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I. Titulo (El proyecto de tesis debe llevar un titulo que exprese en forma sintética su
contenido, haciendo referencia en lo posible, al resultado final que se pretende lograr.
Méax. palabras 25)

EFECTO DE LA ESTACIONALIDAD SOBRE LA CIRCUNFERENCIA ESCROTAL Y
MORFOMETRIA ESPERMATICA EN OVINOS CRIOLLOS BAJO CONDICIONES DE
ALTURA

Il.  Resumen del Proyecto de Tesis (Debe ser suficientemente informativo, presentando
-igual que un trabajo cientifico- una descripcién de los principales puntos que se
abordaran, objetivos, metodologia y resultados que se esperan)

La estacionalidad afecta la circunferencia escrotal y parametros espermaticos del
semen de carneros ya que el proceso de congelacion- descongelacion, causa un
dafio parcial irreversible de los espermatozoides. El objetivo serd evaluar la
circunferencia escrotal y morfometria espermatica del semen del ovinos criollo.
Se utilizardn dos machos reproductores de raza criolla y el diluyente triladyl. Se
recogeran eyaculados una vez al mes durante tres meses de estacién
reproductiva (mayo, junio, julio) y tres meses en estacion no reproductiva
(setiembre, octubre, noviembre), posteriormente se diluird se congelaran las
muestras de semen y se evaluard la morfometria espermatica al descongelado
de la muestra. Ademas, se registrara las medidas de la circunferencia escrotal
durante los meses arriba descritos. La finalidad de estudio sera conocer si la
estacionalidad influye sobre los parametros reproductivos de ovino criollo y su
impacto en la reproduccion.

Ill. Palabras claves (Keywords) (Colocadas en orden de importancia. Max. palabras:
cinco)

carnero, CASA, estacionalidad, parametros reproductivos

IV. Justificacion del proyecto (Describa el problema y su relevancia como objeto de
investigacion. Es importante una clara definicion y delimitacion del problema que
abordara la investigacion, ya que temas cuya definicién es difusa o amplisima son
dificiles de evaluar y desarrollar)
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La—disponibitidad de métodos eficaces de crioconservacion—para—tos—animates
domésticos ha beneficiado a las industrias de vacuno y lechero desde hace mas
de medio siglo. Sin embargo, el éxito en la criopreservacion de esperma de toro
no se ha trasladado a otras especies de animales de granja, como el carnero
(Salamon & Maxwell, 2000). Asi, los programas de inseminacion artificial con
espermatozoides criopreservados del carnero no satisfacen la demanda de la
industria ovina (Trounson, 1998), como consecuencia de la criopreservacion del
semen del carnero, se produce un dafio parcial irreversible de los
espermatozoides (Purdy et al., 2016), debido a la escasa capacidad de los
espermatozoides de carnero para resistir el proceso de congelacion-
descongelacion (Salamon & Maxwell, 1995) y por tanto, el bajo rendimiento
derivado de su uso, son responsables de la escasa difusion de esta técnica
(Ramoén et al., 2013).

En el carnero, los espermatozoides son sensibles a los cambios extremos de
temperatura durante el proceso de congelacidn-descongelacion, este dafio
depende del efecto combinado de varios factores, incluida la temperatura de
congelacion (Ashrafi et al., 2012), y sufren diversas tensiones (Anel et al., 2006)
y dafos ultraestructurales, bioquimicos y funcionales (Maxwell et al., 1993),
afectando negativamente a la calidad del esperma congelado. En concreto, la
congelacién induce un estrés osmético, una alta produccion de especies reactivas
de oxigeno (ROS), dafios en el ADN del espermatozoide, desestabilizacion de la
membrana espermatica y disfuncion de mitocondrias de los espermatozoides
(Pefia et al., 2004).

Tras la ruptura de la estabilizacién de la célula, se desarrolla un dafio por choque
de frio en la célula que se denomina criolesiéon (Holt, 2000), durante la
congelacién-descongelaciéon y es causada por factores como el choque térmico,
la formacion de hielo (De Leeuw et al., 1993), la deshidratacidn, incrementos en
la concentracién de sales y el choque osmético (Woelders et al., 1997), pero se
ha sugerido que la formacion de hielo intracelular en el espermatozoide es uno
de los principales factores perjudiciales que reducen la viabilidad y la integridad
de la membrana de los espermatozoides congelados-descongelados, y es que la
sensibilidad de la membrana del esperma de carnero, las propiedades
termodinamicas, propiedades de estructurales y los fosfolipidos insaturados
convertidos en membranas de la fase liquida a la fase de gel, lo que no favorece
a los protocolos de congelacion. Como consecuencia, por lo general, no mas del
50% de los espermatozoides sobreviven a la criopreservacion, lo que proporciona
bajas tasas de fertilidad (Watson, 2000).

Por lo tanto en este estudio realizamos la siguiente interrogante de investigacion:
¢Es posible que la estacionalidad afecte pardametros reproductivos como la
circunferencia escrotal y morfometria espermatica del ovino criollo bajo
condiciones de altura?

V. Antecedentes del proyecto (Incluya el estado actual del conocimiento en el &mbito
nacional e internacional. La revisidn bibliografica debe incluir en lo posible articulos
cientificos actuales, para evidenciar el conocimiento existente y el aporte de la Tesis
propuesta. Esto es importante para el futuro articulo que resultara como producto de este
trabajo)

La criopreservaciéon celular se ha convertido en una herramienta indispensable
en biologia. Los materiales bioldgicos pueden conservarse y utilizarse con
seguridad (Ramén et al., 2013), proporcionando un método rentable y eficaz
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para preservar el material -genético durante décadas(Benson—et-al;;2012)La
conservacion y el almacenamiento a largo plazo del semen es un tema de interés
permanente debido al uso extensivo de la inseminacién artificial (IA) y la
influencia de cuestiones como la distancia entre los lugares de recogida e
inseminacion, la transmision de enfermedades y la posibilidad de cubrir un gran
numero de hembras en un corto periodo de tiempo (Ollero et al., 1998). La
aplicacion generalizada de la IA depende en gran medida de la utilizacién de
semen congelado y, por tanto, de la disponibilidad de técnicas que den lugar a
una fertilidad aceptable en un programa de control de la reproduccién selectiva,
esto podria lograrse con métodos que redujeran o detuvieran el metabolismo de
los espermatozoides y prolongar asi su vida fértil. En consecuencia, el
almacenamiento del semen en estado liquido no congelado, utilizando
temperaturas reducidas u otros medios para deprimir el metabolismo de los
espermatozoides (semen refrigerado) y en un estado de congelacién que implica
la conservacion a temperaturas bajo cero (semen congelado) (Salamon &
Maxwell, 2000).

Varios diluyentes como el TRIS, Andromed®, BioXcell®, Triladyl®, Ovipro® y la
leche desnatada se han utilizado ampliamente para la congelaciéon de esperma
de carnero Los espermatozoides de carnero en pajuelas toleran un rango de
congelacién, por lo que la suspension en vapor de nitrogeno liquido (NL) entre -
75 y -125 °C no afecta a la supervivencia de los espermatozoides (Salamon &
Maxwell, 2000). La lecitina de soya puede sustituir con éxito a la yema de huevo
como suplemento para el medio de criopreservacion, sin efectos adversos sobre
la movilidad, la integridad de la membrana y la viabilidad de los espermatozoides
después de la descongelacion, la concentracidén éptima de lecitina en el diluyente
de semen es del 1,5% para la criopreservacion del semen (Salmani et al., 2014).
Los extensores complementados con un 20% de yema de huevo o un 2,0% de
lecitina de soya aumentan significativamente la  actividad de
superoxidodismutasa y disminuyen las actividades de especies reactivas de
oxigeno (ROS) y malondiladehido (MDA) y tienen efectos similares en la
preservacion de los espermatozoides. Por lo tanto, un diluyente a base de lecitina
de soya puede utilizarse como diluyente alternativo a la yema de huevo para la
criopreservacion del semen (Sun et al., 2020). La adiciéon de yema de huevo al
diluyente inicial tuvo un efecto beneficioso sobre el porcentaje de
espermatozoides moviles especialmente tras el enfriamiento rapido del semen a
10 y 5°C y mejord sustancialmente la supervivencia posterior de los
espermatozoides tras la congelacion y descongelacion (Fiser & Fairfull, 1986).
Asi, la yema de huevo de codorniz, gallina criolla y de granja en la
criopreservacion de espermatozoides de carneros optimizan la funcionalidad
plasmatica, incluso la motilidad espermatica a la post-descongelacién (Perez,
2020).

Para aumentar el nivel productivo y, por lo tanto, la eficiencia de los sistemas de
produccion ovina, se debe introducir animales probados en su comportamiento
individual o progenie, la ovinocultura nacional requiere herramientas como la
inseminacién artificial por laparoscopia, para poder establecer programas de
mejoramiento genético eficientes. La inseminacion artificial (IA) en ovinos se
inicié a principios del siglo XX en Rusia con semen fresco el cual era depositado
en el fondo de la vaginal, obteniendo muy bajas tasas de fertilidad (5-30 %). Al
perfeccionarse la técnica surge la inseminacion cervical o pericervical con semen
fresco o refrigerado, la cual observa resultados que van del 10 al 60 %, debido
a la diversidad morfoldgica en la anatomia del cérvix en esta especie. Para dar
solucion a dicha situacion se ha desarrollado la técnica de inseminacion
laparoscépica la cual permite un mejor acceso al Utero de los ovinos, asi como la
valoracion de la cavidad abdominal y por lo tanto la optimizacion del semen; los
resultados reportados por dicha técnica indican tasas de fertilidad hasta del 80 %
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(Bucrkelt,2000). La inseminacionartificial-atiempofijo-post-sincronizaciéon—de
celo, con semen refrigerado ovino durante 12 h y una dosis de inseminacién de
300 millones de espermatozoides, permite obtener una prefiez aceptable (38%)
considerando el beneficio de poder transportar semen a largas distancias y su
bajo costo operativo (Naim et al., 2009). Asi mismo luego de un periodo de
refrigeracion de dos horas, la raza del carnero no influye ni determina, en relacién
a las caracteristicas seminales como motilidad individual progresiva e integridad
de membrana (Castro Bedrifiana et al., 2017), de ahi la importancia de poder
refrigerar el semen del carnero.

No obstante, sus resultados en el Peru, hasta ahora tienden a ser insatisfactorios
en ovinos, debido a la baja tasa de fertilidad, este hecho podria deberse a los
dafios ocasionados en los espermatozoides durante el proceso de
criopreservacion, principalmente en la membrana plasmatica y acrosomal del
espermatozoide, reduciendo asi el nUmero de células viables acortando su tiempo
de vida en el tracto reproductivo de la hembra; por lo tanto, tendria una menor
oportunidad de poder fecundar el ovocito (Sandoval, R. 2005). Dado que el
semen de carnero tiene unas tasas muy bajas de
criotolerancia/criosupervivencia, se presta como modelo experimental ideal para
estudiar diversos aspectos de la congelacidon del semen. Resultando necesario,
mejorar los protocolos de criopreservacion del semen de carnero, utilizando
diluyentes que contengan yema de huevo, azucares y glicerol y permitan obtener
una adecuada calidad del esperma de carnero durante la criopreservacién, con
una técnica de congelacién manual que dé lugar a una fertilidad aceptable, para
aplicarlos en los programas de cria.

VI. Hipétesis del trabajo (Es el aporte proyectado de la investigacion en la solucion del
problema)

La estacionalidad no afecta pardmetros reproductivos como la circunferencia
escrotal y morfometria espermatica del ovino criollo bajo condiciones de altura

VII. Objetivo general

Evaluar la circunferencia escrotal y morfometria espermatica del ovino criollo
bajo condiciones de altura.

VIII. Objetivos especificos

Evaluar la circunferencia escrotal del ovino criollo en estacién reproductiva y no
reproductiva.

- Evaluar la norfometria espermatica del ovino criollo en estacion reproductiva y
no reproductiva.

IX. Metodologia de investigacion (Describir el(los) método(s) cientifico(s) que se
empleard(n) para alcanzar los objetivos especificos, en forma coherente a la hip6tesis
de la investigaciéon. Sustentar, con base bibliogréafica, la pertinencia del(los) método(s)
en términos de la representatividad de la muestra y de los resultados que se esperan
alcanzar. Incluir los andlisis estadisticos a utilizar)
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Poblacion y tamaifio de muestra.
Poblacion.

La poblacién estara conformada por lo carneros del plantel, los cuales estan
destinados a la campana de inseminacion artificial del Centro experimental
Chuquibambilla.

Muestra

Se realizara el muestreo no probabilistico por conveniencia, que es una técnica
de muestreo no probabilistico y no aleatorio, debido a la poca cantidad de
carneros destinados a la campana de inseminacién artificial y tomando como
referencia trabajos de investigacion similares, por lo que se utilizaran dos
carneros de la raza criolla con edades de 4 a 6 afios, sexualmente activos y con
buen estado de salud.

Descripcion detallada de los métodos, uso de materiales, equipos o
insumos.

\ a) Diseio de muestreo

De los animales

Se utilizardn dos carneros sexualmente maduros (3 a 6 afos), dos de raza
criolla, de acuerdo a los trabajos de investigacion similares, que se realizaron en
otros lugares. Los carneros seran alimentados con heno de buena calidad y agua
ad libitum.

b) Descripcion detallada del uso de materiales, equipos, insumos,
entre otros.

- Para la evaluacion de la morfometria espermatica

1. Se recogeran eyaculados de los cuatros carneros una vez por mes en
estacion reproductiva (mayo, junio, julio) mediante una vagina artificial a
una temperatura de 40 a 43°C.

2. Se realizard la evaluacion macroscopica del semen colectado,
determinando volumen utilizando las marcas de graduacion del tubo de
recogida.

3. La evaluacién microscopica de la motilidad masal se realizara a través de
un microscopio portatil, previo calentamiento a 38 C y a 40X; la
puntuacion sera en la escala de 0-5.

4. La evaluacién de la concentracién de esperma se evaluard mediante el
método del hemocitometro y la vitalidad mediante la tincién esosina -
nigrosina.

5. La seleccién de las muestras para llevar a cabo el proceso de dilucion para
la congelacidn-descongelacion, sera con aquellas que tengan un volumen
de 1 a 2 ml, con una motilidad progresiva hacia delante superior al 80% y
concentraciones mayores a 2,5 x 10° espermatozoides/ml

6. Después de la evaluacion y seleccion de las muestras se realizara la
dilucién 1:1 a 37°C, mediante dos réplicas, utilizando el diluyente Triladyl,

7. Para el diluyente comercial se preparara afiadiendo 1 vol de Triladyl®
(Minitub, Tiefenbach, Alemania); que consiste en agua bidestilada,
glicerol, tris, acido citrico, fructosa, con antibidticos (espectinomicina,
lincomicina, tilosina, gentamicina) a 3 vol de agua desionizada y 1 volumen
de yema de huevo el dia de la recogida del semen a temperatura ambiente.

8. Una vez diluido se almacenara a 5 °C.

9. Las muestras diluidas, se llevaran inmediatamente al laboratorio de
Biotecnologia de la Reproduccion de la Estacion experimental IVITA-
Marangani, a temperatura ambiente, para la evaluacién de la morfometria
espermatica mediante el sistema CASA.

10. Posterior a la evaluacion se completara la dilucién para obtener una dosis
de 400x10%espermatoxoides/ml (Murawski et al., 2015), las muestras
diluidas se aspiraran en pajillas de 0.25 ml y se sellaran con alcohol
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poliviniticoenpotvo.

11.Las muestras se procesaran mediante el siguiente protocolo de
congelacién: Las pajillas se transferiran al refrigerador y se mantendran a
5°C durante 3 horas, luego se congelaran en vapor de nitrégeno liquido, a
4 cm por encima del nitréogeno liquido, durante 15 minutos y se sumergiran
en nitrégeno liquido (Bucak et al., 2007).

Descongelacion del semen y evaluaciéon de la morfometria espermatica
Las pajillas se descongelaran individualmente a 37°C durante 20 s en un bafio
maria, para evaluarla la morfometria espermatica mediante el sistema CASA
después de la congelacién.

Para la evaluacion de la circunferencia escrotal

- Se medira la circunferencia escrotal con una vincha antes de cada colecta
de semen

Analisis estadistico

La circunferencia escrotal y morfometria espermética se analizardn mediante el
paquete SPSS, version 15.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Los analisis
estadisticos se realizaran con pruebas paramétricas y no paramétricas.
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XI. Uso de los resultados y contribuciones del proyecto (Sefialar el posible uso de los
resultados y la contribucién de los mismos)

Al conocer el efecto de la estacionalidad en reproductores machos de ovinos
criollos, se podran plantear biotecnologias reproductivas en diferentes estaciones
reproductivas

XIl. Impactos esperados

i. Impactos en Ciencia y Tecnologia

Conocimiento de la fisiologia reproductiva del ovino criollo en nuestra
area geografica en condiciones de altura.

ii. Impactos econémicos

Mayor obtencion de numero de crias al aplicarse biotecnologias
reproductivas con el uso de machos probados y sin efecto estacional

iii. Impactos sociales

‘ Mejor conocimiento del desempefio reproductivo del ovino criollo.

iv. Impactos ambientales



i
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Implementacion de sincronizacion de celo utilizando el efecto macho en
cualquier época del afno, sin el uso de hromonas.

XII.

Recursos necesarios (Infraestructura, equipos y principales tecnologias en uso

relacionadas con la tematica del proyecto, sefiale medios y recursos para realizar el

proyecto)

- Camara

- Vincha
- Pajillas

de neubauer

- Dilutor triladyl
- Equipo CASA

- Nitrégeno liquido

- Equipo de colecta de semen
- Tubos falcon

XIV. Localizacién del proyecto (indicar donde se llevara a cabo el proyecto)

El trabajo de muestreo en campo se realizard en el Centro de Investigacién y
Produccién Chuquibambilla, perteneciente a la Universidad Nacional del Altiplano,
dirigida por la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, ubicado en el distrito
de Umachiri, provincia de Melgar, region de Puno a 156km de la ciudad de Puno,
geograficamente se encuentra sobre las coordenadas 13°47°37”, latitud sur y
70°47 50", longitud oeste a 3974 m.s.n.m. Se caracteriza por presentar un clima
frio templado, la zona presenta una temperatura maxima de 20.4°C en el mes
de diciembre y una temperatura minima de -18.4°C en el mes de junio, con un
promedio anual de 8°C, la humedad relativa promedio anual es de 53% (maxima
81%, minima 18%); presentando una precipitacion pluvial anual promedio de
659mm (SENAMHI, 2016).
El trabajo de analisis en laboratorio se realizard en la estacion experimental
IVITA-Marangani perteneciente a la Universidad Nacional Mayor de San Marcos

XV. Cronograma de actividades

Actividad

Trimestres

m
-n

AlM|J

J A

Planificacion del proyecto

Seleccion de animales

Suplementacién de los animales

Muestreo y entrenamiento

Colecta de semen

Evaluacion de circunferencia escrotal

Evaluacién de morfometria espermatica

XXX
XXX
XXX
XXX
XXX
XXX

Redaccion de articulo

XXX | X

XVI.

Presupuesto

Descripcion

Unidad de medida

Costo
(S1.)

Unitario

Cantidad

Costo total (S/.)

Vagina artificial

Unidad

500

S/. . 1000.00

Fundas de latex

Unidad

80

S/.  320.00

Vaso colector

Unidad

60

S/.  240.00

@




de vidrio

Tubos falcén Bolsa 500 1 S/, 500.00
rajiles de 051 ynigad 1,00 100 S/ 100.00
Alcohol grs 150.0 200 S/, 150.00
polivinilico
Microscopio | }igaq 500.0 1 S/ 500.00
portatil
Agua
bidestilada Frasco 25 5 S/, 125.00
Nitrégeno Kg. 25.00 S 200.00
liquido
Papel toalla Unidad 10.00 S/.  80.00
Laminas
portaobjeto  y | Caja 10.00 4 S/, 40.00
cubreobjeto
Papel aluminio | Rollo 10.00 4 S/, 40.00
Agitador Unidad 500 1 S/ 500.00
magnético

S/. 3795.00




