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Introduccion

El alcance econdmico derivado de la extraccion de ciertas especies ganaderas ha llevado
que aquellas de mayor ganancia, principalmente la bovina y la porcina, sean las mas estudiadas
en el ambito de la fisiologia reproductiva y la biologia del espermatozoide, incentivando su
clasificacion y crecimiento. Por otra parte, especies como la caprina han sido relegadas hasta la
época de los afios 80 por su caracter contiguo, no encontrando muchas investigaciones sobre el

acto espermatico de esta especie (Cortes Gallego, 2003).

Una manera de aportar a la conservacion de la riqueza y pureza genética de las especies,
incrementar su alternativa de procreacion por fuera del ciclo reproductivo, facilitar el
movimiento del material genético y contribuir al encogimiento sobre las especies silvestres, se da
por el &mbito de la combinacion de métodos y protocolos encaminados a la Criopreservacion de
sus gametos. De la misma manera, para producir especies de ambito comercial, es de gran
importancia tener una recoleccion constante de gametos viables y funcionales (Rmirez Merlano,

Medina Robles, & Cruz Casallas, 2010).

Es por ello, que para desarrollar los objetivos establecidos en el trabajo se debe congelar
el semen colectado, tener especial atencion con el medio diluyente donde se van a diluir las
muestras. Ya que, segun (Carpio Chuchuca, 2015), el medio es la pieza fundamental para extraer
un semen de muy buena calidad y aumentar el volumen total del eyaculado. Gracias a esto el

espermatozoide puede vivir y permanecer viable durante muchos afios.



Capitulo 1. Titulo. Criopreservacion de Semen Caprino Evaluando Tres

Curvas de Congelamiento Utilizando Andromed Como Medio Diluyente

1.1.  Descripcion breve de la empresa

Segun Acuerdo No. 003 del 18 de Julio de 1974, por parte del Consejo Superior de la
Universidad Francisco de Paula Santander Cucuta, se crea la Universidad Francisco de Paula
Santander Ocafia, como maxima expresion cultural y patrimonio de la regién; como una entidad
de caracter oficial seccional, con autonomia administrativa y patrimonio independiente, adscrito

al Ministerio de Educacién Nacional.

Segun la Universidad Francisco de Paula Santander (1994) en el Acuerdo N° 029 expone:

La Universidad Francisco de Paula Santander Seccional Ocafia, es una dependencia
Académico Administrativa adscrita a la Rectoria y enmarcada en los mismos principios objetivos
y campos de accion de la Universidad, con patrimonio independiente, rentas propias, autonomia
administrativa y financiera pudiendo elaborar y ejecutar su presupuesto. Sus fines, principios y
objetivos son los que la universidad cumple segun lo establece la Ley 30 del 28 de diciembre de
1992 y el Estatuto General de la Universidad, establecido por el Acuerdo No.091 de diciembre

de 1993 emanado del Consejo Superior Universitario. (Art. 1)



1.1.1. Misién

La Universidad Francisco de Paula Santander Ocafia, institucion publica de educacion
superior, es una comunidad de aprendizaje y autoevaluacion en mejoramiento continuo,
comprometida con la formacion de profesionales idoneos en las areas del conocimiento, a traveés
de estrategias pedagogicas innovadoras y el uso de las tecnologias; contribuyendo al desarrollo

nacional e internacional con pertinencia y responsabilidad social.

1.1.2. Visién

La Universidad Francisco de Paula Santander Ocaria para el 2019, sera reconocida por su

excelencia académica, cobertura y calidad, a traves de la investigacion como eje transversal de la

formacion y el uso permanente de plataformas de aprendizaje; soportada mediante su capacidad

de gestidn, la sostenibilidad institucional, el bienestar de su comunidad académica, el desarrollo

fisico y tecnologico, la innovacién y la generacion de conocimiento, bajo un marco de

responsabilidad social y ambiental hacia la proyeccion nacional e internacional.

1.1.3 Objetivos de la dependencia

Apoyar las actividades reproductivas de los proyectos pecuarios de la UFPSO.

Extension rural en el area de influencia de la UFPSO.
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1.1.4. Estructura organizacional de la dependencia

La Universidad Francisco de Paula Santander Seccional Ocafia actualmente tiene la

siguiente estructura organica.

Figura 1.

Estructura organica de la Universidad Francisco de Paula Santander Ocafia
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1.1.5. Descripcion de la estructura organizacional

La Granja Experimental UFPSO se ubica a la margen derecha del rio Algodonal, dentro del
campus universitario, a una altura de 1150 msnm, con una temperatura promedio de 23 °C, una
humedad relativa del 70% y una extension de 135 ha; también cuenta con el Centro de Investigacion
La Troya, que se encuentra ubicado en el corregimiento de Los Angeles (Rio de Oro — Cesar),
dedicada al estudio de ganado de las razas Romosinuano y Costefio con Cuernos. Dentro de la granja
experimental se encuentra el Laboratorio de Reproduccion Animal bajo la coordinacion Carlos
Andrés Sepulveda Pallares. El laboratorio tiene por objeto brindar todos los elementos para el correcto
desarrollo de las asignaturas y practicas de reproduccion animal y evaluacion reproductiva que cursan

los alumnos para cumplir el ciclo profesional de la carrera de Zootecnia.

1.2. Diagnostico inicial de la dependencia

El laboratorio de reproduccion animal de la Universidad Francisco de Paula Santander
Ocafia, cuenta con instalaciones de excelente calidad, también goza de equipos como son:
Electro-eyaculador, ecografo portétil, microscopios, centrifugadora, vaginas artificiales, con que
debe contar dicho laboratorio para realizar las précticas y la observacién constante del estado
reproductivo de los animales de la granja experimental y parcela la Troya, También, cuenta con
personal capacitado que es el encargado de llevar acabo y supervisar todo tipo de proceso

relacionado con la reproduccién animal de la UFPSO.
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Por otro lado, el laboratorio esté a disposicion permanente para el desarrollo de
actividades académicas, principalmente de materias relacionadas a la carrera de Zootecnia, y se

permite participar en la extension rural en la zona de influencia de la Universidad.

Analisis DOFA.

Tabla 1.
Andlisis DOFA
DIAGNOSTICO INICIAL DE LA DEPENDENCIA
D DEBILIDADES D1. Falta de métodos para la crio-preservacion de semen caprino

D2. Demoras para la obtencién de materiales

O1. Extension rural en zonas de influencia de la UFPSO
02. Vias de acceso en buen estado
O OPORTUNIDADES  03. Reconocimiento a nivel regional
04. Apoyo permanente por parte del estado
0O5. Mejoramiento genético de los animales de la granja

F1. Personal capacitado para dirigir y ejecutar cualquier tipo de
procedimiento reproductivo

F FORTALEZAS F2. Equipos de excelente calidad para el desarrollo de actividades
reproductivas
F3. Control de registros reproductivos

ALl. El rapido avance tecnolégico de los equipos y técnicas utilizados para la
A AMENAZAS reproduccion animal
AZ2. Falta de informacién sobre técnicas reproductivas

ESTRATEGIA FO ESTRATEGIAS DO

DOL. Aprovecha el apoyo permanente por parte del estado para
FO1. Aprovechamiento del recurso humano con que  lograr obtener los materiales en el tiempo adecuado facilitando

cuenta la universidad para brindar informacion y asi el desarrollo de todo tipo de actividades reproductivas.
asesorias a diferentes asociaciones campesinas DO2. Demora en los medicamentos que se usan en los procesos
reproductivos
ESTRATEGIAS FA ESTRATEGIAS DA

FAL. Para brindar los adecuados conocimientos a
estudiantes de la universidad se debe ir al par de los
avances tecnolégicos con relacion a la reproduccion
animal

DA1. Al implementar métodos para la conservacion del semen
caprino serd mas eficiente la practica de la
inseminacion artificial

Nota: En el cuadro anterior se evidencia la matriz DOFA, donde se presentan las oportunidades y las
amenazas durante la trayectoria de las pasantias.

1.2.1. Planteamiento del problema

Una de las lineas que se ha venido investigando mas rigurosamente y con mucho cuidado

es la técnica de la Criopreservacion de semen, estudios han demostrado que la fertilidad obtenida
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mediante la inseminacion artificial con semen congelado es inferior a las obtenidas con semen

fresco (Medeiros, 2001).

Existe un gran nimero de diluyentes y distintas formas empleadas para la
Criopreservacion del semen caprino, cuyo objetivo primordial es prolongar la vida (til de los

espermatozoides en un tiempo indefinido de congelacion (Nifio Gonzales, 2013).

La Criopreservacion amplia la disponibilidad del espermatozoide para la fertilizacion, sin
embargo, el potencial de esperma congelado-descongelado se ve comprometido debido a
alteraciones en la estructura y fisiologia del espermatozoide; Estas alteraciones estan presentes
en la poblacion movil disminuyendo su vida util, la capacidad de interactuar en el tracto de la

hembra y la capacidad fertilizante. (Medeiros, 2001).

Los avances de investigacion sobre esta linea en el laboratorio de reproduccion de la
universidad Francisco de Paula Santander Ocafa en la granja experimental son muy pocos o
cada vez son menos las personas o estudiantes que se atreven a investigar sobre el tema, sin
embargo se consiguen en el mercado muy facilmente diluyentes especiales para semen caprino,
por lo que los resultados pos descongelacion son controversiales y esto amerita seguir

investigando sobre el tema de la congelacion de semen caprino.



14

1.3. Objetivos de la pasantia

1.3.1. Objetivo general

Evaluar tres curvas de congelamiento de semen caprino usando Andromed en el

laboratorio de reproduccién de la granja experimental de la universidad francisco de paula

Santander Ocafia.

1.3.2 Objetivos especificos

Evaluar la motilidad espermatica del semen descongelado.

Estimar la integridad de la membrana espermatica del semen criopreservado.

Determinar la sobrevivencia espermatica del semen criopreservado.



1.4 Actividades a desarrollar

Tabla 2.
Actividades a Desarrollar
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Objetivo General Objetivos Especificos

Actividades a desarrollar en la empresa para
hacer posible el cumplimiento de los objetivos

Evaluar la motilidad
espermatica del semen
descongelado.

Crio preservar semen
caprino evaluando tres
curvas de congelamiento en
el laboratorio de
reproduccion de la
Universidad Francisco de
Paula Santander Ocafia.

Estimar la integridad de la
membrana espermatica del
semen criopreservado.

Determinar la
sobrevivencia espermatica
del semen criopreservado.

Apoyar las actividades
reproductivas en la granja
experimental.

Intervenir los machos cabrios con la ayuda del
médico veterinario encargado de la granja
experimental de la UFPSO, al momento de la
colecta y utilizacion de farmacos.

Preparar el medio diluyente adicionando
Andromed.

Realizar las colectas de semen a los machos
caprinos.

Evaluar macroscopica y microscopicamente las
muestras de semen colectadas antes de diluir (en
fresco) en el microscopio de contraste de fase
adaptado a un programa de evaluacién seminal
(Mace Sperm Tracker).

Diluir el semen con el medio diluyente, empajillar
y estabilizar las muestras a 5°C en refrigeracion.
Congelar las muestras con nitrégeno liquido en
una congeladora programable (frezze Control
CL8800 Systems).

Realizar evaluacion de motilidad espermatica a las
muestras de semen descongeladas en el
microscopio de contraste de fase adaptado a un
programa de evaluacion seminal (Mace Sperm
Tracker).

Acompafiamiento al coordinador y estudiantes a la
hora de ejecutar actividades reproductivas.

Nota: En el cuadro anterior se muestran las actividades realizadas en el transcurso de las pasantias.



1.5. Cronograma de Actividades

Tabla 3.
Cronograma de Actividades.
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CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

ENTIDAD
DEPENDENCIA
JEFE INMEDIATO
DURACION

Actividades Periodo

Enriquecer con articulos cientificos el tema a
llevar a cabo.

Verificar que los animales con los que se va a
trabajar se encuentren en buenas condiciones
reproductivas.

Preparar el medio diluyente adicionando
Andromed y Realizar las colectas de semen
caprino.

Evaluar macroscopica y microscopicamente
las muestras de semen colectadas antes de
diluir.

Diluir las muestras de semen en cada uno de
los tratamientos y empajillar.

Congelar las muestras con nitrégeno liquido.
Realizar evaluacion de motilidad individual,
tincion y prueba de host a las muestras de
semen descongeladas.

Acompafiamiento al coordinador y estudiantes
a la hora de ejecutar actividades reproductivas,
Acompafiamiento del médico veterinario al
momento de la colecta y aplicacion de
farmacos.

Universidad Francisco de Paula Santander Ocafia
Granja Experimental
Carlos Andrés Sepulveda Pallares

16 semanas
Semanas
X X X X X X X X X
X X
X X X
X X X
X X X
X X X
X X X
X X X
X X X X X X X X X X X
X X X

Nota: las actividades estipuladas en el cronograma fueron desarrolladas en el transcurso de la pasantia con la

compafiia del director de trabajo de grado.
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Capitulo 2. Enfoque referencial

2.1 Enfoque conceptual

2.1.1 Bienestar animal en Colombia

Los sistemas de produccion caprina en nuestro pais estan caracterizados por distintas
razas introducidas, cruzamientos criollos y alternos con el fin de fortalecer la intensidad de la
especie, para carnes, lineas maternas para la produccion de leche de cabra para la elaboracién de
subproductos derivados. Estos sistemas productivos son extensivos o semi-intensivos con

tecnologia baja a promedio.

La linea de produccién caprina en Colombia esta caracterizada por dos elementos:
produccion de carnicos y productos artesanales, y la linea de produccion de leche y derivados;
también se pueden encontrar distintos lugares con los dos sistemas. Para el caso de la carne, se
manejan levantes y vientres para seguir la linea genética y sustentar las granjas que necesiten
machos y hembras. Igualmente, gran cantidad de los animales se destina para el engorde y al
posterior sacrificio. De esta manera, se extraen las canales y subproductos como pieles, visceras

y contenido ruminal, productos que son usados para la agroindustria. (Acero Plazas, 2014).

2.1.2 Reproduccion en el Macho Cabrio

La eficacia reproductiva de un aprisco depende principalmente de la fertilidad de sus

elementos principales como lo son los machos y las hembras. Es decir, la capacidad que tienen

ambos para producir gametos viables y siendo el caso del macho tener una buena capacidad
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fecundante. Por lo que debe presentar un desarrollo normal en su comportamiento sexual (Perez

Llanos & Mateos Rex, 1993).

2.1.2.1 Eleccién de Sementales. En un aprisco determinado, el macho tiene una mayor
relevancia con respecto a la hembra Debido que ya sea, natural o artificialmente un macho puede
cubrir un elevado nimero determinado de hembras. Por consiguiente, una disminucion en la
fertilidad del macho del aprisco repercute directamente en el nivel de fertilidad y eficacia
reproductiva del mismo. Por eso, en la eleccion de los sementales no solo se debe tener en cuenta
su capacidad de mejora genética sino también los indices que califiquen aquellas caracteristicas
de los machos correlacionados con la fertilidad (Mateos Rex, 1990). Segun el autor, todo macho
cabrio debe tener una buena capacidad de producir espermatozoides viables y también el deseo

de detectar y montar a las hembras en celo que se encuentren en el aprisco.

2.1.3. Aparato Reproductor del Macho Cabrio (Examen Fisico)

Se debe palpar el escroto para asegurarse de que ambos testiculos se encuentren presente,
aproximadamente del mismo tamafio y de consistencia firme; cualquier hinchazén o area
localizada de maduracidn se debe tener en cuenta. La cabeza y la cola del epididimo se palpan
también para detectar hinchazoén|, dolor o signos de inflamacién. Cualquier reproductor con este
tipo de signos se debe considerar infectado hasta que se demuestre lo contrario (Edmondson,

Roberts, Baird, Bychawsky, & Pugh, 2012).
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2.1.3.1 Escroto. Es una bolsa fina y suave al tacto que contiene y recubre los testiculos
para su proteccion, no debe presentar ninguna alteracion en su forma, ya que, ocasionaria
cambios en la temperatura de termorregulacion de los testiculos alterando la fertilidad del macho
y su potencial reproductivo. En esta estructura se puede observar la extension del epididimo

(Pabdn Quevedo & Pulido Medellin, 2021).

2.1.3.2 Testiculos. Los testiculos estan suspendidos lejos del cuerpo dentro del escroto
pendular. Una capa de musculo liso esta conectado a las tanicas vaginales del testiculo por la
fascia escrotal; esta es el tejido conectivo que tipicamente se descompone en la separacion de la
piel del testiculo durante la castracion. El dartos, es una capa de musculo liso que esta conectado
a las tunicas vaginales del testiculo por la fascia escrotal. Las tdnicas vaginales son afloramientos
del peritoneo y forman una tunica protectora sobre ellos. El espacio entre las dos capas de
tanicas vaginal (parietal y visceral) como se refleja alrededor del testiculo normalmente tiene una
pequefa cantidad de liquido peritoneal. El tabique escrotal compuesto principalmente por el
musculo dartos divide el escroto en dos mitades. Y la otra capa que contiene y protege el
testiculo es la tlnica albuginea, esta formado por una capa gruesa de tejido conectivo fibroso

(Edmondson, Roberts, Baird, Bychawsky, & Pugh, 2012).

2.1.4 La Libido

Es la capacidad de servicio o comportamiento sexual que presenta el macho al desear la
hembra. Esta actividad sexual ocurre en machos maduros sexualmente, y es limitada
intensamente durante el estro cuando se presenta en la hembra inquietante (Alhamada , Debus ,

& Bocquier, 2017).
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2.1.5 Circunferencia Escrotal

Para determinarla se debe tirar ventralmente de ambos testiculos del reproductor, usando
una cinta métrica (marcando centimetros), se asegura en la circunferencia mas grande de los
testiculos. Se debe tener en cuenta la raza, debido qué algunas poseen pelos o lana en los
miembros y esto puede aumentar la circunferencia escrotal medida falsamente. La cinta debe
estar ajustada al escroto sin lastimar al animal, pero que tampoco se deslice en los testiculos. La
circunferencia escrotal en reproductores es altamente heredable y esta relacionada con la
produccion de esperma y la edad en la pubertad. Para la seleccion cabros con respecto a la
circunferencia escrotal se tienen los siguientes criterios: se ha sugerido minimos aceptados de 30
cm para animales que pesen mas 150 libras, 33 cm para animales de 12 a 18 meses y 36 cm para
animales que pesen mas 250 libras. Estrictamente sobre la base de la edad, los animales de 8 a 14
meses deben tener una circunferencia escrotal de 28 a 36 cm para ser clasificados como
satisfactorios y mas de 36 cm para ser clasificados como excepcionales. Los animales mayores
de 14 meses deben tener una circunferencia escrotal de 32 a 40 cm para ser clasificados como
satisfactorios y mas de 40 cm para ser clasificados como excepcionales (Edmondson, Roberts,

Baird, Bychawsky, & Pugh, 2012).

2.1.6 Secrecion de Hormonas

En el macho cabrio la totalidad de los procesos que conducen a la fabricacion de los
espermatozoides es Ilamada actividad espermatogénica. Esta depende de la LH y la FSH, estas
hormonas inducen la diferencia y la multiplicacion de las células germinales, de igual modo la

sintesis y la produccidn de testosterona por las células de Leydig que se encuentran en el
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testiculo. La testosterona ayuda en el comportamiento del espermatogénesis y también produce

las caracteristicas sexuales y aplica una retroaccion para la secrecion de las gonadotropinas.

La hormona luteinizante no es desarrollada de manera continua por la hipofisis. Esta
hormona es liberada de manera pulsatil, es decir, en periodos cortos de produccion. Provocados
por la actividad de las neuronas del hipotalamo y luego es liberada en la sangre de manera
progresiva. Estos procesos bruscos de la concentracion plasmatica de la hormona luteinizante
provocan una produccion rapida de las células de Leydig del testiculo, estas reaccionan liberando
testosterona en la sangre. Asi cada pulso de LH es acompafiado de un pulso de testosterona. La
hormona foliculo estimulante es secretada de manera mas compleja que la LH. Aunque sea
posible identificar algunos pulsos en una serie cronoldgica, la hormona foliculo estimulante es

secretada de manera mas continua que pulsatil (Chemineau & Delgadillo, 1993).

2.1.7 Coleccion de Semen Caprino

El proceso de recoleccion de semen se realiza mediante dos formas como lo es técnica de

la vagina artificial o por medio de la técnica del electroeyaculador.

La forma mas utilizada y la recomendada para para la recoleccion de semen es la técnica
de la vagina artificial ya que esta permite obtener eyaculados con alto porcentaje de motilidad y
concentracion espermatica. Este es el método mas usado para el congelamiento seminal de alta

frecuencia de colectas, debido a que genera poco stress en el macho cabrio.
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2.1.7.1 Técnica de la Vagina Artificial. Consiste en un tubo térmico de forma cilindrica
con medidas (17 cm x 5.5 cm) y una funda interna de latex que se asegura a los extremos con la
misma, formando entre el tubo y la funda un espacio hermético para el almacenamiento del agua
caliente. En uno de los lados de la vagina se adapta un tubo colector. Se carga con agua caliente
a unos 50°C con la intencion de evitar la pérdida de calor que puede bajar de 40°C al momento

de la eyaculacién (Cueto, Gibbons, Bruno Galarraga, & Fernandez, 2016).

2.1.7.2 Técnica del Electro eyaculador. Una manera mas avanzada y aplicada en la
colecta de semen en los pequefios y grandes rumiantes, principalmente en (bovinos, ovinos y
caprinos) es la técnica del electroeyaculador. Para esto se usa un dispositivo electronico que
consiste en una fuente generadora de energia eléctrica que transmite impulsos eléctricos en una
determinada frecuencia, voltaje y corriente que son conducidos a través de un transductor, que
consiste en un dispositivo de forma anular de proporciones requeridas segun la especie. Contiene
electrodos que permiten el paso de la energia eléctrica que provocan las descargas que ocasionan

la eyaculacion del animal (Yamasaki Maza, y otros, 2005).

2.1.8 Criopreservacion de Semen

La Criopreservacion es una técnica mediante el cual el material bioldgico puede ser
mantenido viable por tiempo indefinido y el primer informe sobre la criopreservacion de semeny
la inseminacion artificial se remonta al sacerdote y fisi6logo italiano Lazaro Spallanzani 1977,

que intento preservar los espermatozoides enfriandolos en la nieve.
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La Criopreservacion de semen es la técnica bioreproductiva que busca promover la
criopreservacion del germoplasma por tiempo indefinido. Esta técnica proporciona una
reduccion en la economia para el productor al reducir los costos de alimentacion y transporte de
los sementales, asi como prevenir los riesgos de transmision de enfermedades sexuales

transmisibles (Castelo, Rodrigues Frota, & Rodrigues Silva, 2008).

En algunos casos la congelacién de semen causa una disminucién en la viabilidad de los
espermatozoides, ademas los caprinos tienen en el plasma seminal enzimas que reaccionan con
componentes de la leche y el huevo (productos principalmente usados para la proteccion de
espermatozoides durante la preservacion), interaccion que origina dafios adicionales a las células
durante el procesamiento del semen cuando se utilizan estas sustancias en los diluyentes (Cortes

Lopez, s.f.).

2.1.8.1 Nitrogeno Liquido. El nitrégeno liquido es un elemento que se usa en el ambito
de la Criopreservacion, con fines terapéuticos, bancos de tejidos y centros de transfusiones
sanguineas. La temperatura del nitrogeno liquido a presion atmosférica es de (-196°C), lo que
ayuda a mantener a muy baja temperatura los tejidos o las células germinales (Gonzales Alvarez

& Gomez Gomez , 2007).

2.1.8.2 Tanques de Almacenamiento. El semen congelado debe almacenarse en tanques
que almacenen nitrogeno liquido y pajillas. Dentro del tanque se encuentran las canastillas que
contienen los globets donde se encuentran las pajillas con el semen. Las canastillas tienen unos
agujeros en su base por donde entra y sale el nitrégeno liquido. Los globets sostenidos en las

canastillas pueden almacenar decenas de pajillas dependiendo de la dimension de estas. El cuello
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del tanque posee un tapon para evitar las fugas del nitrégeno y el tanque tiene una tapa que debe
mantenerse cerrada y el nivel del nitrégeno liquido debe controlarse y mantenerse a un nivel
adecuado. Debe establecerse un programa de mantenimiento del tanque y debe mantenerse en

una habitacion fresca y bien ventilada (Edmondson, Roberts, Baird, Bychawsky, & Pugh, 2012).

2.1.8.3 Pajillas. Para congelar el semen, se han desarrollado varios sistemas de embazado
para la Criopreservacion de los espermatozoides. Por ejemplo: en pajillas, granulos o ampollas.
En la actualidad la forma méas adecuada para congelar semen es utilizando pajillas de plastico de
(0.25 0 0.5 ml), y congelarse en nitrogeno liquido (Edmondson, Roberts, Baird, Bychawsky, &

Pugh, 2012).

2.1.8.4 Diluyentes. Son sustancias que tienen como finalidad proteger la integridad del
espermatozoide ante la accion de la toxicidad de los productos generados de su propio
metabolismo durante el proceso de criopreservacion, asi como los cambios abruptos de la

temperatura y el aumento en el volumen seminal.

La finalidad de los diluyentes es incrementar el volumen de los eyaculados y facilitar la
preservacion viable del espermatozoide por un tiempo mayor. Un diluyente mantiene eficiente o
mejora el medio que rodea al espermatozoide suministrandole energia y proteccion contra

productos del metabolismo y variaciones de temperatura (Gordon, 1997).

Para evitar pérdidas durante el proceso de criopreservacion, se han desarrollado una gran

cantidad de diluyentes en base a amortiguadores de pH (Tris, acido citrico), azucares de bajo
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peso molecular (fructosa, glucosa), que pasa por la membrana celular sirviendo como fuente de
energia para el esperma, agentes protectores de membrana (yema de huevo, leche descremada),
gue contienen macromoléculas que proveen proteccion contra el shock por frio, y crioprotectores
(glicerol y otros polialcohol, aminoécidos) que reducen la formacion intracelular de cristales de
hielo durante el proceso de congelado-descongelado (Molina , Evans , Quintana Casares, &

Maxwell, 1994).

2.1.8.5 AndroMed®. Es un concentrado estéril que se usa para la preparacion de un
diluyente libre de yema de huevo para eyaculados. Apropiado para la congelacion de semen
bovino, ovino y caprino, y para la conservacion de semen en fresco. Contiene fosfolipidos, TRIS,
acido citrico, azucares, antioxidantes, tampones, glicerina, agua de altisima pureza y antibioticos

(Minitube, 2021).

Figura 2.

Presentacion del producto

Nota: Fuente. (Minitube, 2021).
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2.1.8.6 Crioprotectores. Son sustancias hidrosolubles y de baja toxicidad que
disminuyen el punto eutéctico de una solucion dada, (punto en el cual una composicion dada de
Ay de B solidifica como un elemento puro), el descenso del punto eutéctico implica que se
alcanzara una concentracién de solutos a una temperatura menor, de forma que la célula estara
maés deshidratada y el gradiente osmotico al que estara sometido serd menor. Bioguimicamente
es posible distinguir tres tipos de crioprotectores, los alcoholes (metanol, etanol, propanol, 1 2
propanediol y glicerol), azucares (lactosa, glucosa, sucrosa, sacarosa) y el dimetil sulfoxido, los
crioprotectores también pueden clasificarse en agentes penetrantes y no penetrantes de acuerdo a
la permeabilidad celular. El crioprotector penetrante mas cominmente usado en procesos de
congelamiento es el glicerol, por su bajo peso molecular y permeabilidad a trasvés de la

membrana celular (Avila Portillo, y otros, 2006).

2.1.9 Congelador Programable (Frezze Control CL8800 Systems)

En paises como estados unidos y Australia, producen congeladoras portables modelos
CL2200, CL3300, CL5500 Y CL8800 del labbiogenics, Napa, California, USA y Cryologic,
Mulgrave, Australia. Son congeladores de nitrogeno liquido de velocidad controlada, disefiados
con precision para la Criopreservacion de muestras bioldgicas. Los sistemas son modulares.
Cada uno constas de un controlador de temperatura, una cadmara criogénica y un bafio criogénico.
La camara se encuentra directamente en nitrégeno liquido en el criobafio y esta conectada al
controlador que regula la temperatura de las muestras. Este sistema proporciona un método
patentado y confiable para la transferencia de calor y la regulacion de la temperatura en la
congelacion del material bioldgico para la conservacion a largo plazo y la recuperacién viable

(Cryologic, 2021)
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Figura 3.

Freeze Control CL8800 Systems

FREEZE CONTROL

Sistemas de criopreservacion

Nota: Fuente. (Cryologic, 2021)

2.1.9.1 Mace Sperm Tracker. Es un sistema de andlisis espermatico que se usa para
calcular la calidad seminal. Este programa fue creado para hacer facil y simple la toma de
muestra de semen de especies como la bovina, equina, porcina, ovino y caprina a través de una
metodologia de videograbacion utilizando tecnologia computarizada de bajo costo.
Permitiéndole al usuario procesar mas rapidamente las muestras de los animales (ANTURIUS,

2021).
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Figura 4.
Mace Sperm Tracker

Nota: Fuente. (ANTURIUS, 2021).

2.2 Enfoque Legal

2.2.1 Resolucion 02820 11/10/2001

Por la cual se dictan disposiciones para el control técnico de la produccion, importacion y

comercializacion del material seminal y embriones.

El gerente general del instituto colombiano agricola, ICA, en uso de sus facultades
legales y en especial de las que confieren los decretos nimeros 2141 de 1992, 2645 de 1993,
1840 de 1994, 1454 de 2001, y Considerando: que corresponde al instituto colombiano agricola,
ICA, ejercer el control técnico de los insumos agropecuarios; que el material seminal y los
embriones son insumos pecuarios de origen bioldgico, utilizados para promover la produccion
pecuaria; que toda persona natural o juridica que se dedique a la produccidn, importacion,
control de calidad y comercializacion de material seminal y embriones, deberé registrarse en el
ICA y cumplir las normas contenidas en la legislacion vigente; que es necesario establecer las
normas a las cuales se debe sujetar toda persona natural o juridica que se dedique a las

actividades mencionadas en el considerado anterior (ICA, 2001).
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Capitulo 3. Informe de Cumplimiento de Trabajo

3.1 Descripcion del Ensayo

El presente trabajo de investigacion se realizo6 en el proyecto caprino de la granja
experimental de la universidad francisco de paula Santander seccional Ocafia (UFPSO), ubicada
en el municipio de Ocafia en el departamento del norte de Santander. Esta granja se encuentra a
una altitud de 1202 m.n.s.m y el clima esté caracterizado por una temperatura media durante el
afio de 22°C. Esta investigacion se ejecutd durante el segundo semestre académico en el mes de

septiembre del afio 2021.

Para la elaboracion de este trabajo fueron seleccionados como donantes de las muestras
de semen los reproductores del proyecto caprino sexualmente maduros de las razas toggenburg,
alpinos, canario y criollo santandereano. Al momento de la toma de muestras estos animales
registraban una edad entre 12 y 36 meses, con un peso promedio de 30 a 45 kg. Cabe resaltar que
los animales estan en confinamiento y son sometidos a pastoreo rotacional, concentrado y sal
mineralizada, igualmente son usados con fines académicos por lo que ya estan acostumbrados a
los distintos métodos de toma de muestras de semen como lo es el electroeyaculador y la vagina

artificial.

El proceso de congelacion se realizo por medio un sistema de congelador programable
(Freeze Control CL8800 Systems), en dicho sistema se realizaron las tres curvas de

congelamiento mencionadas en el objetivo general. Posteriormente se evaluaron primero las
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muestras de semen colectadas en fresco y luego las muestras descongeladas, por medio de un

sistema de andlisis espérmico (Mace Sperm Tracker).

3.2 Manipulacién y Evaluacion del Semen

3.2.1 Preparacion del Diluyente

Para el proceso de Criopreservacion se utilizo un diluyente comercial llamado
AndroMed, en su base de presentacién indica que para la preparacién del diluyente se requiere
afiadir 800 ml de agua destilada al contenido de 200 ml del frasco de Andromed (Minitube,
2021). En este caso se hicieron las diluciones en tubos de ensayos de 10 ml. por lo que se
afiadieron 8 ml de agua destilada y 2 ml de Andromed. Luego se calentd el diluyente a una
temperatura de 35°C en bafio de maria con el fin de mantener la temperatura de los eyaculados
(Fig. 8a). Segun los autores (Gonzales-Murcia & Martinez, 2016), este producto facilita una
microscopia mas eficiente, ya que, es un medio transparente que entrega imagenes de semen
extremadamente claras bajo el microscopio. Asegurando que la eficiencia es superior dentro de

las concentraciones estipuladas por la casa comercial manteniendo resultados sobresalientes.
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Figura 5.
(a) Agua destilada + AndroMed (b) diluyentes protegidos contra la luz

(a) (b)

Nota: Fuente. Autor de la pasantia, 2021

3.2.2 Preparacion de la Vagina Artificial

Para la obtencidn de las muestras seminales se carg6 la vagina artificial con la suficiente
agua caliente a una temperatura de mas de 50°C, se adecuaron las respectivas fundas para recibir
y proteger el semen (Fig. 6). Luego se insuflo con el fin de simular las condiciones del tracto
reproductivo de la cabra (la vagina cuenta con una valvula en un costado para facilitar esta
operacién), para que la temperatura al momento del servicio este entre 40 y 45°C debido a
perdida de calor por las diferentes colectas. Con el objetivo de verificar la presién de la vagina

artificial se introduce el dedo indice (Evans & Maxwell, 1990).



32

Figura 6.
Vagina Artificial.

Nota: Fuente: Autor de la pasantia, 2021

3.2.3 Colecta de Semen

Posteriormente se seleccionaron los machos a colectar, se pasearon por el aprisco para
que estos detectaran a las hembras que estuvieran en celo; con el fin de estimular su reflejo del
comportamiento sexual (cortejo, monta, ereccion y eyaculacion). Luego se procedié a la
inmovilizacion de la hembra para que el macho la montara, cuando la hembra estuvo asegurada
el macho realizo el salto. Cuando el macho penetro la vagina artificial ejecuto el llamado golpe
rifidn y eyaculo dentro de la funda estéril, entonces se tuvo cuidado protegiendo el semen de los
rayos solares (Fig. 7). Cabe resaltar que los tubos usados en todas las colectas fueron sellados

con papel aluminio, con el fin de evitar la penetracion de los rayos de luz (Fig.5b).
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Figura 7.
Colecta de semen al reproductor toggenburg con vagina artificial

Nota: Fuente. Autor de la pasantia, 2021.

3.2.4 Estabilizacion de muestras

Seguidamente de las colectas, las muestras fueron colocadas en un termo con agua a
temperatura de 35°C para evitar el choque térmico y luego fueron llevadas al laboratorio de
reproduccién de la granja experimental, donde fueron incubadas en bafio maria a la misma

temperatura (Fig. 8a).

La frecuencia de este proceso fue repetida dia por medio durante el mes de septiembre
del presente afio por lo que se ejecutaron 45 colectas en total, con una duracion promedio de 10

minutos por proceso.
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El orden de colecta de los machos reproductores fue determinado aleatoriamente durante

los dias de las colectas.

Figura 8.
(a) Incubacion de muestras en bafio maria (b) Plancha Calentadora

| gmemieswant

(a) (b)

Nota: Fuente. Autor de la pasantia, 2021.

3.2.5 Analisis Macroscopico

Después de tener las muestras en bafio Maria, se evalué macroscopicamente en fresco el
color de las muestras de semen, tornando siempre en los eyaculados un color caracteristico
blanco-lechoso normal o cremoso-palido y en muchas ocasiones blanco-amarillento (resaltando
que se trabajaron distintas razas). El olor caracteristico de leche fresca y al mismo animal
muchas veces (Veloz-Veloz, 2017), de igual manera, se evaluo el volumen de los eyaculados que

vario de 0.5 a 1 ml cuando fueron obtenidas de las fundas desechables en cada colecta.
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3.2.6 Anélisis Microscopico

Se realiz6 mediante un sistema computarizado microscopicamente. Se analizé por medio
del sistema Mace Sperm Tracker conectado a un microscopio optico (Oxion Euromex) (Fig.9),
donde primero se tomé una muestra de los eyaculados incubados en el bafio maria utilizando una
micro pipeta graduada de 5pl, dejando la gota de semen puro en una laminilla de vidrio y luego
se cubrid con el cubreobjetos, después se colocaron en una plancha calentadora a 35°C (Fig.8b),
para su observacion microscopica a 10x en el microscopio éptico, asi como lo describe (Evans &

Maxwell, 1990).

Figura 9.

Sistema Mace Sperm Tracker.

Nota: Fuente. Autor de la pasantia, 2021.
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El analisis microscopico se realiz6 inmediatamente después de la colecta en el Programa
Mace Sperm Tracker (Fig.9), arrojando una concentracion espermatica de 2.000 x 10°
espermatozoides/ml. Los factores a evaluar fueron la motilidad, viabilidad y la integridad de la
membrana. La motilidad espermatica fue superior a 70% en la mayoria de los eyaculados. Por lo
que se procedio a la respectiva homogenizacién de los eyaculados con el diluyente, este proceso

se realizé deslizando el semen por las paredes de cada tubo mezclandolo suavemente.

3.2.7 Empaquetado de Semen

Después de haber realizado las diluciones finales con el medio diluyente, se empacaron

en pajuelas de 0,25 ml con una carga espermatica de 150 millones de espermatozoides.

Las pajillas se envasaron con una jeringa de insulina y una punta de micro pipeta. Se
pipeteo hasta que el contenido llene y toque el (algodén-alcohol polivinilico-algodén) de la
pajuela (Fig.10a). Posteriormente se toma el otro extremo de la pajuela, tocando la parte del
algoddn para evitar la transmision de calor al semen. Luego fueron selladas con golpes suaves en
un recipiente que contenia alcohol polivinilico y en el otro agua; este proceso se realiz6 en
repetidas ocasiones hasta que gelifico (Fig.10b), después se secaron con papel adsorbente como
lo describe (Cueto, Gibbons, Bruno Galarraga, & Fernandez, 2016). Las pajuelas se colocaron
en un termo con agua a menos grados en que salieron del bafio maria, acompafiadas de un
termoémetro digital; para hacerle seguimiento a la temperatura. Con el fin de empezar la fase de

descenso (Fig.11b).



37

Figura 10.
(a) Empajillado del semen. (b) Sellado de pajuelas

(@) (b)

Nota: Fuente. Autor de la pasantia, 2021.

3.2.8 Estabilizacion y Refrigeracion de muestras

Las pajillas fueron envueltas en papel aluminio con el fin de protegerlas de los rayos de

luz, igualmente este papel aluminio funciona como transportador de energia (Fig.11a).

El descenso de temperatura empezé despues de 35°C hasta llevarlas a 5°C. Este descenso

se logro gracias a que se mantuvieron en una nevera en refrigeracion manipulada (Fig. 11a).

Desde entonces se mantuvieron refrigeradas las muestras a 5°C y se dejaron reposar por 3

horas hasta el momento de la congelacion (Fig. 11a).
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El tiempo comprendido desde la colecta de semen, las diluciones, la estabilizacion y
refrigeracion, no fue mayor de 30 minutos. Y tanto el semen como el diluyente se mantuvieron
en bafio maria a 35°C antes de la dilucién (Guerrero, Huanca, Raymundo , Huerta, & Ramos,

2009).

Figura 11.
(a) Estabilizacion de las pajillas durante 3 horas (b) Reduccién de la temperatura de las pajillas

(@) (b)

Nota: Fuente. Autor de la pasantia, 2021.

3.2.9 Congelacion de Semen

Después de haber reposado durante 3 horas, las muestras fueron secadas con papel
absorbente y dispuestas en la Criocamara del congelador programable CL-8800 (Cryologic,
2021). Se llend previamente con nitrégeno liquido y justado a una temperatura de inicio de 5°C
para continuar con el descenso de la misma e inicio del proceso de las curvas de congelacion y su

posterior Criopreservacion (Fig.13a).
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Al culminar el proceso de congelacién las pajillas fueron ubicadas dentro un termo de

almacenamiento que contiene nitrégeno liquido a -196°C para su Criopreservacion.

3.2.10 Descongelacion de las Pajillas

Las pajillas fueron descongeladas en bafio maria a 35°C durante 60 segundos, después se
secaron las pajillas con papel adsorbente y se cortaron los extremos sellados con el alcohol-
polivinilico-alcohol. Luego se pipetearon las muestras y se colocaron en una plancha calentadora
(Fig. 8b). Para posteriormente observar el semen en 10x en el microscopio Optico para su
respectivo analisis, donde fueron evaluados los parametros de motilidad, viabilidad e integridad
de la membrana del espermatozoide en el programa computarizado Mace Sperm Tracker (Fig.9).

Figura 12.
Congeladora Programable Freeze Control CL-8800 Sistems

Nota: Fuente. Autor de la pasantia, 2021.
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Figura 13.
(a) Criocamara (b) control programador

(a) (b)

Nota: Fuente: Autor de la pasantia, 2021

3.3 Resultados y Discusion

3.3.1 Primera Curva de Congelacion

La primera curva llevo el semen a una temperatura de 5°C y durante 5 minutos se
mantuvo estabilizada. Luego empezd el descenso de la temperatura a -45°C con una velocidad de
10°/min y posteriormente fueron sumergidas en nitrégeno liquido a -196°C hasta su proxima

evaluacion en el sistema computarizado Mace Sperm Tracker.
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3.3.2 Segunda Curva de Congelacion

La segunda curva llevo el semen a una temperatura de 5°C y durante 5 minutos se
mantuvo estabilizada. Luego empezd el descenso de la temperatura a -45°C con una velocidad de
8°C/min y posteriormente fueron sumergidas en nitrogeno liquido a -196°C hasta su préxima

evaluacion en el sistema computarizado Mace Sperm Tracker.

3.3.3 Tercera Curva de Congelacion

La tercera curva llevo el semen a una temperatura de 5°C y durante 5 minutos se mantuvo
estabilizada, luego empez6 el descenso de la temperatura a -45°C con una velocidad de -
3°C/min. Posteriormente fueron sumergidas en nitrogeno liquido a -196°C hasta su proxima

evaluacion en el sistema computarizado Mace Sperm Tracker.

Tabla 4.
Curva de congelamiento
Semen fresco Semen Congelado
Curvas
M% V% IM% M% V% IM%

C1 81.9 80.4 80.0 58.3 67.1 70.0
Cc2 81.5 75.5 76.0 37.9 67.1 72.0
C3 90.9 79.0 80.0 0.0 0.0 0.0

Nota: en la tabla anterior se muestran los promedios de cada curva de congelamiento Fuente: Autor de la
pasantia, 2021.

En la tabla expuesta anteriormente podemos observar los datos promedios de los
parametros tomados en cuenta con respecto al analisis de semen fresco y semen congelado que
nos arrojo el sistema computarizado Mace Sperm Tracker. Datos tenidos en cuenta como la

motilidad, viabilidad e integridad de la membrana del espermatozoide, fueron insertados en un
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libro del programa Excel para su respectivo analisis estadistico. De este modo se evaluaron las

curvas de congelamiento en la congeladora programable.

De igual manera cada curva expresa sus respectivos valores demostrando asi los objetivos

especificos propuestos en la investigacion.

3.3.4 Curvas de Congelamiento

Figura 14.
Movimiento de las Curvas

100,0

95,0 90,9
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0,0

72,0

M% V% IM% M% V% IM%

SEMEN FRESCO SEMEN DESCONGELADO
—Curval -——Curva?2 Curva 3

Nota: Fuente. Autor de la pasantia, 2021

De acuerdo a la (fig. 14), la motilidad espermatica del semen en fresco esta bajo los

estandares estipulados por (Carpio Chuchuca, 2015), ya que estan por encima del 80% en las
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curvas 1,2 y 3. Aungue al momento de Criopreservar el semen bajaron estos valores, el
comportamiento de la curva 1 fue ascendente pero aun asi cumple con el porcentaje de fertilidad.
Cabe resaltar que la velocidad en la curva 1 se destaca debido a que es mucho mas lenta que las
curvas 2 y 3. En otros estudios realizados por (Guerrero, Huanca, Raymundo , Huerta, & Ramos,
2009), estos autores asemejan la motilidad con los Crioprotectores teniendo como ensayo
diluyentes a base de Tris-Glucosa-Yema de huevo-Glicerina en semen de carnero. Hallaron una
motilidad de pos descongelamiento del 38,7% partiendo de una motilidad base del 90%. De esta

manera se cumple con el primer objetivo especifico de la investigacion.

Enlacurva ly 2 el porcentaje de la integridad de la membrana espermatica disminuyo
progresivamente al momento de la Criopreservacién, ya que en fresco tuvo buenos resultados,
pero en estas curvasl y 2 hay que tener en cuenta que la velocidad en la que baja la temperatura
es mucho mas lenta que la curva 3 debido a su programacion, para los autores (Fiser & Fairfull,
1984), el diluyente juega un papel muy importante debido a sus agentes Crioprotectores que
protegen la membrana del espermatozoide. De igual manera hablan en su experimento que a
concentraciones ideales del diluyente obtienen una buena proteccién de la membrana plasmatica
al momento de la post descongelacion y a velocidades de 5 a 10°/min se tienen resultados

significativamente mayores.

Se midio el porcentaje de viabilidad presentado en la (fig. 14), lo cual las curvas 1y 2 son
practicamente compatibles debido a que se encuentras muy cerca del rango de supervivencia,

aunque la velocidad de congelamiento no fue la misma se mantienen en efecto.
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De acuerdo a los valores establecidos en la curva 3 solo fue posible analizar la motilidad,
viabilidad e integridad de la membrana plasmatica del semen en fresco, debido a que la curva 3
fue una curva muy répida por lo que asemeja al ensayo realizado por (Fiser & Fairfull, 1984),
cuando dicen que se tienen resultados mas efectivo en una curva que baje la velocidad de la

temperatura a mas de 10°C/min.

3.4 Actividades Realizadas Durante el Periodo de la Pasantia

El desarrollo de la pasantia se realizé en compafiia del especialista Carlos Andrés
Sepulveda Pallares, quien es el director del laboratorio de reproduccién y director del trabajo de
grado respectivamente. En conjunto con los pasantes del laboratorio realizdbamos las actividades
reproductivas de todas las explotaciones de la granja experimental y granja la Troya. Igualmente
se participd en las actividades de précticas de los estudiantes con fines académicos, se les
acompafaba en los distintos procesos dentro y fuera de la institucion brindandoles el apoyo
pertinente, enfocados y transmitiendo las habilidades adquiridas dentro del laboratorio de

reproduccién animal.



Figura 15.

Actividades realizadas durante el proceso de pasantia
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= Acompafamiento a las visitas
Sincronizaciones de celo

= Limpieza de equipos

= Pesajes
Inseminaciones artifiales

m Colecta de semen

Nota: Fuente: Autor de la pasantia, 2021.

= Arreglo de pesunas

m Retiro de dispositivos

= Charla a estudiantes

= Ecografias

= Limpieza del laboratorio
= Congelacion de semen
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Capitulo 4. Diagnostico Final

El periodo comprendido entre el 12 de febrero y el 24 de diciembre del afio 2020 se llevé a
cabo la realizacion de las pasantias profesionales en el laboratorio de reproduccién de la granja
experimental de la universidad francisco de paula Santander seccional Ocafa, ubicada en el
municipio de Ocafia, norte de Santander. Las practicas profesionales se suspendieron en un corto
periodo por el tema pandémico del Covid-19 en cuanto se retomaron, se realizaron todas las
actividades establecidas en el cronograma que se encuentran en la tabla 3 y en la (figura 15),

hasta el dia de la finalizacion de las pasantias.

Los resultados de las curvas de congelacion fueron favorables en todas las muestras frescas
de semen diluido con AndroMed, pero cuando fueron sometidos a las temperaturas del

nitrogeno liquido en la Criocdmara solo funciono una sola curva de congelamiento.



47

Conclusiones

Los resultados obtenidos en este trabajo de investigacion y al analizar la calidad seminal de
los reproductores del proyecto caprino se concluye que todos los valores arrojados por el
programa Mace Sperm Tracker como lo es la motilidad, viabilidad e integridad de la membrana

se encuentran dentro de los rangos establecidos por los autores citados.

Se concluy6 que la primera curva de congelamiento utilizando AndroMed como medio
diluyente es la mas 6ptima para el proceso de Criopreservacion de semen de cabro, ya que el
descenso de la temperatura se da cuando esta llega a -45°C con una velocidad de 10°/min para
ser sumergidas en nitrégeno liquido a -196°C, lo que favorece la Criopreservacion del material
seminal y evita el choque térmico al descender a menor tiempo en comparacion con las otras

curvas de congelamiento.
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Recomendaciones

Se recomienda incorporar en el proyecto caprino materiales de laboratorio para que las
colectas sean mas rapidas y faciles. Asi reducimos el tiempo del proceso de estabilizacién de las

muestras.

Seria de mucha ayuda y precision en investigaciones futuras el uso del sistema
computarizado Mace Sperm Tracker, por lo que se recomienda instalarselos a distintos

computadores del laboratorio de reproduccion.
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