre los demas tratamientos en las Ultimas horas (72 y 96). La relacion
beneficid costo fue igual para todos los tratamientos con indice IOR de dos, indica que

existe utilidad econdmica para todos los diluyentes.

PALABRAS CLAVE: Termo resistencia, Triladyl, Motilidad, Leche, Concentracién
Espermatica.
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I. INTRODUCCION

Los sistemas de crianza de cabras en el pais estan mayormente compuestos por razas
consideradas nativas o criollas. Desde su introduccion por parte de los colonizadores, en un
proceso de seleccion, adquirieron resistencia a los medios climaticos exigentes del pais,
encontrandose adaptadas al lugar sobre el que habitan. A medida que fueron sometidas a
los sistemas de crianza, resultaron cruzamientos que llevaron a crear variabilidad genética
(Rimbaud, 2004), esto provoco una degradacion genética, 1o que ha llevado a que ciertos
genes deseables para aumentar la produccion en el rubro no se manifiesten, ademas,
consanguinidad, enfermedades infecto contagiosas, no hay control de prefiez y los indices
reproductivos son bajos, estas son limitantes que sufren en su mayoria los pequefios y
medianos productores del pais, siendo barreras que reducen las producciones de ingresos

econdmicos.

El uso de medios diluyentes de semen posibilita la multiplicacién y difusion de genes
deseables, al mismo tiempo su conservacion por periodos méas prolongados, produciendo
un impacto en el mejoramiento genético mundial, ya que acelera la circulacién y transporte
de material genético hacia sectores poblacionales de inferiores caracteristicas productivas
(Fierro, 2005). Un diluyente es considerado una solucién acuosa que permite aumentar el
volumen del eyaculado, preservando las caracteristicas funcionales de los espermatozoides
manteniendo un nivel de fertilidad adecuado, ademas, los componentes del diluyente
proveen al semen substratos metabolizables, pH y presién osmotica adecuada, compuestos
que lo protegen contra el shock frio y antibi6ticos que reducen la proliferacion bacteriana
(\Valencia, 2006).

En la busqueda de productos naturales para la conservacion de semen, se han realizado
diferentes investigaciones, en distintas especies, como el estudio de Cortes (2005) quien
comparo dos productos comerciales, (Triladyl y Andromed) y un natural como lo es la leche
de vaca descremada, en la Motilidad progresiva post descongelacion de espermatozoides
de cabros, donde los resultados indicaron inferioridad del producto natural comparado con

los comerciales.

Existe una gran variedad de diluyentes y métodos empleados en la conservacion del semen

de macho cabrio. Sin embargo, todos los medios empleados para este fin, prolongan la
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viabilidad de la celula espermatica por un periodo limitado de tiempo (refrigeracion) o
indefinidamente (congelacién), rentabilizando en cualquier caso el nimero de dosis
obtenidas por eyaculado, entre los diluyentes naturales mas utilizados para conservar semen
caprino, son a base de yema de huevo y leche descremada o ultra pasteurizada (Amiridis,
2012).

En la presente investigacion se estudiaron 4 diluyentes para conservar semen caprino los
cuales fueron: leche de vaca pasteurizada como, tratamiento 1 (T1), leche de cabra (T2),
yema de huevo (T3), y Triladyl (T4). Todos estos conservados en un mismo tiempo y bajo
las mismas condiciones (Congelacion), donde al menos un tratamiento fue superior en

cuanto a la motilidad espermaética.



1. OBJETIVOS

Objetivo General
Evaluar cuatro medios diluyentes, para la conservacion de semen caprino, en el Aprisco de
UCATSE, Esteli, 2020

Objetivos Especificos

Analizar las caracteristicas macroscopicas y concentracion espermética del semen,

determinando sus cualidades: color y volumen.

Comparar la motilidad progresiva espermatica en cada diluyente destinados para la

conservacion de semen.

Comprobar la supervivencia de los espermatozoides mediante la prueba de termo

resistencia.

Determinar la relacion beneficio costo para cada uno de los diluyentes, especificando su
rentabilidad.



I11. HIPOTESIS

El tratamiento a base de yema de huevo dard mejores resultados en cuanto a la motilidad

espermatica en comparacion con los demas tratamientos naturales.



IV. MARCO TEORICO

4.1.  Aparato reproductor del cabro

El aparato reproductor del cabro estd compuesto por dos testiculos, escroto, conductos
espermaticos, uretra, vesiculas seminales, prostata, glandulas bulbo uretrales o glandulas de
Cowper y el pene. Los testiculos se encuentran en la region inguinal, son los encargados de
producir y reservar los espermatozoides. La vesicula seminal aporta al semen &cido
ascorbico, &cido citrico, fructosa seminal, fosforo inorgéanico y fdésforo soluble en acido
siendo la mayor parte del liquido seminal. La prostata proporciona minerales. Las glandulas
bulbo uretrales proporcionan al semen alto contenido de proteinas aportando nutrientes a
los espermatozoides. La uretra es un canal muscular que se extiende hasta la vejiga urinaria,
y sirve de transporte del liquido seminal. El pene es el 6rgano copulatorio. Este al momento
de la ereccidn se extiende por el relajamiento de los musculos retractores (Séenz, 2007).

4.1.1. Espermatozoide
Un espermatozoide normal en diferentes especies como conejo, cerdo y borrego, suelen
tener una apariencia similar, con cabeza ovalada con longitud de 3-8 um y ancho entre 2 a
4 um; la pieza intermedia es recta y de contorno regular, y mide 7 a 8 um, y su cola un largo
de 45a60 pm (Avalo, Gonzélez, Vargas, & Herrera, 2018). Macedo, et al, (2001) explican
que en los espermatozoides de mamiferos es necesario que se presenten tres procesos
fisiologicos para que obtengan la capacidad fertilizante, estos son: maduracién
epididimaria, capacitacion y reaccién acrosomal. La maduracion del espermatozoide se
adquiere durante su transito por el epididimo. Una vez que los espermatozoides son
transportados en el epididimo y transitan a través de la cabeza, cuerpo hasta llegar a la cola
del epididimo, se consideran igualmente maduros que los eyaculados y son potencialmente
fértiles; también mencionan que la capacitacién y reaccion acrosomal ocurren después de
que el espermatozoide ha sido eyaculado dentro del aparato reproductor de la hembra y es

transportado hacia el oviducto.

El espermatozoide adquiere la capacidad de mover el flagelo en su transito por el epididimo,
pero el movimiento empieza después de la eyaculacion. Este proceso es conocido como la

activacion del esperma.



En la capacitacion espermatica, el espermatozoide pasa de estar inmerso en plasma seminal
(compuesto por sustancias como glucosa, colesterol, triglicéridos, albumina, calcio y otros
compuestos), para pasar al moco uterino, donde sufrirdn cambios como la salida del
colesterol, eliminacion de glicoproteinas, cambios en la distribucion de fosfolipidos,
movilizacion de calcio intracelular. Otras substancias involucradas encontramos iones de
calcio, sodio, cloro, potasio, bicarbonato y hormonas como progesterona y estradiol
(Avalos, y otros, 2004). Otro cambio muy marcado en los espermatozoides que han
adquirido la capacitacion es el aumento de la movilidad flagelar conocido como

hipermovilidad (Olivera, Ruiz, Tarazona, & Giraldo, 2006).

4.1.2. Caracteristicas para la seleccion del padrote
Para la seleccion del macho se deben tomar en cuenta el propdsito de produccion (carne o
leche), para luego tomar en cuenta aspectos como: “‘ser el mas pesado del rebafio, con pecho
amplio y tronco bien desarrollado, cuerpo en excelente condicion y patas fuertes, no debe
tener defectos fisicos, ser mellizo y agresivo, tener buena conformacién sobre el cuello y

hombros, y buenas caracteristicas de semen’’ (OEIDRUS, s.f).

4.1.3. Entrenamiento del padrote
El entrenamiento del cabro inicia con el reconocimiento y adaptacién de la persona que lo
va a manejar, primero se colocan bozales y amarrarlos, luego darles masajes y hablarles, de
manera que se acostumbren a la presencia humana, ademas de alimentarlos bien. Luego de
esto es necesario el uso de hembras en celo, inducidas con estrogenos a dosis de 0.5 cc
intramuscular 3 — 4 dias antes de la extraccion, como lo recomiendan (Gibbons & Cueto,
2007). Se inmoviliza a la hembra en un potro de sujecién o caballete, el operario se sitla en
el lado derecho de la hembra con la vagina artificial, en el momento del salto se dirige con
la mano el pene hacia el interior del artefacto, se procura tomarlo del prepucio para evitar
la extraccion del mismo, cuando el pene entra en contacto con la vagina, el semental hace

el golpe de rifién y eyacula dentro del extremo superior del tubo recolector.

4.2. Métodos de extraccion de semen
Los métodos para la extraccion de semen deben tomarse muy en cuenta a la hora de
desarrollar un plan de inseminacion artificial, por eso Cueto M. , Gibbons, Macarena,

Galarraga, & Fernandez (2016) mencionan: “‘La calidad del semen que vayamos a utilizar



al momento de la inseminacion, depende tanto del método y época de recoleccidn, como
del estado general de los reproductores’’. Los métodos mas usados y de bajo costo en la
extraccion de semen caprino son el uso de una vagina artificial y el uso de un

eletroeyaculador.

4.2.1. Electro Eyaculador
El principal y mas importante uso del electroeyaculador es la obtencion de semen de forma
rapida y facil para la evaluacion reproductiva de los machos. El uso del electroeyaculador
es facil de realizar, no requiere hembras en celo ni equipo para la monta y se lo puede

realizar en campo abierto (Gomez, 2013).

Gomez (2013) también indica que el uso del electroeyaculador puede contaminar la muestra
con residuos de orina si no se prepara adecuadamente al macho; por tanto, la extraccién por
electroeyaculacion disminuye la concentracion de espermatozoides en el eyaculado por lo

que es aconsejable su uso en fresco para inseminacion directa.

4.2.2. Vagina Artificial
La vagina artificial es un metodo efectivo para la extraccion de semen en cabros. “La
recoleccion de semen mediante la vagina artificial es el método méas usado en ganado ovino
y caprino, debido a su rapidez y limpieza permitiendo la obtencion de varios eyaculados

consecutivos” (Mufioz, 2018)

Mufioz (2018) también indica que esta unidad (vagina artificial) proporciona la

temperatura, presion y lubricacidén adecuada para provocar la eyaculacion.

La manipulacién y presencia del hombre puede resultarle al cabro estresante he inusual,
siendo esta una desventaja ya que los cabros pierden la excitacion y por lo tanto no hay
eyaculacion, es por esto que el cabro debe pasar por un proceso de entrenamiento que le
ayude a adaptarse, Rodrigues, Gonzales, Vargas, & Herrera (2018) mencionan:
“Inicialmente es comun entrenar los machos con hembras en celo natural o sincronizado, y
posteriormente y con algo de préctica puede utilizarse cualquier hembra, aun sin estar en

celo”.



4.3.  Evaluacion seminal
El analisis del liquido seminal o espermiograma consiste en varias pruebas de tipo macro y
microscopico, para evaluar las caracteristicas del semen y determinar si la muestra es viable

0 no para el uso en inseminacion artificial.

4.3.1. Caracteristicas macroscopicas
La valoracion macroscopica estara determinada por la valoracion visual del color, densidad,

aspecto y presencia de algun material extrafio, asi como el volumen.

Color del semen: El semen del cabro es de color blanco o amarillento con apariencia
cremosa, Cueto, et al (2011) mencionan que el color rojo indica la presencia de sangre; los
colores grises son indicadores de la presencia de alguna infeccion o anormalidades. Sin
embargo, se pueden encontrar muestras de material seminal de color verde-amarillento, lo
cual corresponde con un pigmento llamado riboflavina que se produce en las glandulas
vesiculares y que es inocuo; esto no debe confundirse con orina, la cual tiene un olor
caracteristico (Hafez, 2003).

Volumen: Puede variar su eyaculado, pero en promedio es de 1-1.2 ml en cabros, pero esta
en dependencia de la condicion del animal, frecuencia y método de recoleccion (Gallego,
2006).

4.3.2. Concentracion espermatica

Arrebola, Pérez, & Moreno (2010) explican que la concentracion espermatica va de 3.5a 6
mil millones de espermatozoides por mililitro. EI conteo espermaético que se llevo acabo
para la investigacion fue el explicado por, Cueto et al. (2016) quienes usaron la cAmara de
Neubauer, siguiendo los siguientes pasos: se adhiere un cubre objeto a la cAmara, ejerciendo
presion, luego se aspiran 5 microlitros de semen en una micropipeta (haciendo previa
homogenizacién del eyaculado) y se diluyen los 5 microlitros de semen en un tubo de 2 ml

de liquido de dilucion (puede ser agua comun). (Dilucion 1/400)

Luego de agitar el tubo con el semen diluido, se carga la micropipeta con 10 microlitros del
liquido, luego se descarga la micropipeta en el borde de la unién cubreobjeto y camara y
que esta se distribuya por capilaridad y verificar no quede burbujas de aire. Luego de esto
se coloco la camara bajo el microscopio bajo 100 aumentos, si los espermatozoides no estan

distribuidos uniformemente bajo la camara debe repetirse la operacion.



Luego se deja reposar la dilucion para iniciar el recuento, al iniciar el recuento se cuentan
el numero de espermatozoides en un cuadrado grande por cada cuadrante, y se repite el
conteo en uno de los cuadrantes elegido al azar, para completar 5 cuadrados. Llevando este

procedimiento a cabo se procede a calcular:

La concentracion se calcula multiplicando la suma de los espermatozoides contados en los

5 cuadrantes por 12,800,000. Esto corresponde a:
Dilucion 1:400, volumen correspondiente a 16 cuadrados grandes= 0.1mm3

Espermatozoides en 0.1 mma3 de espermatozoides = suma de los espermatozoides en los 5

cuadrantes x 400 x 16

Esp/ml = suma de los espermatozoides en los 5 cuadrados x 400 x 16 x 10000
Esp/ml = suma de los 5 cuadrados x 12,800,000 (constantes = 400x16x10000/5
Recordar 1ml = 1cm3=1000mm3

4.3.3. Motilidad masal
Definida como el movimiento en remolinos del total de espermatozoides de la muestra. Es
valorada de forma subjetiva en una escala de 0 a 5, el valor mas alto cuando los movimientos
son rapidos y vigorosos, y cero cuando no hay movimiento en ondas (Phillips, Evans, &
Mcgowan, 2004).

4.3.4. Motilidad progresiva
Es una prueba utilizada para tener una aproximacion a la calidad del semen, es necesario el
uso de un microscopio compuesto y mantener el semen a una temperatura de 30 a 37 °C. El
procedimiento utilizado es el recomendado por (Catena & Cabodevila, 1999).

La motilidad y el vigor de los espermatozoides es evaluada inmediatamente luego de
descongelado en bafio maria a 37°C y luego de 2 horas de incubacién en los mismo 37°C,
el método utilizado fue la estimacion visual rapida, sin efectivamente contar células. Para
las estimaciones se coloca una gota de semen delgada y uniforme entre el porta y cubre
objetos tibios, evaluando a 100 aumentos en el microscopio, se evalUan los espermatozoides
con motilidad progresiva y luego de 2 horas la tasa de progresion o termorresistencia,

utilizando la siguiente escala:



0= sin movimiento

1= ligera ondulacion o vibracion de cola, sin progresion

2= progresion lenta, incluyendo detencion y comienzo de movimiento.
3= Movimiento progresivo continuo y moderada velocidad.

4

Movimiento progresivo rapido

a1
I

Movimiento progresivo muy rapido, en el cual las células son dificiles de seguir
visualmente.

Se determina semen de calidad cuando después de descongelar muestran un 40 a 50% de
motilidad progresiva con escalas de 4-3, después de 2 horas de tasa de progresion estos

tienden a disminuir un 10 a 15% con escalas de 1.

4.3.5. Viabilidad
Es una técnica que permite diferenciar las células vivas de los muertos, el procedimiento
mas usado es la tincion con eosina-nigrosina. El procedimiento muestra una extension
donde aparecen células vivas de color blanco sobre un fondo purpura, o células rosas si

estan muertas, se utiliza el proceso recomendado por Pefia & Linde (2000):

Para realizar el procedimiento se toman 4 ul de la muestra con espermatozoides y se
mezclan con 4 ul de solucion de eosina al 0.5 % mezclando suavemente y permitiendo la
tincion por dos minutos. Se realiza la observacion en aumento de 40X en diferentes campos
para observar espermatozoides con una coloracion rojiza, aquellos que hayan perdido la
permeabilidad celular se consideran muertos, y por otra parte aquellos sin coloracion
indican que conservan la permeabilidad, se consideran como vivos. Se cuentan al menos
100 espermatozoides en total, haciendo la diferencia entre vivos y muertos y de esta manera

se determina el porcentaje de vitalidad.

Bjorndahl, Séderlund, & Kvist, (2003) evaluaron la técnica de tincion eosina-nigrosina,
cuya solucion consistia en 0.67% de eosina y 10% de nigrosina con cloruro de sodio al
0.9% en 100 ml de agua destilada con calentamiento suave; al igual que el autor anterior
clasificaron a los que tenian tincion rosa o roja como muertos, y los que no tenian tincion
como Vivos, sin embargo hubo una excepcion, mencionan que los espermatozoides con un

ligero aspecto rosado restringido a la region del cuello, fueron evaluados como vivos.
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4.3.6. Test de termorresistencia
Luego de la eyaculacion o inseminacion artificial, las células espermaticas necesitan varias
horas para alcanzar el ovulo. Maeder et al, (2012) explican que la prueba de
termorresistencia tiene por principio la exposicion de los espermatozoides a condiciones
fisioldgicas de temperatura similares a las condiciones del aparato reproductor femenino, a
fin de evaluar la capacidad del esperma de mantener la motilidad espermatica, es utilizada
para determinar la vitalidad del semen luego de descongelado. La prueba consiste en
incubar las muestras diluidas en bafio maria a 37-38 °C durante 2-3 horas, o incluso mas

tarde, la motilidad espermatica se puede hacer antes y después del test (Ferreira, 1993)

4.4. Diluyentes

Salamon y Maxwell (como se cité en Tabarez, 2014) definen que un dilutor es aquel que
proporciona a las células espermaticas, una fuente de energia protege a las células del dafio
relacionado con la temperatura, mantiene un pH optimo y osmolaridad adecuada para que
los espermatozoides puedan sobrevivir en periodos cortos y largos de tiempo.

En investigaciones realizadas por Fiser et al. Y Garde et al. Como se cito en Mufioz (2018)
Indican que un dilutor debe contener, moléculas que protejan los espermatozoides contra el
frio, contener la capacidad de mantener un pH neutro, ser isotonico con el plasma seminal,
cuando es utilizado en refrigeracion e hiperosmotico en congelacion, estar libre de bacterias
y contaminacion por lo cual se debe incluir antibidticos en su féormula, contener un
suministro de energia como lo es la glucosa y fructosa, y aumentar el volumen del eyaculado

para obtener en varios servicios de inseminacion.

Tampones: “Los medios para la conservacion espermatica deben incluir sustancias de tipo
i6nico que mantenga una adecuada presion osmdtica y que protejan los cambios brucos de
pH. ElI plasma seminal secretada por las glandulas bulbouretrales tiene la funcion de
amortiguar los cambios de pH in vivo, pero no bajo condiciones in vitro” (Tabarez, 2014).
Debido a esto es que se requiere integrar sustancias que ayuden a los cambios de pH en los

medios diluyentes para la conservacion de semen.

En un conjunto de investigaciones realizadas por Purdy, y otros (2010) Explican “que en
los diluyentes se deben utilizar tampones que ayuden a reducir los cambios bruscos de pH”.

Sustancias tales como Tris, Acido Citrico, Citrato de Sodio entre otros, son utilizadas en
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los diluyentes para realizar esta funcién (proteccion de semen ante los cambios de pH.) En
la utilizacion de citrato de sodio Mufios (2018) utiliza 2.9 gramos en 100ml de agua
destilada opteniendo buenos resultados. En la invistigacion realizada por Dunner 1991
(como se cito en Cortes S. , 2000) indica que la cantidad adecuada de acido citrico utilizado
en los diluyentes para conservar semen es de 0.9 gramos en una dilucion de 100 ml de agua

destilada.

Glicerol: en 1984 el investigador Mazur y Medeiros (2002) como se cito en Garcia (2014),
determind que la funcion principal del glicerol es el aumentar el volumen y la proporcion
de agua en estado de no-congelacién, haciendo disminuir las concentraciones de los
electrolitos y minimizando los efectos de solucion, por otra parte, el glicerol consigue
disminuir el volumen de agua intracelular disponible para congelarse, disminuyendo la
cristalizacion del agua al momento de congelar el semen. En una investigacion realizada
por Gao como se citd en Garcia (2014), indica que el glicerol que se combina a 5° C da
mejores resultados que al mezclarlo a 30 °C, Barbas & Mascarenhas (2009), mencionan
que en la congelacion de semen el rango de glicerol mas usado es entre el 6% a 8%, ya que

niveles superiores causan dafio a las células disminuyendo su supervivencia.

Glucosa: sirve como fuente de energia en los diluyentes para la conservacion de semen
caprino, Watson (como se cito en Ramoénes, 2013) menciona que la glucosa se emplea como
fuente de energia requerida para la movilidad y conservacion de semen caprino, y que

ademas protege sus reservas intracelulares.

En la investigacion realizada por Cardenas (2008) indica: “que la dosis preferible de glucosa
para conservacion de semen caprino debe ser del 0.9% de todo el diluyente™. Siendo asi, si
el diluyente tiene 100 ml en su composicién total, la glucosa debe ocupar de 0.8 a 0.9

gramos en esta composicion (total del diluyente).

Antibidtico: en todos los diluyentes para la conservacion de semen, ya sea para cabros,
toros, cerdos etc. se utilizan antibidticos para prevenir el desarrollo de un patdgeno en el
diluyente. En una investigacion realizada por Rodrigues, Duque, & Restrepo (2016)
“determinaron que el uso de los antibidticos basados en penicilina y estreptomicina, en la
criopreservacion de semen equino, reduce la proliferacion de bacterias, pero que también

reduce la movilidad espermatica post-descongelacion.
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En el diluyente descrito por Gibbons, Cueto, & Wolff, (s.f) para la conservacion de semen
caprino, usan 1000 Ul de penicilina y 1 mg de estreptomicina por ml de diluyente. En la
investigacion realizada por Vargas (2016) utiliza 100,000 Ul de penicilina sodica y 100
mg de estreptomicina en un diluyente a base de yema de huevo y otro a base de leche

descremada utilizando 100ml de agua destilada.

Agua destilada: para aumentar el volumen de los eyaculados de semen caprino se utiliza
agua destilada, siendo esta una fuente pura, incolora, inodora, y con un pH neutro, indicada

para cumplir esta funcion en los diluyentes para la crioconservacion de semen caprino.
Dosis

La dosis esta relacionada con la concentracién espermatica del semen, en las
investigaciones antes citadas se han utilizado la relacion 1:1, de diluyente y semen diluido
respectivamente. Balcazar & Porras, (2013), consideran que el numero adecuado de
espermatozoides después de descongelar y, para obtener una buena fertilizacion debe ser
de 300 X 106 en un volumen de 0.5 a 0.25 ml. Colas, Zlaterev y Laghford (citados en
Artiga, Vazquez, Martinez, Garde, & Perez, 1993), explican que existe diferencias cuando
se insemina con 300, 400, y 500 X 106 /0.25 ml; en concentraciones del 60 al 100 X 106 la
fertilidad se mantiene de 64.5 a 65.4, en cambio si utilizamos 40 X 106 la fertilidad baja
considerablemente. Es importante mencionar que para la fertilidad por via vaginal es
necesario aumentar la concentracion del nimero de espermatozoides hasta un 250 X 106
en 0.25 ml, asi mismo en dosis de 0.5 ml la concentracion debe estar en un rango de 100 —

400 X 106 espermatozoides, debajo de esto la fertilidad disminuye.

El volumen del eyaculado va a estar influenciado por diversos factores (Ebrahim B. , 2011)
que trabajo con 15 cabros con edades en promedio de 3,5 afios menciona que el volumen
del eyaculado va de 1,5 a 5 mililitros en promedio y con un maximo de 7 mililitros. Se
destaca que la abstinencia sexual y el nivel de excitacion previa son factores determinantes
en cuanto al volumen del eyaculado, y tomando en cuenta el tiempo, siendo otro factor
importante, en invierno la densidad por ml de espermatozoides fue de 35 millones y en
verano con una densidad de 80 millones, esto nos demuestra que las condiciones varian en

cuanto la densidad de espermatozoides y volumen del eyaculado.
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4.4.1. Yema de huevo
La yema de huevo se ha utilizado ampliamente para diluir liquido seminal de diferentes
especies ya que se le atribuyen factores de proteccion esperméatica o como buffer osmatico,
debido a la presencia de lipoproteinas, lecitinas y glucosa, se adhiere a la membrana celular
del espermatozoide formando una barrera protectora, ademas provee nutrientes, por tanto
preserva la motilidad y viabilidad (Martinez, Duverger, Diaz, & Interian, 2011). La yema
de huevo tiene alto peso molecular y baja densidad lipoproteica, brindando proteccion

contra el choque térmico.

En una investigacion realizada por Bispoa, y otros, (2011) mencionan que la yema de huevo
es empleada de manera rutinaria en los diluyentes debido a su efecto protector contra el
choque térmico, ya que cuenta con proteinas de baja densidad, las cuales se adhieren a la

membrana celular durante el periodo de preservacion previniendo el dafio celular.

La yema de huevo bien puede utilizarse frescos o en polvo, Tabarez (2014) en una
investigacion donde compararon la yema de huevo en polvo y la yema de huevo fresca en
la dilucidn para la conservacion de semen caprino, indica que la yema de huevo en polvo
puede sustituir a la yema de huevo clarificada (fresca) en la congelacion de semen caprino,
ya que, tomando en cuenta la edad del donante (cabros jovenes y adultos) no se observo
diferencia alguna en ningln tipo de yema de huevo analizada(...). La yema de huevo
clarificada no impuso ninguna mejora, pero si desventajas a la hora de elaborar los
diluyentes. Los huevos deben ser frescos, menos de 4 dias, desde la puesta hasta el momento
de su utilizacion (Mufios, 2018).

La cascara de huevo debe ser desinfectada, limpiando con alcohol, y se deja secar,
posteriormente romperla para extraer la yema. Luego se separa la clara de la yema, se sitla
sobre un papel toalla, cuidando de que no se rompa su membrana. El resto de clara puede
terminar de separarse haciendo rodar la yema suavemente sobre el papel, y luego se extrae
la yema atravesando la membrana de esta ultima con una jeringa, se extrae la yema desde

el interior y se enrasa la cantidad necesaria en la probeta (Rojas, 2017).

La preparacion de un diluyente a base de yema de huevo descrita por Simén citado por

Palomino, Camacho, Huanca, & Falcon (2001), se realiza de la siguiente forma: usando 2.9
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gramos de citrato de sodio, 100 cc de agua destilada, 500,000 Ul de penicilina y 2 gramos
de estreptomicina, del 100% de esta mezcla se afiade un 20% de yema de huevo.

4.4.2. Leche devaca
La leche de vaca al igual que la yema de huevo es de uso comun en la criopreservacion de
semen caprino. Almenar, (2007) menciona: que, las micelas de las caseinas y la lactosa
presente en la leche descremada son las principales responsables de disminuir los dafios por
enfriamiento y congelacion ya que secuestran proteinas presentes en el plasma seminal que
tras la eyaculacion inducen la pérdida de colesterol y fosfolipidos de las membranas

plasmaticas de los espermatozoides”.

“La leche de vaca puede emplearse tanto entera, descremada, UHT o en polvo para
reconstituir y servir como diluyente en la criopreservacion de semen” (Vaca, 2017) .La
leche de vaca es un compuesto clasico en la preparacion de diluyentes para semen, De la
Vega (como se cito en Valdez, 2013) menciona que la leche de vaca posee una sustancia
Ilamada lactenina que es toxica para los espermatozoides por lo tanto para ser empleada
debe ser descremada y llevada hasta el punto de ebullicién por 15 minutos con lo que se
inhibe la lactenina presente en la leche, también indica que al calentarse la leche promueve
el desdoblamiento de la lactosa a glucosa y galactosa, los espermatozoides pueden utilizar
como fuente energética de mayor disponibilidad, Maxwell y Evans (como se cito en Cortes
S. , s.f) indican que al utilizar leche descremada o entera, esta debe ser sometida a
temperaturas de +92°C o +95°C sin llegar a hervir, para anular los efectos toxicos antes

mencionados.

En la mayoria de los diluyentes, en los cuales utilizan leche descremada, usan dosis de un
10% de leche en todo el diluyente, siendo asi, en un diluyente de 100 ml, se usan 10 ml de
leche respectivamente. (Palomino, Camacho, Huanca, & Falcon, 2001) (Cueto M. ,
Gibbons, Macarena, & Fernandez, 2016) (Buitrago & Pérez, 2008). Para la elaboracion de
diluyente a base de leche, Buitrago y Pérez (2008) mencionan que la leche debe calentarse
en bafio maria solo diluida en agua destilada, y agregar los demas componentes de la
dilucién cuando estd ya se encuentre a temperatura ambiente, especialmente los

antibioticos.
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4.4.3. Leche de cabra
Si bien es cierto que la leche de vaca es muy utilizada en la conservacion de semen caprino,
sin embargo, Leboeuf y Purdy (como se citdé en Almenar, 2007) observaron que cuando en
el medio de congelacion se usa leche descremada de vaca, la lipasa BUSgp60 del plasma
seminal, hidroliza los triglicéridos de la membrana plasmatica y de la leche, dando lugar a
acidos grasos libres como el oleico, que resultan toxicos para el espermatozoide, por tanto
(Purdy P. , 2005) recomienda el uso de leche de otras especies diferentes al bovino, con una
distribucion de triacilgliceridos y acidos grasos diferentes, inhibiendo la catalizacion por

parte de la lipasa.

Una investigacion realizada por Vega, et al, 2007, al realizar analisis bromatologicos a leche
de cabra Alpina y Saanen encontraron intervalos en pH: 6.17-7.71 y 5.2-6.71
respectivamente, densidad: 1.035-1.039 y 1.021-1.053 g/ml, grasa: 3.96 y 3.5 %, proteina:
3.27y 3 %. La leche de cabra, segun Amiot y Alaiz (como se menciona en Pardo, 2015),
explican que la caseina en esta especie es mas pequefia (50nm) en comparacion con la leche
de vaca, ademas, explican que la principal causa de este menor tamafio esta asociado a la
ausencia de aglutinina, una proteina encargada de concentrar los glébulos grasos,
produciendo lipidos mas complejos y de mayor tamafio, ademas representa el 83 % de las
proteinas frente al 80% de la leche de vaca, mencionan que la leche de cabra no contiene
caseina alfa 1. En relacién al componente lipido, en la leche de cabra se encuentran lipidos
simples como los diacilgliceroles, fosfolipidos, esteroles y el colesterol (Park, Juarez,
Haenlein, & Ramos, 2007).

Pasteurizacion y Ultra pasteurizacion (UHT) de la leche

La UHT consiste en exponer la leche durante un corto periodo de tiempo, a una temperatura
que oscila entre 130 — 150°C durante 2 a 8 segundos que asegura la destruccion de todos
los microorganismos y la inactividad de todas sus formas de resistencia (esporas) seguido
de un rapido enfriamiento. Esto se hace de una forma continua y en recinto cerrado (Osorio,
s/f). En cambio, segtn la FAO (2011), la pasteurizacion se realiza al calentar la leche a 72°
C por 15 segundos, luego cuando la leche baje a 38° C, se realiza un shock térmico con agua
fria o hielo.
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4.4.4. Triladyl
El Triladyl es un concentrado para la preparacion de un diluyente de crioconservacion de
semen basado en TRIS. Los diluyentes que contienen TRIS (Hidroximetil Aminometano)
se refieren a solucion de citrato como buffers (sales hidroliticamente activas) y glucosa

como fuente de energia (Cueto M. , Gibbons, Macarena, & Fernandez, 2016).
Preparacion

“El diluyente listo se compone de una parte de concentrado de Triladyl, tres partes de agua
pura estéril y de una parte de yema de huevo, en relacién 1:3:1” (Escudero, 2015).

Escudero (2015) explica el proceso de combinacion donde indica que la solucion madre se
prepara vertiendo una parte de concentrado de Triladyl (20 %) en un matraz graduado
(frasco de vidrio), y agregando en varios pasos 60 % de agua pura estéril. (...) Para
completar el diluyente, deben agregarse a la solucion madre 20 % de yema de huevo fresca,
siempre y cuando se mantenga la proporcién de Diluyente: Agua: Yema. Inmediatamente
tras su llegada al laboratorio, el eyaculado debiera ser evaluado y entonces diluido en
relacion 1:1 (diluyente mesclado: semen).

4.5.  Métodos de conservacion
La conservacion de espermatozoides, para uso de inseminacion artificial, se ha practicado

ampliamente mediante métodos de refrigeracion y congelacion.

4.5.1. Semen refrigerado
Cuando hablamos de refrigeracion, se refiere a una conservacion de semen de entre 4 a 5°C,
para la refrigeracion de semen (INIA, 2005) utilizaron un método de enfriamiento gradual,
hasta llegar a los 5°C en un periodo de 1.5 horas, con el semen ya diluido en los diluyentes

a base de yema de huevo y de leche descremada.

El proceso de enfriamiento es de gran importancia, ya que los espermatozoides tienden a
sufrir lesiones en este proceso, Watson (como se cito en Garcia, 2014) explica que al utilizar
crioprotectores al momento de congelar o refrigerar el semen hay una optimizacion del
proceso con este (crioprotector), de manera que entre mas concentraciones se afiaden en los

diluyentes, se requiere utilizar velocidades de enfriamiento mas rapidas.
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4.5.2. Semen congelado
La congelacion de semen para su conservacion se realiza a temperaturas de -154 a -196°C,
Evans (como se cito en Buitrago & Pérez, 2008) describe dos pasos para preparar el semen
a la congelacion, el primero indica que al tener el diluyente toltal (semen y diluyente)
incluyendo el glicerol, este pasa a un proceso de enfriamiento de entre 1.5 a 2 horas hasta
llegar a los 5°C, para luego someterlo a congelacion, el segundo paso consiste en someter
a refrigeracion el semen diluido sin glicerol hasta llegar a los 5° C, cuando este a estas
temperaturas, si adiciona el glicerol a temperatura de 5°C tambien, para luego pasar a

congelar.

En diferentes investigaciones que usan metodos de conservacion de semen en congelacion,
mencionan que se requiere bajar las temperaturas gradualmente, INTA (como se cito en
Buitrago & Pérez, 2008) usan una caja de icopor con tapa, que les permite tener nitrogeno
liquido(N), y ubicar las pajuelas a 20 cm de distancia del N, este tapado y por 2 minutos,
luego lo taparon, pasados los 2 minutos, ubicaron las pajuelas a 9cm de distancia entre el
N, por 3 minutos y final mente se sumerguieron en el N a -196°C en un termo. En una
investigacion (Noel, 2017), utilizaron vapores de N para descender gradualmente la
temperatura del semen a razon de 20°C por minuto, durante 7 minutos y preparalo para la

congelacion, luego sumergieron las pajuelas en N en un termo.

Las formas de descongelacion de semen para el usarlo en inseminacion artificial son mas
simples, Evans (como se cito en Buitrago & Pérez, 2008), dice que se puede usar el metodo
de inmercion directa, en agua a 37°C durante 10 a 30 segundos llegando la dosis a

temperaturas de 18°C a 20°C que favorece la manipulacion a corto tiempo.
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V. MATERIALES Y METODOS
5.1.  Ubicacion geogréfica
El estudio se realizo en el area caprina de la Universidad Catolica del Trdpico Seco, ubicada
en el Km 166.5 de la Carretera Panamericana Norte en el departamento de Esteli, en las
coordenadas 13°14°39°’N y 86°22°29°’W, a una altura de 865 msnm (Figura 1). En el area
se manifiestan las condiciones climaticas del tropico seco. El suelo es arcilloso, los animales

son manejados bajo un sistema de semi-estabulacion (figura 1).

Figura 1. Ubicacion geogréafica del experimento, Fuente: Google Hearts

5.2.  Poblacion y muestra
El experimento estuvo compuesto por 160 pajuelas, de la siguiente manera, 4 tratamientos

con 4 repeticiones, y cada repeticion con 10 muestras.
Tipo de estudio

Es una investigacion experimental de tipo explicativa, ya que se evaluo el efecto del

diluyente sobre el semen.
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5.3.  Definicion de variables con su operacionalizacion

En latabla 1 se describen las variables que se evaluaron en el estudio, incluyendo su definicion

conceptual, indicador, unidad de medida.

Tabla 1. Matriz de conceptualizacion y operacionalizacion de variables del estudio

Variable Definicion Indicadores Unidad Fuente Instrumento
conceptual de
medida
Color de Coloracion de Color:
semen semen Rosado=Sangre Cualitativ.  Muestra Hoja de
eyaculado Verde=infeccion 0 campo
blanco a cremoso=
Normal
Concentr Cantidad de 3.6 millones a 7 Millones/ Analisis Hoja de
acion espermatozoid  millones de ml de campo
espermati es por ml de espermatozoides laboratori
ca semen por ml es normal 0
Motilidad Estimacion Escala subjetiva % Analisis Hoja de
visual del 0-5 de campo
porcentaje de laboratori
espermatozoid 0
es moviles
Test de Exposicion de Motilidad: % Anélisis Hoja de
termorres los Valoracion de campo
istencia espermatozoid  subjetiva de 0 a 5 laboratori
es a para motilidad. 0
condiciones de Viabilidad:
temperatura Porcentaje de vivos
similares  al y muertos
aparato
reproductor
femenino.
Relacion  Relacion R B/C > 1 relacion % Anaélisis
Beneficio existente entre positiva de Hoja de
Costo el costo deluso R B/C < 1 relacion resultados campo
de los negativa IOR
diluyentes y el R B/C =1 relacién
resultado indiferente
obtenido

5.4. Disefio experimental

Se aplico un disefio completamente al azar (DCA) (Mismo utilizado en Mufios (2018))

(Anexo: 1) , se extrajo una muestra de semen de un macho, posteriormente se evaluaron 3
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tratamientos mas 1 testigo y 4 repeticiones, en total 16 unidades experimentales (UE), cada

UE estara contenida por 10 muestras de semen, totalizando 160 muestras seminales.
Tratamientos:

T1: semen + leche UHT

T2: semen + leche de cabra P

T3: semen + yema de huevo

T4 (testigo): semen + TRILADYL

Las muestras de semen procesadas con cada tratamiento fueron contenidas en pajuelas de
0.5 ml de capacidad, conservadas en un termo con nitroégeno liquido a temperaturas de -154
a -196 °C, como lo explica Evans (citado en Buitrago & Pérez, 2008), todas las muestras

fueron evaluadas.

El modelo aditivo lineal (MAL) es el siguiente:
Yij= U+ Ti + &j

Donde:

i =t Tratamientos

e j=nrepeticiones

e Yjj=Laj-ésima observacion del i-ésimo tratamiento

e | = Es lamedia poblacional a estimar a partir de los datos del experimento

o 1= Efecto del i-ésimo tratamiento a estimar a partir de los datos del experimento

e gjj= Efecto aleatorio de variacion

5.5. Manejo del experimento

Primeramente, se evallo el estado sanitario del macho cabrio, evaluado el padrote, se
extrajo el semen con la vagina artificial la cual se elabor¢ artesanalmente usando un tubo
PVC de 2 pulgadas y 10 cm, un neumatico de bicicleta niamero 20, una valvula de neumatico

y un tubo de recoleccion graduado.

21



Se procedié a la evaluacion del semen antes de diluir; caracteres como el volumen,
concentracion y movilidad. Para evaluar la movilidad tomamos una muestra de semen puro

y la colocamos en un portaobjetos, se observé en el microscopio con objetivo de 40X.

Mediante el uso de la cAmara de Neubauer se calcul6 la cantidad de espermatozoides por
milimetro de semen. Una vez evaluada las variables pre diluidas, se combiné el semen con
los diluyentes, todos los dilutores fueron combinados con glicerol, glucosa, penicilina-
estreptomicina, citrato de sodio y agua destilada, a excepcion del Triladyl (tabla 2), la
muestra de semen extraida se dividio entre todos los tratamientos, siendo el tratamiento 1
el diluyente de leche UTP comercial, el diluyente 2 leche de cabra, diluyente 3 yema de
huevo y el diluyente 4 Triladyl, cada tratamiento estuvo compuesto por 40 pajillas en sus
cuatro repeticiones; seguido el empajillado en pajuelas de 0.5 ml, estas pasaron por un

proceso de enfriamiento progresivo hasta alcanzar el nivel de congelacion. (Anexo 2)

Tabla 2. Proporcion de cada ingrediente en cada medio diluyente con 100 ml de agua

destilada.

Ingrediente Yema de Leche Leche Triladyl Fuente
huevo UHT cabra P
Diluyente 20% (1) 10%(1) 10%(1) 20%(2) 1. (palomino etal, 2001)

natural 2. (Escudero, 2015)

Glicerol 6 % 6 % 6 % Incluido  Barbas & Mascarenhas
(2009)

Glucosa 0.9 % 0.9% 09% Incluido Cérdenas, 2008

Antibioticos 100,000 Ul penicilina Incluido  Vargas, 2016

100 mg estreptomicina.
Citrato de 09g¢r 0.9 gr 0.9gr Incluido Dunner 1991

sodio

Preparacion de cada diluyente

La cascara de huevo se desinfectd con alcohol, y se dejo secar; posteriormente abre para

extraer la yema. Luego se separd la clara de la yema se sitlia sobre un papel toalla, cuidando
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de que no se rompa su membrana. El resto de clara puede terminar de separarse haciendo
rodar la yema suavemente sobre el papel, y luego se extrae la yema atravesando la
membrana de esta Ultima con una jeringa, se extrae la yema desde el interior y se enrasa la

cantidad necesaria en la probeta.

La preparacion del diluyente a base de yema se realiz6 de la siguiente forma: usando 0.9
gramos de &cido citrico, 100 cc de agua destilada, 500,000 Ul de penicilina 'y 2 gramos de

estreptomicina, del 100% de esta mezcla se afiade un 20% de yema de huevo.

El glicerol que se combina a temperatura ambiente, en la congelacion de semen el rango de
glicerol mas usado es entre el 6% a 8%, ya que niveles superiores causan dafio a las células

disminuyendo su supervivencia. Este se afiade de ultimo en todos los diluyentes naturales.

La dosis preferible de glucosa para conservacion de semen caprino debe ser del 0.9% de

todo el diluyente. Por ende, se ocupa 0.9 gramos de glucosa en la composicién del diluyente.

Para la elaboracion de diluyente a base de leche de vaca, debe calentarse en bafio maria solo
diluida en agua destilada, y agregar los demas componentes de la dilucién cuando esta ya

se encuentre a temperatura ambiente, especialmente los antibidticos.

La leche de cabra pasa por el proceso de cocido y enfriado antes, y luego se lleva el mismo
procedimiento que se hace para la leche de vaca. Todas las medidas de los componentes del

diluyente se miden en matraz y tubos graduados.
Empajillado

El llenado de las pajillas se hace de forma manual, con una micropipeta se vierten 0.5 ml
en cada pajilla, la manera de llenarlo es ubicar la punta de la pipeta acostada sobre la pared
de la pajilla, para evitar crear burbujas de aire cuando esta se llene; luego, para sellarlo se

calienta una pinza o tenaza y se prensa la punta de la pajilla.
Congelacion

La congelacion de semen para su conservacion se realiza a temperaturas de -196°C. Para
preparar el semen a la congelacion, al tener el diluyente toltal (semen y diluyente)
incluyendo el glicerol, este pasa a un proceso de enfriamiento de entre 1.5 a 2 horas hasta

llegar a los 5°C, para luego someterlo a congelacion. Se utilizan vapores de N para
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descender gradualmente la temperatura del semen a razon de 20°C por minuto usando el
tanque criogenico, durante 7 minutos y prepararlo para la congelacion, luego se sumergen

las pajuelas en N en un termo criogénico.

Para descongelar las muestras se usé el método de inmercion directa, en agua a 37°C
durante 10 a 30 segundos llegando la dosis a temperaturas de 18°C a 20°C que favorece la
manipulacion a corto tiempo. Cada 24 horas se evalu6 una muestra por repeticion, por un

transcurso de 4 dias, las variables analizadas fueron termorresistencia y motilidad.
Seleccidn y aplicacion de técnicas o instrumentos para la recoleccion de datos

Para este experimento usamos la técnica de observacion con el microscopio, por tanto, se
disefid una hoja de campo (Anexo 3), donde se establecieron las variables antes y después
del congelamiento del semen. En motilidad, con el uso de un porta y cubre objetos, las cifras
se definieron de manera subjetiva. Para la variable Test de termorresistencia, se disefidé una
hoja de campo adicional. Los datos se recolectaron cada 24 horas durante 4 dias y se midio

una muestra diaria por repeticion.
Procedimiento para el andlisis de resultados

Dado que es un DCA con un arreglo factorial de 4 x 4 con 10 muestras por repeticion, se
insertaron los datos en una base de datos en Excel, luego se realizaron una serie de analisis
en orden, iniciando con la prueba de normalidad de Shapiro- Wilk, un analisis de varianza
(ANDEVA), y separacion de medias con Tukey (5%), apoyandonos con el paquete
estadistico de INFOSTAT version estudiantil. Dado que no hubo normalidad se us6 un

andlisis de varianza no paramétrico con Kruskal Wallis.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSIONES

6.1.  Caracteristicas macroscopicas
Previo a la dilucion del semen se analizan sus caracteristicas fisicas: volumen, color y

concentracion espermatica.

Volumen: se realizaron 4 recolecciones de semen antes del empajillado, las primeras dos
fueron realizadas por la tarde y se obtuvieron 0.5y 0.75 ml de semen, posterior siguiendo
las recomendaciones de Cueto et al, (2016), de hacer extracciones matutinas; las otras 2
extraciones se realizaron por la mafiana, obteniendo el primer dia 4 ml y 2 ml el segundo
dia, superando los datos obtenidos de Gallego (2006), que promedia el volumen de
extraccion entre 1 y 1.2 ml, y siendo similares a las extracciones de Ebrahim (2011) que,
en cabros de 3.5 afios obtuvo de 1.5 a 5 ml de semen, y comprobando lo dicho por Cueto,

que el volumen de extraccion va en dependencia de la hora del dia.

Color: el semen extraido fue de color amarillento con apariencia cremosa, similar a lo
obtenido por Cueto, et al (2011); no se presentaron anomalias en el color como las
mencionadas por Hafez (2003), que el color rojo indica la presencia de sangre, grises
indican la presencia de alguna infeccidn o anormalidades y amarillo que significa presencia

de orina.

Concentracion espermatica: El conteo espermatico realizado en el padrote del aprisco de
UCATSE, realizado en la cadmara de neubauer, resulto en 6.5 mil millones de
espermatozoides por ml de semen, datos que fueron similares a los parametros propuestos
por Gibbons & Cueto., (2007) que determiaron que el rango de conteo debe oscilar entre 3
y 6 mil millones de esp/ml, los mismos rangos se usaron en analisis realizado por Arrebola,
Perez, & Moreno (2010).

6.2.  Motilidad post descongelacion

La motilidad inmediata post descongelacién para cada tratamiento se muestra en la Figura
2, el anélisis de varianza segun Kruskal Wallis mostro diferencias significativas a partir del
dia 2. Las primeras 24 horas de congelado el semen los tratamientos se comportaron igual

(p>5%), a las 48 horas el T1y T2 resultaron ser menores en relacién al T3y T4 (P<5%).
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Motilidad post descongelacion
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Figura 2. Motilidad post descongelacion cada 24 horas durante cuatro dias.

En una investigacion realizada por Palomino, Camacho & Falcon (2014) obtuvieron
resultados similares comparando citrato-yema (A) y leche descremada (B), como dilutores
de semen caprino, conservados en refrigeracion (4°C) ambas diluciones hasta las 96 horas;
al analizar la motilidad, determinaron que la dilucion B conservo la motilidad espermatica
hasta las 48 horas y A hasta las 96 horas (4 dias) después de diluido. Vargas (2016),
encontrd los mismos resultados usando los diluyentes antes citados (B (3.0) vs A (4.25),
respectivamente; P=0.06). En relacién al triladyl, Cortes (2005), comparando la motilidad
contra la leche de vaca descremada, el primero resulté ser mejor en comparacion al segundo.
El ensayo de esta investigacion se comportd de manera similar a los autores antes citados;
la leche de cabra a pesar de seguir las recomendaciones de Purdy (2005), de usar otro
diluyente diferente a la leche de vaca con una distribucion de triacilgliceridos y acidos
grasos diferentes, no mostré6 ser mejor a los demas tratamientos, sin embargo su

comportamiento fue similar a la misma (ver tabla 3).
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Tabla 3. Comparacion de medias en cuanto a la motilidad de los tratamientos cada 24

horas.
Dial Dia 2 Dia 3 Dia4
p-valor 0.067 0.014 0.032 0.033
Leche devaca 3.25 2.75 2.50 2.25
Leche de cabra 3 2.50 2.50 2
Yema de huevo 3.75 35 3.50 3
Tryladil 4.25 4B 3.75B 3.75B

B: tratamiento superior o diferente al resto

6.3. Prueba de termo resistencia

La motilidad luego de la prueba de termo resistencia para cada tratamiento se muestra en la
figura 3, el andlisis de varianza segun Kruskal Wallis mostr6 diferencias significativas a
partir del dia 3. La termo resistencia en las primeras 48 horas de congelado el semen los
tratamientos se comportaron igual (p> 5%), a las 48 horas el T1y T2 resultaron ser menores
en relacion al T3y T4 (P<5%).

Tabla 4: comparacion de medias en la variable motilidad después de termo resistencia

Dial Dia 2 Dia 3 Dia4
p-valor 0.5106 0.0536 0.0231 0.0441
Leche devaca  1.50 1.00 0.50 0.25
Leche de cabra 1.75 0.75 0.25 0.25
Yema de huevo 1.75 1.50 1.25 0.75
Tryladil 2.25 1.75 1.75B 1.50B

B: tratamiento superior o diferente al resto

En la figura 3, la termorresistencia fue disminuyendo, segin Cavestany (1994) (como se
cita en Cubelo & Rodriguez, 2013), mencionan que la motilidad en esta prueba debe
disminuir hasta un minimo de 15% (1 punto en la escala subjetiva), Catena & Cabodevila
(1999) confirman este dato donde mencionan ser un semen de calidad; observamos
entonces (Tabla 4), que el Unico tratamiento que mantuvo su motilidad en la
termorresistencia arriba de 1 punto despues de las 96 horas fue el triladyl, la leche de cabra
y la yema de huevo iniciaron igual, sin embargo bajo hasta igualar a la leche de vaca a las
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96 horas, por tanto el tipo de triglicéridos (Purdy P., 2005) que son diferentes al de vaca,

no influyé en la resistencia espermatica.

Termorresistencia post descongelacion
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Figura 3. Termo resistencia aplicada a los diluyentes durante cuatro dias

6.4. Relacién Beneficio Costo

La tabla siguiente muestra la relacion beneficio costo de los diluyentes utilizando la
metodologia IOR:

Tabla 5. Relacion beneficio costo

Tratamiento pajillas costo total precio unitario ingresos I10R
costos diluyente leche de 200 4332.8395 43.328395 8665.679 2
::/ggtaos diluyente leche de 200 4333.0795 43.330795 8666.159 2
gggtrgs diluyente yema de 200 4342.4795 43.424795 8684.959 2
ngt\g; diluyente Triladyl 200 4580.4795 45.804795 9160.959 2
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En latabla podemos verificar el comportamiento de cada uno de los tratamientos en relacion
a los ingresos, todos los tratamientos tienen resultados iguales, por tanto indica que todos
son rentables, ya que existen utilidades positivas (basandonos en el indice 10R: si el
resultado es mayor a 1 existe utilidad economica, 1 existe punto de equilibrio y si es menor
a 1 perdié dinero; sin embargo si comparamos este resultados con los analisis de motilidad,
verificamos que el diluyente triladyl expresa mejor confiabilidad dado sus efectos para

conservar el semen por mas tiempo.
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VIl. CONCLUSIONES

Los espermatozoides son células que requieren de manipulacién répida al momento de
unirlos con los diluyentes, a la vez, es necesario acondicionar el &rea donde se manipula el
semen, gque exista poca luz, no hayan cambios bruscos de temperatura y no combinarlo con
sustancias toxicas. Las evaluaciones de los diluyentes se realizaron entre el 27 de abril y 17
de mayo, se realizaron 4 evaluaciones, determinando asi las caracteristicas macroscopicas

(color y volumen).

Entre las cuatro evaluaciones se obtuvieron volimenes diferentes, 0.5, 0.7, 4 y 2 ml, estando
en los rangos Optimos, la concentracion espermética fue de 6.5 mil millones de
espermatozoide por ml de semen encontrandose en los rangos optimos. El color del semen

fue amarillento con apariencia cremosa, sin ningdn tipo de anomalias.

La motilidad progresiva fue similar en todos los tratamientos en las primeras 24 horas con
rangos de 3 a 4 en las repeticiones. De las 48 horas a las 96 los tratamientos con leche de
vaca y leche de cabra fueron inferiores a los tratamientos yema de huevo y Triladyl con
rangos de 2 a 3 y de 3 a 4 respectivamente. La termorresistencia fue similar para todos los
tratamientos hasta las 72 horas, el tratamiento a base de Triladyl mostro superioridad sobre

los demas tratamientos en las Ultimas horas (72 y 96).

La relacién beneficio cotos fue igual para todos los tratamientos con indice IOR de 2 lo que
indica que existe utilidad econémica para todos los diluyentes, sin embargo, si nos basamos

en la resistencia y durabilidad del diluyente, el triladyl presenta los mejores resultados.

De acuerdo a los resultados obtenidos, se acepta la hipotesis planteada, siendo el diluyente
a base de yema, quien dio mejores resultados en cuanto a la motilidad espermatica,

diferenciandose de los demas diluyentes naturales en los Gltimos dos dias.
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VIilIl. RECOMENDACIONES

En investigaciones posteriores analizar la variable de viabilidad usando tinciones especiales

para tal anélisis.
Probar con leche de otras especies diferentes a la bovina.

Alargar el periodo de evaluacion para determinar cuanto tiempo duran los espermatozoides

hasta dar cero como resultado.

Realizar estudios de estos diluyentes en otras especies domesticas de interés productivo

como bovinos, cerdos y ovinos.

En la elaboracion del diluyente de yema de huevo, experimentar con yema de huevo en

polvo.
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X. ANEXOS

Anexo 1: Esquema del disefio del experimento

REPETICIONES

TRATAMIENTO I I i v

1- LECHE DE VACAUHT | T1R1 T1R2 T1R3 T1R4
2- LECHE DE CABRAP T2R1 T2R2 T2R3 T2R4
3 YEMA DE HUEVO T3R1 T3R2 T3R3 T3R4
4- TRILADYL T4R1 T4R2 T4R3 T4R4
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Anexo 2: Hoja de campo
Universidad Catolica del Tropico Seco
Faculta de Ciencias Agropecuarias
Hoja de campo
Protocolo de investigacion para optar al titulo de ingeniero agropecuario

Nombre del ensayo: Evaluacion de medios diluyentes para la conservacion de semen
caprino

Autores: Juan Carlos Chavarria Ramirez, José Leonidas Guevara Acevedo

N.° muestreo Fecha:

Variable:

Tratamiento | Repeticion | Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4

Semen +
Leche UHT

Semen +
Leche de
Cabra

Semen +
Yema de
Huevo

semen +
Triladyl

ARIOINIP|IROINRFP[RWOINEFP[RRWIN|FP

Observaciones:
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Anexo 3. Presupuesto

Rubro presentacion Cantidad ugi(iztr?o Total C$ total $
C$

Glucosa 1 litro 1 55 55 1.63
Glicerol 100 ml 1 29 29 0.86
Citrato de sodio 50gr 2 196.61 393.22 11.69
Estreptomicina + Penicilina 6000,000U1 x

1.25¢gr 3 240 720 21.40
Agua destilada 10ml 60 5 300 8.92
Yema de Huevo Huevo 1 5 5 0.15
Leche de vaca UHT litro 1 28 28 0.83
Triladyl 250gr 1 377.78 377.78 11.23
Leche de cabra litro 1 60 60 1.78
Tinsion eosina-negrosina 30 ml 1 4200 4200 124.81
Matraz graduada unidad 2 222 444 13.19
Tubo de recoleccion
graduada unidad 1 42.82 42.82 1.27
Vagina Acrtificial unidad 1 120 120 3.57
Pajuelas 2500 unid 1 5125.15 5125.15 152.31
Porta objetos pag 100 unid 1 168.5 168.5 5.01
Cubre Objetos paqg 100 unid 1 168.5 168.5 5.01
Termo criogenico unidad 1 13479.81 13479.81 400.59
Algoddn polivinilico 100 gr 1 289.82 289.82 8.61
Bafo Maria unidad 1 5202.6 5202.6 154.61
Camara de Neubauer unidad 1 3000 3000 89.15
Hojas de campo unidad hoja 10 2 20 0.59
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Costo

Rubro presentacion Cantidad unitario Total C$ total $
C$
Impresiones unidad hoja 60 5 300 8.92
Transporte dias 18 60 1080 32.10
Nitrogeno liquido litro 20 134.4 2688 79.88
Total C$ 38,297.2 $1,138.10
Tipos de cambio en ddlar: C$ 33.65
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Anexo 4. Imégenes sobre las actividades desarrolladas en el ensayo

» ¥ " 1
Imagen 3. Dispositivo intra-vaginal con
progesterona

§ 2
Imagen 2. introduccién de DIV
para sincronizacion de celo

45



Imagen 5. analisis del semen previo al mezclado

Imagen 4. Volumen de semen con el diluyente
extraido

Imagen 6. conteo de

espermatozoides en camara de L. e :
Imagen 8. .diluyentes con sus respectivas

neubauer ]
etiquetas
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Imagen 11.. congelacion

progresiva en termo criogénico

*

Imagen 10. pajillas llenas puestas en refrigeracion
con hielo para prepararlas para la congelacion en

termo criogénico

Imagen 12.. observacion de la motilidad

espermatica post descongelacion
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Anexo 5. Anélisis estadisticos

Shapiro Wilk
Shapiro-Wilks (modificado)

Variable n Media D.E. W* p(Unilateral D)
motilidad Dia 1 16 3,56 0,73 0,86 0,0400
motilidad Dia 2 16 3,19 0,75 0,77 0,0003
motilidad Dia 3 16 3,006 0,77 0,78 0,0005
motilidad Dia 4 16 2,75 0,93 0,85 0,0231
termorresistencia Dia 1 16 1,81 0,066 0,77 0,0003
termorresistencia Dia 2 16 1,25 0,58 0,74 <0,0001
termorresistencia Dia 3 16 0,94 0,77 0,78 0,0005
termorresistencia Dia 4 16 0,69 0,70 0,76 <0,0001

ANDEVA no paramétrico con

descongelacion

Frueba de Kruskal Wallis

Kruskal Wallis para la

variable motilidad post

Variable Iratamiento N MHedias D.E. Medianas Promedio rangos H o
motilidad Dia 1 Semen + Leche de cabra 4 3,00 0,82 3,00 5,38 5,90 0,0674
motilidad Dia 1 Semen + Leche de waca UTH 4 3,25 0,50 3,00 6,25
motilidad Dia 1 Semen + Triladyl 4 4,25 0,50 4,00 12,683
motilidad Dia 1 Semen + Yema de Huevo 4 3,75 0,50 4,00 9,75

Variable Tratamiento N Media=z D.E. Medianas Promedio rangos H o
motilidad Dia 2 Semen + Leche de cabra 4 2,50 0,58 2,50 4,50 9,11 0,0142
motilidad Dia 2 Semen + Leche de wvaca UTH 4 2,75 0,50 3,00 5,75
motilidad Dia 2 Semen + Triladyl 4 4,00 0,00 4,00 13,50
motilidad Dia 2 Semen + Yema de Huevo 4 3,50 0,58 3,50 10,25

Trat. Medias Ranks
Semen + Leche de cabra 2,50 4,50 A
Semen + Leche de waca UIH 2,75 5,75 A
Semen + Yema de Huevo 3,50 10,25 A B
Semen + Triladyl 4,00 13,50 B
Medizs con una letrs comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Variable Tratamiento N Medias D.E. Medianas Promedio rangos H B
motilidad Dia 3 Semen + Leche de cabra 4 2,50 0,58 2,50 5,25 7,65 00,0326
motilidad Dia 3 Semen + Leche de waca UTH 4 2,50 0,58 2,50 5,25
motilidad Dia 3 Semen + Triladyl 4 3,75 0,50 4,00 12,50
motilidad Dia 3 Semen + Yema de Huevo 4 3,50 0,58 3,50 11,00
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Trat. Medias Ranks

Semen 4+ Leche de waca UTH 2,580 5,25 A

Semen + Leche de cabra 2,50 5,25 R

Semen 4+ Yema de Huewvo 3,50 11,00 A B

Semen + Triladyl 3,75 12,50 B

Medizas con unz letra comin no son significstivamente diferentes (p > 0.05)

Variable Tratamiento N Medias D.E. Medianas Promedio rangos H )]
motilidad Dia 4 Semen + Leche de cabra 4 2,00 0,82 2,00 5,00 7,85 0,0339
motilidad Dia 4 Semen + Leche de waca UTH 4 2,25 0,50 2,00 B8
motilidad Dia 4 Semen + Triladyl 4 3,75 0,50 4,00 13,38
motilidad Dia 4 Semen + Yema de Huevo 4 3,00 0,82 3,00 9,75

Irat. Medias Ranks

Semen 4+ Leche de cabra 2,00 5,00 A
Semen + Leche de waca UIH 2,25 5,88
Semen 4+ Yema de Huewvo 3,00 9,75
+

L
A

o om

Semen ITriladyl 3,75 13,38

Medizas con unz letra comin no son significstivamente diferentes (p > 0.05)

ANDEVA no paramétrico con Kruskal Wallis para la variable motilidad post
descongelacion

Frueba de Kruskal Wallis

Variable Tratamiento N Medias D.E. Medianas H 2]
termorresistencia Dia 1 S5emen + Leche de cabra 4 1,75 0,50 2,00 1,83 00,5106
termorresistencia Dia 1 Semen + Leche de waca UIH 4 1,50 0,58 1,50
termorresistencia Dia 1 Semen + Triladyl 4 2,25 0,96 2,50
termorresistencia Dia 1 Semen + Yema de Huevo 4 1,75 0,50 2,00

Variable Tratamiento N Medias D.E. Medianas H o)
termorresistencia Dia 2 Semen + Leche de cabra 4 0,75 0,50 1,00 5,58 0,0536
termorresistencia Dia 2 Semen + Leche de wvaca UTH 4 1,00 0,00 1,00
termorresistencia Dia 2 Semen + Triladyl 4 1,75 0,50 2,00
termorresistencia Dia 2 Semen + Yema de Huevo 4 1,50 0,58 1,50

Variable Tratamiento N Medias D.E. Medianas H
termorresistencia Dia 3 Semen + Leche de cabra 4 0,25 0,50 0,00 8,32 0,0231
termorresistencia Dia 3 Semen + Leche de vaca UTH 4 0,50 0,58 0,50
termorresistencia Dia 3 Semen + Triladyl 4 1,75 0,50 2,00
cermorresistencia Dia 3 Semen + Yema de Huevo 4 1,25 0,50 1,00

Trat. Medias Ranks
Semen + Leche de cabra 0,25 4,50 A
Semen + Leche de vaca UTH 0,50 &,00 R
Semen + Yema de Huevo 1,25 10,38 A B
Semen + Triladyl 1,75 13,13 B

Medizs con una letra comin no son significativamente difersntes (p > 0.05)
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Variable Tratamiento N Medias D.E. Medianas H 5]

termorresistencia Dia 4 S5emen + Leche de cabra 4 0,25 0,50 0,00 6,75 0,0441
cermorresistencia Dia 4 Semen + Leche de wvaca UIH 4 0,25 0,50 0,00
termorresistencia Dia 4 Semen + Triladyl 4 1,50 0,58 1,50
termorresistencia Dia 4 Semen + Yema de Huewvo 4 0,75 0,50 1,00

Trat. Media=s Ranks
Semen + Leche de waca UTH 0,25 5,75 A
Semen + Leche de cabra 0,25 5,75 A
Semen + Yema de Huewvo 0,75 9,25 A B
Semen + Triladyl 1,50 13,25 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.0E5)
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