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EFECTO DEL DILUTOR TRISY CITRATO CON YEMA DE HUEVO DE
CORDORNIZ SOBRE LA VIABILIDAD ESPERMATICA EN SEMEN
OVINO CONGELADO EN PAJILLAS

EFFecT oF TRis AND CITRATE - QuAIL EGG YoLK EXTENDERS ON VIABILITY OF OVINE
FROZEN SEMEN IN STRAWS

Prospero Cabrera V.1, Arturo Ayulo L .*?, César Pantoja A2

REsuMEN

Se evalud el comportamiento de los dilutores Trissyema y Citrato-yema en el
congelamiento de semen de ovinoy laintegridad de lamembrana esperméticadel semen
congelado en pgjillas. El estudio serealizé en el Banco Nacional de Semen UNALM con
seis carneros de tres razas. El semen se colecté en vagina artificial, se diluy6 con Tris-
glucosa- yemade huevo de Codorniz (Tris) o Citrato - glucosa- yemade huevo (Citrato),
sealmacend en pgjillasde 0.5 ml, y secongel 6 en nitrégeno liquido. El descongelamiento
serealizd a38 °C por 15 segundos. En semen refrigerado, laMatilidad Individual Progre-
siva(MIP) en semen diluido con Trisfue 82.3%y con Citrato de 79.2%, y losvalores de
laintegridad de membrana(HOST) fueron de 78.0+ 4.4 con Trisy 73.2 + 5.8% con Citrato.
En semen descongelado, laMIP fue de 62.0y 56.8%, y HOST de49.8+ 39y 41.3+ 3.8%
para los dilutores Tris y Citrato, respectivamente, existiendo diferencias significativas
entredilutores, carnerosy momentos de procesamiento (p<0.01). Seregistraron regresio-
nes lineales significativas (p<0.001) entre MIP del semen refrigerado y HOST de semen
descongelado con uso de ambos dilutores. Se concluye que Tris presenta un mejor
rendimiento que Citrato paralacongel acién del semen ovinoy quelapruebahipoosmética
permitié evidenciar diferencias entre dilutores, carneros y momentos de procesamiento.

Palabras clave: dilutores, semen congelado, ovinos, pgjillas

ABSTRACT

The study evaluated the performance of Tris-egg yolk and Citrate-egg-yolk as
extendersfor freezing ram semen in straws and the integrity of sperm membrane of frozen
sperm at the National Semen Bank — UNALM, Lima, Peru using six ram semen donors of
three breeds. The semen was collected in an artificial vagina, diluted with Tris—glucose
— quail egg yolk (Tris) or with Citrate — glucose — egg yolk (Citrate), stored in 0.5 ml
pellets, and frozen in liquid nitrogen. Thawing was done at 38 °C for 15 seconds. In
refrigerated semen, the Progressive Individual Matility (PIM) in diluted semen with Tris
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was 82.3% and with Citrate was 79.2%, and the integrity of the cytoplasmic membrane
(HOST) was 78.0 £ 4.4 with Trisand 73.2 + 5.8% with Citrate. In thawed semen, PIM was
62.0 and 56.8%, and HOST was49.8 £ 3.9and 41.3 + 3.8% for Trisand Citrate respectively,
with significant differences between extenders, rams and processing period (p<0.01).
There were significant lineal regressions (p<0.001) between PIM of refrigerated semen
and HOST after thawing for both extenders. It was concluded that Tris showed better
performance than Citrate for freezing ram semen, and the hipoosmotic swelling test
allowed to show differences between extenders, rams and processing periods.

Key words: extenders, frozen semen, sheep, semen straws

Lainseminacion artificia en @ ovino ha
despertado € interés de los ganaderos, con
el fin de mgorar los sistemas de explotacion
y la calidad genética del rebafio. Las venta-
jasdelainseminacion artificia seincrementan
con la disponibilidad de carneros de ato va
lor genético y con la posibilidad de congelar
el semen para permitir un uso mas racional.
Esto Ultimo permite magnificar € uso de los
sementales, disminuir los costos de produc-
cion y poder adquirir machos de calidad
genética comprobada.

El semen obtenido del carnero con
motilidad superior a85% Yy menosde 10% de
espermatozoides anormales se considera de
ata cdidad (Pérez y Pérez, 1999). La con-
gelacion del esperma del macho ovino plan-
tea €l uso de semen de dta calidad durante
todo el proceso afin de acanzar megjoresre-
sultados, es decir, € mayor nimero posible
de espermatozoides méviles y fecundantes
después de la descongel acion.

Los diluyentes de semen deben conte-
ner agentes protectores paralas membranas
celulares durante € enfriamiento a5 °C (ge-
neralmente yema de huevo) y el
congelamiento (generamente glicerol) para
evitar lesonesdelamembrana(Hafez, 1996).
Laadicion de yema de huevo d dilutor tiene
un efecto benéfico sobre e porcentgje de
motilidad, particularmente después de un rap-
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do enfriamiento del semen. Laslipoproteinas
de baja intensidad actian como criopro-
tectores (Watson, 1981), ya que protegen
contrael shock defrio (factor deresistencia)
y mantienen la viabilidad (factor de conser-
vacion) (Fiser y Fairfull, 1986).

El semen de ovino presenta una acep-
table supervivencia espermatica a proceso
de congelacion, lograndose una fertilidad de
25y 45% en ovejas inseminadas (Garcia et
al., 1992). Estas tasas de fertilidad podrian
ser megjoradas S se pone especial éenfasisen
la composicion de los dilutores y su efecto
sobre la integridad de la membrana
citoplasmética del espermatozoide. En con-
dicionesfisiol6gicas normales, lafecundacion
no ocurre s lamembrana plasmética del es-
permatozoi de esta bioquimicamente inactiva,
aun cuando permanezca estructuralmente
intacta; por lo tanto, la prueba hipoosmética
es un buen indicador del funcionamiento de
lamembrana espermética (Tamuli y Watson,
1992). Esta prueba muestra una correlacion
positiva moderada con lafertilidad (0.536) a
diferencia de la motilidad que presenta una
correlacion nula (0.032) con la capacidad
fecundante del macho (Pantoja, 2007). En
base a esto, @ motivo del presente trabgjo
fueevauar  comportamiento delosdilutores
Trisy citrato con yemade huevo de codorniz
sobre la motilidad del semen durante el
congelamiento en pajillas, asi como lacalidad
del semen congelado a través de la prueba
hipoosmodtica.
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Lugar de Ejecucién y Animales

El estudio seredizo en las instaaciones
del Banco Naciona de Semen delaUnivers-
dad Nacional AgrarialaMolina, Lima. Se uti-
lizaron seis carneros (2 Blackbelly, 2 Canelas
y 2 Assaf) de 3.5 afios. Los animales perte-
necian alauniversidad y a Ingtituto Nacional
de Innovacion Agraria (INIA), y fueron ma
nejados en confinamiento bgjo un mismo ré-
gimen de dimentacion y cuidados sanitarios.
Los animales permanecieron en las ingtda
ciones del Banco de Semen por 20 semanas
(8 para la fase pre-experimental [adiestra-
miento] y 12 paralafase experimental).

Se dispuso de un corra de 5 nt para
cada dos carneros y un corral aidado para
una hembra que se empled parala coleccién
se semen en €l brete de monta. Los corrales
contaban con arpilleras que daban sombra a
80% del érea. La alimentacion se baso en
forraje verde picado de King grass
(Pennisetum purpureum x Pennisetum
typhoides), maiz chala (Zea mays) picado y
un suplemento concentrado (14% de protei-
na, 17.5% de fibra, y 68.5% de NDT) para
cubrir los requerimientos nutricionaes de los
animales. El reparto del forraje fue dos veces
por dig, y @ concentrado se proporciond en
las mafanas. El agua se dispuso ad-libitum

Coleccion y Evaluacion de Semen

La coleccion de semen se hizo dos ve-
Ces por semana en un brete de coleccion de
1.0x 0.80 x 1.20 m, con unafosade 1.75 m
de largo, 0.74 m de ancho y 1.02 m de pro-
fundidad. El brete contaba con sombra, y la
coleccion se hizo con apoyo de una hembra.

El semen se colecté empleando unava
gina artificial (IMV®) para ovinos,
termorregulada con agua a 35 °C. Las 60
muestras se semen utilizadas en € presente
estudio se tomaron a azar de un total de 100
eyaculados colectados en un periodo de 12
semanas. El volumen del eyaculado se deter-
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mino por observacion directa en tubo colec-
tor graduado. Se considerd que un semen de
color blanco cremoso y de motilidad masa
grado 5 era de una excelente calidad, y po-
diaser destinado acongelacion. Ademas, se
determind € aspecto (grado de opacidad, va
riando de denso cremoso hasta denso acuo-
s0) y € pH con una cinta colorimétrica.

En laeval uacion microscdpica se considero:

a) Motilidad, expresada en porcentgje, a
través de la observacion del movimien-
to individua del espermatozoide en l&
minas portaobjetos, mediante microsco-
pioa20y 40X, sobre platina temperada
a37°C.

b) Concentracion espermética, mediante el
hemocitometroy lacamarade Neubauer
parae conteo de espermatozoides (NU-
mero de espermatozoides por mililitro).

c) Porcentgje de espermatozoides vivosy
muertos, mediante latincién con eosina-
nigrosina

d) Morfologia espermética, mediante
tincién con tinta china. El porcentgje de
células anormales se calcul6 en base a
contaje de 100 células espermaticas.

€) Determinacion delaintegridad de mem-
brana citoplasmédtica, mediante € test
de endésmosis en solucion hipoosmética
de citrato de sodio (100 mOsn/L), se-
gun Correay Zavos (1994). Esta prue-
ba mide la proporcion de esperma-
tozoides con membranaintactaluego de
ser sometidos a un medio de baa
osmolaridad. Los espermatozoides via-
bles reaccionan mostrando un anillo en
la cola. Los resultados se expresan en
porcentgje.

Las evaluaciones de motilidad vy
endosmosis en e semen refrigerado se rea-
lizaron alas 6y 24 horas con lafindidad de
buscar € grado derelacion entrelamotilidad
(evaluacion subjetiva) vslaendosmosis (eva
luacion objetiva), y asi poder determinar €
momento adecuado que permita predecir la
caidad del semen.
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Cuadro 1. Composicién de | os dilutores de semen ovino empleados en la investigacion

Componente Dilutor Tris Dilutor Citrato
Tris (9) 3.634 --
Citrato sodico (g) -- 2.37
Glucosa (g) 0.5 0.8
Acido citrico (g) 1.99 --

Y ema de huevo de codorniz (ml) 15 20
Glicerina(ml) 5 5
Penicilina (Ul) 100,000 100,000
Estreptomicina (mg) 100 100
Aguadestilada enrasar a (en ml) 100 100

Tratamientos Experimentales

La composicion de los dilutores Tris -
glucosa - yemade huevo de codorniz (Tris) y
Citrato - glucosa - yema de huevo de codor-
niz (Citrato) se muestran en e Cuadro 1. El
procedimiento de dilucién se inicié con la
mezcla de los componentes quimicos en un
volumen apropiado de agua destilada, y lue-
go s adiciond d gliceral y layema de huevo.

Dilucion y Congelacion

Se tom6 una aicuota de semen (30 pl)
paralaevauacioninicid del eyaculado, ein-
mediatamente se procedid auna pre-dilucién
agregando € dilutor en la misma proporcion
del semen. Tanto & semen como € diluyente
estaban en Bafio Maria a 34 °C. El dilutor
fue preparado en € dia de la coleccion de
semen y temperado 15 minutos antes que €
semen.

El nimero de pgjillas a congdlar se de-
termin6 en funcion de la concentracion
espermética del eyaculado. Se empled 30 x
10° espermatozoides por dosis de semen
(Cueto et al., 2003). El semen se envasd en
pajillas Cassou IMV Technologies, Francia,
de 0.5 ml, recomendado para €l caso de
ovinos (FAO, 1991).
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Laspgjillas se colocaron en cubetas con
agua atemperatura de laboratorio (25 °C), y
luego a refrigeracion, descendiendo la tem-
peratura desde 34° C a 5° C en dos horas.
Quince minutos antes de cumplidas las dos
horas, s latemperatura no estuviese a5° C,
se agrego cubos de higlo ala cubeta, en for-
ma gradual, hasta lograr la temperatura de
5° C, en la parte final de la curva de enfria-
miento y equilibrio.

Parala congéeacion de semen se siguid
el protocolo descrito por Evans y Maxwell
(2990) con las variantes basadas en los prin-
cipios de congelacion de cdulas referido por
Mazur et al. (1972). Se coloco las pajillas
sobreunargjillametalica, a2 cm delasuper-
ficie (5 °C) dd tanque de nitrogeno liquido,
donde recibi6 |los vapores de nitrégeno liqui-
do durante 2 minutos (-92 °C), y luego fueron
sumergidas (-196 °C) en € tanque.

Descongelacion y Evaluacion

El semen permanecio congelado por 15
dias. La descongelacion se hizo en un termo
descongelador a 38 °C, por espacio de 15
segundos. Se evalud la moetilidad individua
progresiva, asi como la integridad de mem-
brana espermética con la técnica de HOST
(hypoosmotic swelling test), segin Correay
Zavos (1994).
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Andlisis Estadistico

Se gplicod un test de normalidad paralos
datos numéricos. Los datos porcentuales se
transformaron mediante arco seno con lafér-
mulaY = arc sen [(x / 100) 2], donde “x”
representa e valor porcentual.

Parala evaluacion de larespuesta ala
motilidad e integridad de membrana
espermaética (endbésmosis positiva), seempled
un disefio de blogues completamente a azar,
con arreglo factorial 2x2x6, con error de
muestreo, siendo los factores a evaluar dos
diluyentes de semen (Trisy Citrato), en dos
momentos del procesamiento (refrigerado y
congelado). Se considerd como bloques cada
uno de los carneros (n=6). El modelo aditivo
lineal usado fue e siguiente:

Yia =Uu+tB +D +M+(D*M); +e,
+1ijk|

donde

Y = Vaiablerespuestade endosmosis

positivadel k-ésmo carnero, suje-
to a j-ésmo momento de proce-
samiento de semen con € i-ésmo

diluyente

u = Mediagenera de endésmosis po-
stiva

B, = Efecto del k-esimo carnero (Blo-
ques)

D, = Efecto dd i-ésmo diluyente (Tra-
tamientos)

M; = Efecto del j-ésimo momento en

€ procesamiento de semen (refri-
gerado - congelado)

(D*M), = Efectodelainteraccion del j-ésmo
momento en € procesamiento de
semen sujeto d i-ésimo diluyente

e, = Error experimenta

1, = Error demuestreo

Serealiz6 un andlisis de correlacion en-
tre las caracteristicas (motilidad - host refri-
gerado y descongelado) en las que intervie-
nen los dilutores. Ademas, se utiliz6 andisis
deregresion lineal paradeterminar la depen-
denciaentrelas caracteristicas seminales. En
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todoslosandissestadigticos se utilizé @ pro-
gramaSAS (Statigtical AnalysisSystem) para
un error de 0.05, descrito por Pérez, (2001).

En e Cuadro 2 se muestran los resulta-
dos de la evaluacion espermética de los
eyaculados de los seis carneros, previosala
diluciony procesamiento paralacongelacion.
Los promedios se encuentran dentro de los
rangos esperados para la especie. No obs-
tante, € volumen promedio del eyaculado fue
superior a los volumenes de 0.83 y 0.97 ml
obtenidos por Ramirez (2002) y Guillén (2001),
respectivamente, con carneros Blackbelly,
pero smilar a reportado por Quispe et al.
(1998), utilizando como método de coleccion
lavaginaartificial y unafrecuenciade colec-
cién de dos veces al mes. La concentracion
espermética fue similar a otros reportes
(Guillén, 2001; Ramirez, 2002).

Lamotilidad del semen refrigerado, pre-
vio alacongeacion y conservado con dilutor
Trisfue 82.3% y con Citrato de 79.2%. La
motilidad, luego de la descongel acion fue de
62.0 y de 56.8% para los dilutores Tris y
Citrato, respectivamente (Fig. 1). Se encon-
tro diferencia estadistica entre dilutores
(p<0.05) y entre carneros y momentos de
procesamiento (p<0.01); sn embargo, no hubo
diferencia por efecto de lainteraccion tiem-
po—dilutor. Ramirez (2002) encontrd asmis-
mo, una motilidad individua por encima del
70% hastalas 24 horas a5 °C.

Laadicién de yema de huevo a dilutor
tiene un efecto benéfico sobre & porcentgje
de motilidad, especiamente después de un
répido enfriamiento del semena 10y 5°C, ya
que las lipoproteinas de baja intensidad ac-
tlian como crioprotectores, contribuyendo a
la proteccion contra €l shock de frio (factor
deresistencia) y manteniendo laviabilidad del
espermatozoide (factor de conservacion)
(Fiser y Fairfull, 1986).
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Cuadro 2. Caracteristicas seminales (promedios+ desviacién estandar) de seis carneros con

fines de congelacion de semen

Integridad
Carnero Volumen Concentraciéon Espermatozoides Anormalidades de
(ml) x 10%ml vivos (%) (%) membrana
(%)
BB-INIA 12+0.2 3983 87.4+1.1 53+ 1.3 80.5+4.7
BB-UNA 12+03 2428 83.8+5.1 6.6+ 1.4 83.4+3.2
CanelaC 11104 2570 80.8+ 7.4 51+ 1.6 829+78
CanelaO 1.1+0.5 3021 84.5+6.0 74+ 22 81.5+5.2
Assaf C 23+0.7 2189 85.6+3.5 6.9+1.0 84.3+3.4
Assaf M 16+05 3274 87.0+4.1 85+24 84.9+4.3
Promedio 14+04 2911 84.8+4.5 6.6+1.6 83.0+4.7
90 ~
80 -
70
= 60 -
>
g 9507 O Tris
2 40 A @ Citrato
46
= 30 A
20 A
10
0 1
Precongelacion Posdescongelacion

Figural. Porcentge de motilidad en semen refrigerado y en semen descongelado de ovinos,

utilizando dos dilutores

Lamembranaesperméticaen e semen
refrigerado, momentos antes del proceso de
congelamiento, estuvo intacta en € 78.0 £
4.4y 73.2 + 5.9% delos espermatozoides, en
los casosdonde seuso d dilutor Trisy Citrato,
respectivamente. Los valores de enddésmosis
obtenidos para cada carnero, en semen re-
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frigerado usando Tris fueron de 67.5 + 1.41,
779+31,774+82,80.0+5.1,825+4.0y
829 + 4.9, y para d Citrato de 59.4 + 6.5,
744+14,66.8+81,758+9.7,824+40y
80.6 £ 5.2%. Estos resultados indican que €l
dilutor Trisconservamejor € semen en esta
do refrigerado. La diferencia en los vaores
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Cuadro 3. Motilidad y endésmosis en tres grupos raciales de carneros y empleando dos
dilutores para el congelamiento de semen

Raza del Motilidad Endosmosis
Momento

carnero Tris Citrato Tris Citrato

BB Refrigerado 83.1+3.5 81.9+2.6 72.7+59 66.9%+9.0
Post descongelado 63.7+2.7 58.1+5.1 52.1+ 3.2 41.0+ 30

Asaf Refrigerado 84.3+3.8 79.3+£8.7 827+43 815+45
Post descongelado 61.7+£6.5 55.7+85 49.0+33 425+58
Refrigerado 79.5+5.6 76.4+5.5 78.7+6.7 71.3+98

Canela Post descongelado 60.5+6.4 56.8+ 6.1 48.3+5.3 403+ 4.6

Cuadro4. Regresiones y correlaciones entre motilidad y endosmosis en diferentes

momentos del proceso de congelaciéon de semen de carnero y con el uso de dos
dilutores

Parametros relacionados Regresion  Correlacion Significancia
Endosmosis Tris 6 h de refrigerado — 0.8368 p<0.001
Endosmosis Tris 24 h de refrigerado

Motilidad Tris 24 h de refrigerado — 0.5648 0.8786 p<0.001
Motilidad Tris descongelado

Motilidad Tris 24 h de refrigerado — 0.3752 0.7748 p<0.001
Endosmosis Tris descongelado

Motilidad Tris descongelado — 0.7942 p<0.001
Endosmosis Tris descongelado

Endosmosis Citrato 6 h de refrigerado — 0.8850 p<0.001
Endosmosis Citrato 24 h de refrigerado

Motilidad Citrato 24 h de refrigerado — 0.6017 0.9018 p<0.001
Motilidad Citrato descongelado

Motilidad Citrato 24 h de refrigerado — 0.3112 0.6875 p<0.001
Endosmosis Citrato descongelado

Motilidad Citrato descongelado — 0.7109 p<0.001

Endosmosis Citrato descongel ado

deintegridad de membranade ambosdilutores de calcio en la membrana de los

edtaria probablementeinfluenciada por lapro-
porcion de &cido citrico —citrato de sodio que
contiene los dilutores, debido a que este ele-
mento gerce accion directa sobre lafijacion
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espermatozoides, que junto con los iones de
sodio y potasio, mantienen el equilibrio
osmatico favoreciendo la motilidad de los
espermatozoides (Borque y Saguez, 1992).
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Lamembrana espermética, posterior al
proceso de congelacion fuede 49.8 + 3.9 para
el dilutor Trisy de 41.3 + 3.8% para Citrato.
Se encontro diferencia estadistica (p<0.01)
entre dilutores, entre carneros y entre mo-
mentos de procesamiento. La interaccion
tiempo —dilutor, a igua que con lamotilidad,
no mostré diferencias significativas.

En el Cuadro 3 se observael comporta-
miento de lamotilidad del semen durante los
momentos de procesamiento para cada gru-
poracid. Lamotilidad post congelamiento se
vio disminuida entre 19 a23% en € caso dd
dilutor Trisy de 20 a 24% para € dilutor
Citrato. Estareduccion fue menor alo repor-
tado por Thomas et al. (1998) quienes &fir-
man que durante el proceso de
criopreservacion se produce unadisminucion
del 50% en laviabilidad espermética, debido
principalmente a efecto de latemperaturay
la presion osmética, ocurriendo cambios en
la organizacion morfologica de las células,
tales como la permeabilidad, composicion
lipidica de las membranas esperméticas y en
e liquido intracdular.

En e Cuadro 4 se muestran las regre-
sonesy correlaciones entre lamotilidad y la
endosmosis en diferentes momentos del pro-
ceso de congelacion del semen. Laregresion
y correlacion mas importante se da entre la
motilidad del semen alas 24 h derefrigerado
con la endésmosis del semen descongelado,
Situacion que se observa en ambos dilutores
(p<0.001); lo cud indicalaposhbilidad de pre-
decir la calidad del semen antes de
congelamiento, permitiendo de ese modo,
optimizar d rendimiento de los sementdesy
lamano de obra.

CONCLUSIONES

? Esfactible la congelacion de semen de
ovinos en pgillasde 0.5 ml.

? El dilutor Tris — yema de huevo de co-
dorniz preserva mejor a los
espermatozoides durante e proceso de
congelacion, respecto a dilutor citrato —
yema de huevo de codorniz.
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?  Lapruebahipoosméticapermitio eviden-
ciar diferenciasentre dilutores, entre car-
neros'y momentos de procesamiento.

?  El vaor delamoatilidad permite predecir
la cdidad de laintegridad de membrana
en |os espermatozoi des.
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