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RESUMEN

El siguiente trabajo de titulacion con la modalidad de desarrollo comunitario tiene
como objetivo principal el asesoramiento técnico para la adquisicion de reactivos y
materiales para la congelacién de semen en diferentes especies en el laboratorio
de reproduccion de la Facultad de Ciencias Veterinarias. Para que esta tesis se
pudiera realizar se obtuvo 1 diluyente de semen bovino OPTIXCELL IMV, pajuelas
vacias IMV 0.50 CC x unidad, canuto para globet de inseminacion 9.2/10 MM,
destilador de agua 4 litros 220v y accesorios, micropipeta vv 20-200 UL GP y soporte
universal de micropipetas 8pts. La aportacion de estos materiales/equipos
cumpliran un rol importante en la congelaciéon del semen utilizados para la
inseminacioén artificial que se llevara a cabo en el laboratorio de biotecnologias
reproductivas de la FCV cuyo objetivo principal es proporcionar el conocimiento
necesario a los futuros estudiantes para que desempefien funciones de manera

satisfactoria.

Palabras clave: Semen, Congelado, Reactivos



SUMMARY

The following degree work with the modality of community development has as its
main objective the technical advice for the acquisition of reagents and materials for
the freezing of semen in different species in the reproduction laboratory of the
Faculty of Veterinary Sciences. In order for this thesis to be carried out, 1
OPTIXCELL IMV bovine semen extender, IMV empty straws 0.50 CC x unit, canute
for insemination globet 9.2/10 MM, water distiller 4 liters 220v and accessories,
micropipette vv 20-200 UL GP and universal micropipette holder 8pts were obtained.
The contribution of these materials/equipment will play an important role in the
freezing of semen used for artificial insemination to be carried out in the laboratory
of reproductive biotechnologies of the FCV whose main objective is to provide the
necessary knowledge to future students to perform functions in a satisfactory

manner.



l. INTRODUCCION

Se tiene como registro que la primera reproduccion asistida y realizada con éxito
fue realizada en un canino en el afio de 1785 por el biélogo Spallanzani, aunque se
le reconoce a Seager como la primera persona en usar con éxito el semen
congelado. En la actualidad la inseminacion artificial (IA) se ha ido transformando
en una técnica de reproduccion bastante extendida y muy aceptada. Se la puede
llevar a cabo por varias razones, para prevenir infecciones, para lograr la mejora

genética de diferentes especies, entre otras mas (Hoffmann & Schuler, 2014).

En el afio de 1899 Rusia se convierte en el primer pais en utilizar de manera
intensiva la 1A debido a que sus ganados presentaban baja tasa de fertilidad y
calidad, gracias a ello pudieron desarrollar nuevas técnicas para recolecciéon y
dilucion del semen en bovinos (Giraldo, 2007). Por otra parte, a mediados de la
década del 40 en América Latina se introduce la practica de 1A y hoy por hoy en
Ecuador es un método muy garantizado en ganaderias especializadas y en

ganaderias de doble propdsito (Martinez & Pefia, 2016).

Los mismos autores manifiestan que al igual que otras técnicas de reproduccion
asistida, la IA necesita una seleccion de los espermatozoides eyaculados antes de
la realizacion del tratamiento. De hecho, algunos componentes del liquido seminal
pueden convertirse en un obstaculo para la fecundacién cuando se realiza la

fecundacion in vitro o la inseminacion intrauterina.

Se utilizan diferentes técnicas para preparar los espermatozoides para la IA, pero la
eleccion depende en gran medida de la calidad del semen, es decir, de la
concentracion, la motilidad y la morfologia, con el fin de obtener el mayor niumero
de espermatozoides buenos, incluso de los sémenes mas pobres (Philip, 2013). Las
principales técnicas de preparacion de los espermatozoides consisten en la
migracion, la centrifugacion en gradiente de densidad y las técnicas de filtracion
(Ahmed, 2018).



Aunque la IA es la herramienta poderosa para la deteccion y el manejo de los
méritos genéticos, tiene desventajas y limitaciones si no seguimos el procedimiento
correcto. Entonces tenemos que detectar el estro correctamente, inseminar
oportunamente y tenemos que seguir los procedimientos correctos de preparacion
del semen para obtener resultados satisfactorios (Ahmed, 2018). Es por eso que en
este trabajo daremos intervencidn a los materiales y reactivos que se utilizan para
conservar el semen en diferentes especies y de esta manera poder ser usado en la
reproduccion asistida. Esperando que la informacion sirva de mucha ayuda para
tener mas conocimiento sobre los equipos del laboratorio de biotecnologias
reproductivas de la FCV de la Universidad Técnica de Manabi.



l.  LOCALIZACION
El presente trabajo se lo realizara en las instalaciones del laboratorio de
biotecnologia reproductiva de la Facultad de Ciencias Veterinaria de la Universidad
Técnica de Manabi, ubicada en la Parroquia Lodana, cantén Santa Ana, Provincia
de Manabi, Ecuador.

CARACTERISTICAS CLIMATOLOGICAS.

Pluviosidad media anual: 682,50 mm.

Heliofania media anual: 1.354 horas luz.

Temperatura promedio anual: 25.39°C.

Evaporacion media anual: 1.625,40 mm (Cedefio, 2019).

N\

Figura 1.- Localizacion del area de trabajo.



I. FUNDAMENTACION

El asesoramiento técnico para la adquisicion de reactivos y materiales para la
congelacién de semen de diferentes especies en el Area de produccion de la
Facultad de Ciencias Veterinarias, manifestara una gran aportaciéon para los
estudiantes de la Carrera de Medicina Veterinaria. La obtencion tanto de reactivos
como de materiales que se utilizaran en la congelacion del semen es el motor
principal para que el programa pueda dar inicio, ya que la falta de estos productos

impedira el objetivo principal del mismo que es la congelacién del semen.

2.1. Diagnostico de la comunidad
La Escuela de Medicina Veterinaria, es una institucion académica de ascendencia
sobre todo en el campo investigativo, con muchos campos por explorar. El Area de
reproduccion cuenta con una amplia extension de terreno, suficiente para
implementar un area destinada a la construccién de un laboratorio de reproduccion.
Es por esto que se propone ejecutar el asesoramiento técnico para la adquisicion
de reactivos, ya que una vez efectuada la obra de construccion del laboratorio es
importante contar con estos implementos que son necesarios para realizar las

respectivas practicas en el laboratorio que permitiran la congelacién del semen.

2.2. Identificacién de problema
Una de las areas que tiene gran desarrollo en la carrera de Medicina Veterinaria y
Zootecnia es en la reproduccién. Sin embargo, la Facultad de Ciencias Veterinaria
no cuenta con una infraestructura de laboratorio destinado exclusivamente a las
biotecnologias reproductivas. Es por ello que surge la necesidad de implementar un
laboratorio con todos los equipos y materiales necesarios, lo cual permitira que las
nuevas generaciones de profesionales puedan adquirir el conocimiento adecuado
basado en la conservacion de semen en diferentes especies, ya que la ciencia
acompafada de la practica es lo que forma a los verdaderos profesionales capaces

de desenvolverse en las diferentes areas de trabajo.



La necesidad de este asesoramiento basado en la adquisiciobn de reactivos y
materiales para la congelacion de semen en diferentes especies, aumentara el
desarrollo y capacidad de los estudiantes en la realizacion de practicas. Ademas,
podran realizar pasantias aquellos estudiantes de la Facultad que estén interesados

en esta area.

2.3. Priorizacion del Problema
La principal prioridad de las instalaciones en el Area de produccion de la Facultad
de Ciencias Veterinarias es contar con la infraestructura 6ptima del laboratorio y a
partir de esto proceder con el asesoramiento técnico para la adquisicion de los
reactivos y materiales, que faciliten el desempefio para la congelacion de semen en

las diferentes especies.

El laboratorio de reproduccion también se aprovecharia para realizar practicas
estudiantiles y pasantias pre-profesionales donde los estudiantes podran ejecutar
lo aprendido en el aula de clases, buscando elevar el nivel académico de los futuros

profesionales de nuestra alma mater.



.  JUSTIFICACION

La importancia de contar con un laboratorio que se dedique al estudio de la
reproduccion asistida ofrecerd varias ventajas, sobre todo para que los futuros
estudiantes puedan aprender de manera eficaz los procedimientos que se llevan a
cabo en la Inseminacion Artificial. Es de mucha importancia no solo para los
estudiantes sino también para la institucion ya que con la implementacion de este
laboratorio se pretende que la Universidad obtenga mayor reconocimiento en las

practicas de campo.

Al contar con un laboratorio de biotecnologias reproductivas es necesario contar
con materiales para la conservacion del semen, estos incluyen; micropipeta,
destilador de agua, diluyente de semen, pajuelas y canuto para globet de
inseminacion. Estos materiales son muy importantes ya que con ellos se va a lograr
la congelacion del semen que sera utilizado en la Inseminacion Artificial. Con la

implementacion de este laboratorio se justifica nuestro tema de tesis comunitaria.



4.1.

4.2.

IV. OBJETIVOS

Objetivo General

Asesorar de manera técnica la adquisicion de reactivos y materiales para

la congelacién de semen en diferentes especies.

Objetivos Especificos

Adquirir los reactivos y materiales que se utilizaran en la congelacion del
semen.
Demostrar el funcionamiento de los materiales que se implementaran en

el laboratorio.

Resaltar la importancia del diluyente en el proceso de congelacion del

semen.



V. MARCO DE REFERENCIA

5.1. Inseminacién artificial

La IA se utiliza en diferentes especies animales para la reproduccién selectiva, la
mejora genética, la superacion de la infertilidad y la conservacion (Alvarez &
Restrepo, 2006). Se ha utilizado ampliamente para la cria de ganado lechero como
la practica de gestion mas valiosa disponible para el productor de ganado y ha
puesto toros de alto mérito genético para caracteristicas importantes, especialmente
la produccion de leche, en donde el semen se recolecta, se criopreserva, se
almacena indefinidamente, y se utiliza para criar miles de animales con las mismas
caracteristicas. Hoy en dia, muchos toros producen suficiente semen para 40.000
unidades de cria en un afio (Mendoza & Zambrano, 2017).

Foote, et al, (2020) aluden que méas alla del progreso genético, la IA ayuda a prevenir
las enfermedades de transmisién sexual y, al clasificar los espermatozoides que
contienen cromosomas X e Y, ha hecho de la preseleccion del sexo de los terneros

una realidad préctica.

5.2. Historia de la Inseminacién Artificial
Segun Alvarez & Restrepo, (2006), la historia de la IA es interesante porque los
antiguos documentos arabes, fechados en torno al afio 1322, indican que un jefe
arabe queria aparear su yegua mas preciada con un semental destacado que era
propiedad de un enemigo. Introdujo una varita de algodoén en el tracto reproductivo
de la yegua, y luego la utiliz6 para excitar sexualmente al semental haciéndole

eyacular. El semen se introdujo en la yegua dando lugar a la concepcion.

Por otra parte, Giraldo (2007), da a conocer que la primera inseminacion exitosa fue
realizada por el fisidlogo y sacerdote italiano Abbe Lazzaro Spallanzani (1780) en
una perra que pari6 tres cachorros 62 dias después. El mismo autor menciona en
su investigacion que en el afio de 1899, Ivanoff, de Rusia, fue pionero en la
investigacion de la IA en aves, caballos, ganado vacuno y ovejas, y al parecer fue

el primero en inseminar artificialmente al ganado vacuno con éxito.



Ivanoff es la persona que tiene mayor influencia en el avance de esta tecnologia y
su difusion a otras partes del mundo. Consecutivamente, hubo grandes aportes para
mejorar el campo de la inseminacion; entre los cuales esta la invencién de la vagina
artificial en Italia por Amantea en 1914, el uso de diluyentes para el semen desde
1930, lo cual permitié prolongar el tiempo de uso del semen. Finalmente, en 1952,
se logré congelar el semen de toro, extendiendo asi la vida util de los
espermatozoides de forma indefinida (Sanchez, et al, 2019).

Martinez & Pefa, (2016) mencionan que en la década de los 40 se introduce por
vez primera la préctica de reproduccion asistida en América Latina, no existe
informacion de cuando Ecuador comienza a utilizar este método de reproduccion,
sin embargo, se cree que fue a mediados o inicios del afio 1944 donde Colombia

iniciaba la IA en vacas con semen fresco.

5.3. Recoleccion y conservacion del semen
Rueda, (2011) menciona que la recoleccion y evaluacion de semen nos permite

verificar la muestra para lo siguiente:

Volumen: el volumen recolectado afecta la fertilidad ya que un volumen menor

puede contener menos espermatozoides.

Claridad: los espermatozoides hacen que el semen parezca lechoso. Si el semen
recolectado es completamente transparente, hay muy pocos espermatozoides

presentes.

pH: es la acidez / alcalinidad relativa del semen. Un valor que esté significativamente
fuera del rango normal puede ayudar al médico a identificar las causas subyacentes

de la infertilidad.

Motilidad progresiva hacia adelante (PFM). se expresa como un porcentaje. Se
coloca una gota del semen en un portaobjetos calentado y se examina bajo el
microscopio. PFM es un porcentaje estimado de los espermatozoides visibles que

avanzan de manera coordinada. Esto es a diferencia de los que no se mueven o



simplemente se mueven en su lugar. Solo los espermatozoides con buena movilidad

progresiva hacia adelante podran fertilizar un 6vulo.

Velocidad: los espermatozoides con PFM se puntlan en una escala de 1 a 5 en
cuanto a velocidad. Es posible que los espermatozoides de movimiento lento no

puedan fertilizar un 6vulo.

Recuento: el recuento de espermatozoides se mide como una concentracién de
espermatozoides por mililitro de semen y como un recuento total del volumen total
de semen recolectado. Los perros con recuentos de espermatozoides bajos tienen

una fertilidad reducida.

Morfologia: la morfologia se refiere a la apariencia fisica de cada espermatozoide.
Las células se tifien y se examinan al microscopio. Los espermatozoides se cuentan
hasta 100, manteniendo el recuento del numero de formas normales frente a
anormales. Las células de forma anormal se clasifican por tipo y esto puede ser muy
atil para determinar la causa de la infertilidad. Ademas, se anotan las células que

no son espermatozoides, como los glébulos blancos o los glébulos rojos.

Se recomienda la evaluaciéon del semen antes de cada reproduccion importante,
especialmente si nunca se ha realizado antes, el macho nunca ha engendrado una
camada, el macho no ha sido criado recientemente o si esta planeando congelar el
semen. Si no se ha recolectado o reproducido un macho en muchos meses, la
calidad del semen se puede mejorar recolectando algunas veces durante un par de
semanas (Gomez, 2015).

Se sabe que el semen consiste en una suspensidn de espermatozoides
almacenados en los epididimos que, en el momento de la eyaculacion, se mezcla
con las secreciones de las glandulas accesorias. Estas glandulas son
principalmente la prostata y las vesiculas seminales, mientras que las glandulas
bulbouretrales y los epididimos representan solo la contribucion menor del

eyaculado. Dos fracciones principales estan presentes en el liquido seminal; el
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primero es prostatico, rico en espermatozoides. La ultima fraccion del semen

consiste en la fraccion vesicular, menos rica en espermatozoides (Philip, 2013).

El mismo autor manifiesta que el aparato de recoleccion de semen y la muestra
recolectada deben mantenerse a 37 ° C hasta que se complete el procesamiento.
Debe evitarse la presencia de agentes espermicidas potenciales como detergentes,
algunos geles, lubricantes, latex, suciedad y bacterias. Los métodos mas utilizados
son; coleccion con la vagina artificial, masaje transrectal y el uso de la estimulacion

eléctrica por via rectal.

5.4. Métodos de recoleccion de semen

5.4.1. Vagina artificial
Las vaginas artificiales (AV) son utilizadas para la recoleccion de semen en muchas
especies, principalmente bovinos y equinos, pero también ovejas, cabras, conejos
e incluso gatos. Un AV utiliza estimulacion térmica y mecénica para estimular la
eyaculacién; esta compuesto por un tubo con un revestimiento exterior de goma que
retiene el agua, dentro del cual se coloca un revestimiento interior que se lubrica
justo antes de su uso. El revestimiento exterior se llena y se presuriza un poco con

agua a 42-48 grados Celsius (Diaz & Lopez, 2018).

Para recolectar el semen, se permite que el macho se monte y el pene se desvia
hacia la AV donde eyacula. Es mejor permitir que el macho introduzca el pene en la
AV en lugar de intentar deslizar el AV sobre el pene. Lo que monte el macho
depende de su especie y temperamento. Aunque una vagina artificial puede
proporcionar una condicion que imita el tracto reproductivo femenino y se sabe que
proporciona mejores resultados en algunas especies, la aplicacion puede enfrentar
obstaculos en el campo. Mediante esta técnica el macho que eyacula desarrolla
totalmente la cadena de reflejos y la mecanica del coito fisioldgico, aunque no exista

penetracién ni eyaculacion en la vagina de una hembra (Gomez, 2015).
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5.4.2. Masaje transrectal

Este método consiste, en esencia, aplicar un masaje longitudinal repetitivo hacia
delante y atras, principalmente sobre la terminacion de los canales deferentes, de
las vesiculas seminales y de la regién de la préstata, introduciendo la mano vy el
antebrazo en el recto del animal. Ocasionando que el semen fluya hacia la uretra
pélvica. Al iniciarse la pulsacién del musculo uretral, el masaje debera continuar en
sincronia con las pulsaciones que otra persona recoge con una probeta de vidrio
(Ahmed, 2018).

Aquellos reproductores que han tenido un adecuado descanso sexual, son déciles
y se manejan con calma, son buenos candidatos para esta técnica. También se
recomienda en animales que posean lesiones dolorosas en cuartos posteriores Esta
técnica requiere dos personas, una para efectuar el masaje rectal y otra para
colectar el semen. El toro se ubica y mantiene en una manga o prensa. Después de

remover completamente las heces del recto (Anchatufia, 2017).

El mismo autor argumenta que, esta técnica posee algunas desventajas que
incluyen; irritacion de la mucosa rectal, falta de protrusion del pene que resulta en
muestras contaminadas desde el prepucio, la necesidad de una segunda persona
para la coleccion de la muestra y la dificultad de estimular machos excitados o de

mal caréacter.

Tiene ademas el inconveniente, de requerir de un operador con gran destreza en
palpacioén por via rectal del tracto reproductivo de los toros. La libido y la capacidad
de apareamiento no son evaluadas con esta técnica, las muestras pueden
contaminarse y el volumen y la concentracion de semen obtenido son muy variables
(Anchatufia, 2017).

5.4.3. Estimulacion eléctrica por via rectal
Para la extraccion de semen por electroeyaculador se recomienda tener una manga
de 76 cm de ancho que puede albergar a la mayoria de los animales grandes. Se

debe colocar detras del individuo un poste fuerte a una altura ideal entre 71y 76 cm
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y otro a 30 cm del suelo como corrector durante el procedimiento, dado que es
posible que los animales pierdan el equilibrio. Si es posible los animales deben estar

parados libremente y la manga debe tener un buen piso (Cabodevil, 2015).

Los animales que son agarrados de la cabeza, comiunmente se arrodillan y luego
durante la electroeyaculacion se echan, y en estos casos un cinturén por debajo del
térax puede ser de utilidad. Es muy importante destacar que la cantidad de
estimulaciéon debe ser estimada a través de las respuestas del animal y no
prestando atencién al voltaje del equipo. La primera estimulacién debe ser pequefia
hasta que el macho demuestre una minima respuesta (Giraldo, 2007).

Las estimulaciones sucesivas deben ir siendo incrementadas, con una duracion de
uno o dos segundos y luego discontinuarse por medio segundo antes de comenzar
con la siguiente estimulacién. El fluido preseminal no debe recolectarse porque
diluye el eyaculado y puede originar falsos resultados. Cuando éste comienza a
tornarse mas opaco y espeso comienza la coleccién en el cono o tubo de

examinacion colocado directamente en el pene (Cabodevil, 2015)

5.5. Congelacion del semen
La congelacién del semen es una técnica muy antigua y que tiene mucha influencia
en el proceso de la inseminacion artificial. Es importante mencionar que el
enfriamiento del espermatozoide es un procedimiento sencillo que ha logrado
extender el tiempo de viabilidad del espermatozoide, al disminuir su tasa metabdlica
y de esta manera alargar la conservacion del semen mediante la disminucién del

porcentaje de sustratos empleados y la produccién de toxinas (Rivera, 2021).

En 1776 Lazzaro Spallanzani, observd que al enfriar el semen en la nieve durante
30 minutos se volvian inactivos, pero se podian reactivar nuevamente. La reduccion
de la temperatura se utilizé para deprimir la actividad metabolica y asi prolongar la
vida del espermatozoide. En los comienzos del siglo XX, el investigador ruso Ivanov

logro inseminar alrededor de 500 yeguas (Giraldo, 2007).
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Existen algunos factores que provocan ciertos cambios morfoldgicos y funcionales

en la célula espermética durante este proceso tecnoldgico tales como:

A). Shock Térmico: El shock térmico en bovinos es el conjunto de alteraciones que
los espermatozoides sufren cuando son sometidos a un enfriamiento réapido
pasando de 20°C a 5°C. Estas alteraciones estan representadas por la disminucion
de la se actividad metabdlica de los espermatozoides y la pérdida rapida de
motilidad; la alteracién del tipo de motilidad con un movimiento retrogrado y circular,
reduccion del metabolismo, lesion del acrosoma y de la membrana plasmatica

acompafiada de pérdida de los componentes intracelulares (Anchatufia, 2017).

De acuerdo diversos estudios, se comprobd, que cuando los espermatozoides estan
alterados los iones Na+ y Ca++ entran en las células espermaticas y son retirados
por medio de transporte activo. A 5°C la permeabilidad del Ca++ crece
significativamente superando la capacidad de eliminacion de los iones por medio de
las bombas de Ca++ de esta forma, el Ca++ se acumula en el espermatozoide

alcanzando niveles toxicos (Carpio, 2015)

B). Estrés Osmoético y Formacién de Cristales de Hielo: Otras alteraciones o
fendmenos que ocurren en el proceso son el choque térmico y la formacion de
grandes cristales de hielo intracelular. Estos procesos ocurren si la curva de
congelacién es muy rapida, lo que genera la deshidratacion progresiva de la célula.

C). El estrés oxidativo: Este fendmeno e inducido por la formacion de cristales de
hielo estd asociado a los cambios en la presiébn osmética de la fraccion no
congelada. Cuando una solucién es enfriada por debajo del punto de congelacién
los cristales de hielo se enuclean y el agua pura se cristaliza formando hielo, los
solutos permanecen disueltos en la fraccion de agua liquida y por lo tanto la presion
osmotica de la solucidbn aumenta. La proporcion de agua cristalizada como hielo y
la presién osmotica de la solucion restante depende de: la temperatura, la velocidad

de descenso de la misma y el volumen de la fraccion no congelada (Ribeiro, 2014).
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El estrés oxidativo en los espermatozoides consiste en el dafio de los componentes
estructurales y fisiolégicos que surgen en ellos cuyo efecto estd4 directamente
relacionado con la disminucién de la sobrevivencia y capacidad fecundante
(Velasco, 2008). El estrés oxidativo es provocado por la formacion de gran cantidad
de especies reactivas al oxigeno (ROS) o moléculas que contienen radicales libres,
las cuales se hacen presentes durante el manejo y manipulacion del eyaculado,

comprometiendo la viabilidad de los espermatozoides (Cedefio, 2019).

Las membranas de los espermatozoides contienen alto porcentaje de acidos grasos
poliinsaturados y baja concentracion de enzimas protectoras de las formas toxicas
del O2 (catalasas, dismutasas, peroxidasas y glutation reductasas) y glutation
reductasas) esta relacion entre acidos grasos insaturados y enzimas protectoras
convierte a los espermatozoides en células muy sensibles a las peroxidaciones por
ROS (Gomez, 2015).

Los principales ROS que se conocen y que tienen relacién con la funcionalidad
espermética son: anion superoxido (0O2-), peréxido de hidrégeno (H202, precursor
de radical) y la mayoria de radicales hidroxilos (-OH); cuya presencia en el ambiente
espermatico se relaciona con el aumento de espermatozoides muertos (Valverde,
2018).

Ribeiro (2014), menciona que la susceptibilidad al estrés oxidativo varia entre las
especies, los individuos y eyaculados por lo tanto la incidencia y severidad del dafio
oxidativo también varian. Cuando el semen se manipula para su uso en
inseminacioén artificial se expone al oxigeno y varios pasos de su procesamiento
pueden conducir a la produccion de ROS y la reduccion de las defensas
antioxidantes. El lavado y dilucién por ejemplo puede retirar o reducir la proteccién
antioxidante proporcionada por el plasma seminal. Todos estos factores pueden
contribuir a aumentar el dafio oxidativo de los espermatozoides en el semen

manipulado.
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5.6. Criopreservacion del semen
La criopreservacion consiste en utilizar el frio extremo para disminuir las funciones
vitales de una célula o un organismo y poderla mantener en condiciones de "vida
suspendida” durante mucho tiempo, ademas garantiza que los espermatozoides

puedan ser conservados (Rivera, 2021).

La criopreservacion de semen es actualmente la Unica alternativa para preservar el
potencial reproductivo. El semen después de refrigerado a 5-8°C sobrevive por entre
24 y 48 horas e incluso mas horas sin que haya disminucion del porcentaje de
fertilidad (Diaz & Lopez, 2018).

Ademas, mencionan que proceso de congelacién y descongelacion afecta la
integridad de la membrana plasmética y acrosomal por lo tanto la funcionalidad de
los espermatozoides. También suele ocasionar dafios irreversibles y causar muerte
celular e infertilidad. El éxito de la criopreservacion esta supeditado a factores tales
como tipo de diluyente, tasa de descongelacion y empaque, variacion individual del

reproductor, crioprotector y tasa de enfriamiento.

5.7. Protocolos de criopreservacion
Existe mucha informacién sobre los protocolos de criopreservacién de semen en
bases de datos, pero esta se encuentra muy dispersa ya que existen protocolos
para diferentes especies y para cada especie también muchas variaciones tanto en

materiales como en metodologia (Machado, et al, 2020).

Los mismos autores argumentan que al referirse a la velocidad de enfriamiento y
descongelacién los métodos de congelacion pueden clasificarse en protocolos de
congelacion lenta con descongelacion rapida, congelacibn rapida con

descongelacion lenta, congelacion ultrarapida y vitrificacion
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5.8. Reactivos y materiales para la congelacion de semen

5.8.1. Pajuelas vacias
Las pajuelas de inseminacion artificial son pajillas de plastico cuya funcién principal
es la de almacenar el semen recolectado. Este semen puede ser fresco o congelado

en nitrégeno liquido (almacenamiento criogénico).

Se introdujeron por primera vez en Dinamarca en 1940. Durante la década de 1960,
Robert Cassou de Francia introdujo una pajita de cloruro de polivinilo de tamafo
mediano con un diametro de 2,8 mm (0,11 pulgadas) y un volumen de 1/2 cc que
reemplazé una pajita mas grande con un didmetro de 4,2 mm (0,16 pulgadas) y un
volumen de 1/2 cc. En 1968, Cassou introdujo la pajita de 1/4 cc que sigue
utilizdndose en la actualidad. En los Estados Unidos, las ampollas de vidrio fueron
reemplazadas por la pajita francesa a principios de la década de 1970 (Stevenson,
2018).

El mismo autor sefiala que en la década de 1970, las organizaciones comerciales
de IA en Europa y Canadéa adoptaron la pajita de 1/4 cc de diametro mas pequefio,
mientras que las organizaciones de IA en los EE. UU. Y la mayoria de los paises de
América Latina optaron por usar la pajilla de 1/2 cc. Esta divergencia tecnolégica
entre paises se bas6 en gran medida en el grado de variacién percibido en las
habilidades, la capacitacion y la competencia de los inseminadores en cada pais

respectivo.
Primacias del tamafio de la pajuela

O'Connor, (2016) menciona que la pajita francesa de 1/4 cc se ha estudiado y
comparado a fondo con la de 1/2 cc durante aproximadamente 50 afios. La
comparacion de los méritos relativos de las pajitas de 1/4 y 1/2 cc revela al menos

tres diferencias evidentes:

1. La pajita de 1/4 cc requiere menos diluyente para llenarla y menos espacio
para almacenarla, reduciendo potencialmente los costes de produccion,

almacenamiento y envio.
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2. La pajita méas grande de 1/2 cc es mas facil de manejar, més facil de leer, y
puede o no sufrir menos roturas durante el almacenamiento.
3. La pajita de 1/4 cc responde a los cambios de temperatura mas rapidamente

que las pajitas de 1/2 cc (mas sujetas al choque de frio).

La fertilidad del ganado inseminado con semen congelado-descongelado envasado
en pajillas de 1/4 o 1/2 cc también ha sido objeto de investigacion durante mas de
40 afos, a menudo con resultados, conclusiones e interpretaciones contradictorias
(O'Connor, 2016).

5.8.2. Micropipeta
La micropipeta es un instrumento de recoleccién de sustancias, un tipo de pipeta,
porque esta especialmente disefiado para recolectar muestras pequefias. Suele
estar fabricado en vidrio, aunque el resto de partes que lo componen son de plastico,
y tiene una escala para controlar el volumen de la sustancia. Fue inventado en 1957
por Heinrich Schnitger, un médico aleman que trabajaba en la Universidad de
Marburg. La micropipeta consta de una jeringa con un piston de resorte y un piston
coaxial para garantizar la estanqueidad, y tiene una punta de plastico extraible. Al
principio, la punta se disefié con teflon, pero luego se redisefid con polipropileno

para hacerla mas econdémica de producir. (Sella, 2014).

5.8.3. Destilador de agua
Un destilador de agua es una maquina que purifica el agua eliminando mas del
99,9% de los contaminantes, incluidos productos quimicos, metales pesados,
microorganismos y sedimentos. Si bien el disefio puede variar, un destilador de
agua tipico consta de una cadmara de ebullicién, un sistema de enfriamiento y un

tanque de almacenamiento separado (Fryer, 2015).

Campbell,( 2021) da a conocer que el funcionamiento de un destilador de agua es

bastante simple.
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e Se agrega agua a la camara de ebullicién y la maquina se conecta a una
fuente de alimentacion y se enciende. La camara de ebullicion luego se
calentara hasta el punto de ebullicion del agua.

e El agua se evapora en vapor y sube al sistema de enfriamiento. Aqui,
pasa por un pasillo en pendiente, donde se condensa y gotea en un
recipiente limpio.

e La mayoria de los contaminantes no tienen el mismo punto de ebullicion
qgue el agua. Eso significa que cuando el agua se calienta en la camara
de ebullicion, los contaminantes no pueden evaporarse junto con las
particulas de H20.

e Se dejan en la cdmara de ebullicion y, una vez finalizado el proceso de

destilacion, se eliminan cuando se lava la camara.

Tiene un recipiente de ebullicion con un elemento calefactor en la parte inferior. Esto
hace que el agua hierva y comience a hervir a fuego lento. Esta accién elimina
cualquier bacteria o virus presente. Curiosamente, hervir es la forma mas eficaz de
eliminar los contaminantes bioldgicos. El vapor producido es agua pura. Luego pasa
a los tubos de condensacion en la parte superior del destilador. Los tubos de acero
inoxidable a través de los cuales pasa el vapor tienen aletas metdlicas que salen de
ellos y un ventilador que sopla aire a traves de ellos. Esto enfria el vapor de nuevo
en agua. En esta etapa, ahora hemos purificado el agua con practicamente todos

los contaminantes quimicos eliminados (Campbell, 2021).

5.8.4. Diluyente para conservacion del semen
Torres, et al, (2014) mencionan que para la conservacion del semen se utilizan
diluyentes, que son soluciones acuosas que permiten aumentar el volumen del
eyaculado hasta alcanzar las dosis necesarias, preservando las caracteristicas

funcionales de los espermatozoides y manteniendo el nivel de fertilidad adecuado.

Para que el diluyente cumpla con su funcion debe aportar los nutrientes necesarios
para el mantenimiento metabdlico de la célula espermatica (azucares), la proteccion

frente al shock térmico por frio (BSA (albumina sérica bovina) controlar el pH del
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medio (Bicarbonatos, TRIS-hidroximetilmetil amina, HEPES-acido 4-2-hidroxietil-1
piperazina etanosulfénico, la presion osmdética (sales de NacCl, KCI) y la inhibicién

del desarrollo microbiano (antibiéticos) (Admin, 2014).
Componentes Basicos de un Diluyente
Nutrientes

El espermatozoide tiene la capacidad de producir la energia necesaria para
mantener su metabolismo celular y generar el movimiento del flagelo. para mantener
su metabolismo celular y generar el movimiento del flagelo, principalmente a través
de las vias glucoliticas. Estos procesos tienen lugar en las mitocondrias situadas en
la porcién media del espermatozoide (Admin, 2014).

Diaz & Lopez, 2018 dan a conocer gue la fuente de energia mas frecuentemente
utilizada en la composicion de los espermatozoides es la glucosa, aunque se han
utilizado otras como la galactosa, la fructosa, la ribosa o la trehalosa, pero los

resultados no han superado a la glucosa.
Azucares

Los monosacaridos (glucosa y fructosa) son azucares de los que el esperma puede
obtener energia para sus procesos vitales. puede obtener energia para sus
procesos vitales. También actuarian como sustitutos de los electrolitos,

manteniendo el equilibrio osmotico del diluyente (Alvarez, et al, 2019).
Agentes crioprotectores

Son sustancias permeables a través de la membrana debido a su bajo peso
molecular. Protegen a la célula de las lesiones producidas por las congelaciones a
velocidad lenta. Si bien el espermatozoide es permeable a estos agentes, su

permeabilidad no es de la misma magnitud a la del agua (Diaz & Lopez, 2018).

El glicerol es el crioprotector mas utilizado en los protocolos de congelacién en todas

las especies domésticas. Su descubrimiento como agente crioprotector fue
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realizado por Polge y colaboradores ha supuesto un notable avance en la
conservacion del semen por congelacion. Esta sustancia ocupa simultaneamente la
membrana y los compartimentos extra e intracelulares. Sin embargo, su principal

efecto crioprotector se ejerce a nivel extracelular (Ribeiro, et al, 2014).

Tipos de crioprotectores

Sequn (Diaz & Lépez, 2018) los tipos de crioprotectores pueden ser:

Crioprotectores permeables de bajo peso molecular: Glicerol, etilenglicol, 1.2

propaneidol~ DMSO, 2.3 butaneidol, metanol, otros alcoholes.

Crioprotectores no permeables de bajo peso molecular: Galactosa, Glucosa,

Sacarosa, Tretalosa, Lactosa, Manosa, otros azucares.

Crioprotectores no permeables de alto peso molecular: Polivinilpirrolidona,
Alcohol Polivinilico, Ahnidon Hidroxietilico, Hialuronidato de Sodio, otros polimeros.

Ademas, los autores argumentan que los crioprotectores no permeables no
penetran en la membrana plasmética y ejercen su accion en el medio externo. su
accion en el medio externo. Estos azUlcares tienen un efecto sobre el porcentaje de
agua no congelada a bajas temperaturas, y al disminuir la concentracion de sales
en los canales de agua. Uno de los crioprotectores no permeableas mas usados es
Triladyl que ha demostrado dar mejores resultados después de la descongelaciéon

de semen comparando los pardmetros con otros diluyentes.
Funciones de un Diluyente:

Torres, et al, (2014) menciona que las fuciones que cumple el diluyente para semen

son las siguientes:

* Proveer nutrientes a los espermatozoides, como fuente de energia.
» Proteger los espermatozoides contra los efectos dafiinos de un enfriado rapido.
= Proveer un buffer para prevenir efectos nocivos de cambios de pH al formarse

acido lactico, resultante del metabolismo de la glucosa por los espermatozoides.
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= Mantener una presion osmética y un balance electrolitico adecuado.

* Inhibir el crecimiento bacteriano.

= Aumentar el volumen de semen de modo que pueda ser utilizado para multiples
inseminaciones.

* Proteger los espermatozoides del congelado.
Tipos de diluyente

A nivel practico de acuerdo a las condiciones de produccion, los diluyentes se
clasifican en dos grandes grupos, los que tienen como obijetivo la conservacion del
semen a corto plazo (1-3 dias) o aquellos que tienen como objetivo la conservacion
del semen por mas de 4 dias considerados como diluyentes a largo plazo (Carpio,
2015).

A nivel de mercado los diluyentes se clasifican por su composicién, pudiendo ser de
corto, mediano o largo plazo de conservacion, (Admin, 2014); las fuentes de energia
y los electrolitos que se afladen a ellos son muy generales, por ello lo que marca la
diferencia al momento de obtener un diluyente, son los sistemas tampén y los
compuestos que se afladen para estabilizar las membranas de células

espermaticas.
Diluyentes de corto plazo

Admin, (2014) menciona que estos diluyentes se utilizan principalmente en lugares
donde la distribuciéon de las dosis seminales es a corta distancia, conservan el
semen a 15-20°c (15), entre las principales ventajas que presentan estos diluyentes

consta:

v La utilizacion de una concentracion espermatica baja, que permite realizar mas
inseminaciones con una sola recoleccion.

v' El bajo costo en su preparacion, obteniéndose resultados reproductivos
similares

v Baja tasa de motilidad espermética
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Entre los diluyentes utilizados a corto plazo que son mas utilizados e investigados
se encuentra el D16, DICIP y el BTS. Del tipo de la formula BTS, pero con variantes,
se utilizan generalmente para conservaciones no superiores a 48-72 horas con

semen refrigerado, aunque son mas empleados en semen porcino.
e EIBTS

Es conocido también como férmula base o diluyente de referencia, fue elaborado
en Estados Unidos por el Dr Pursel, este permite mantener viable el material
espermatico a 17°C durante unos 5 dias, con un porcentaje de prefiez superior al
80\%, demostrando de esta manera que la temperatura de conservacion del semen

influye ampliamente en cuanto al nivel de fertilidad se refiere (Rueda, 2011).

Menciona también que el BTS quizas es el diluyente mas usado en la actualidad a
nivel mundial. Este medio se caracteriza por afiadir una pequefia cantidad de
potasio, que permite mantener la actividad de la bomba sodio/potasio y evita la
reduccion de K intracelular que estaria asociada con la disminucién de motilidad

espermatica
e El citrato de sodio-yema de huevo

El citrato de sodio es un agente quelante, que fija sélidamente el calcio y otros iones
metalicos y dispersa glébulos grasos de la yema de huevo, hasta el punto que
pueden verse aisladamente los espermatozoides mediante un examen
microscépico, un tampoén citratado isotdnico con el esperma del todo esta formado
por 2’9g de Na3C6H507 . 2H20 por 100 ml de agua destilada. Son considerados
como diluyentes de primera generacion, disefiado inicialmente para la conservacion
de semen bovino, y luego se empled para la conservacion de semen logrando asi

mantener una tasa de motilidad espermatica del 61\% (Cruz, 2014).
e Yema de huevo-glucosa

Un importante componente de los medios de refrigeracién y congelacion para la

criopreservacion de semen de diversas especies. Las propiedades protectoras de
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la yema de huevo sobre los espermatozoides durante la congelacion fueron
descubiertas por primera vez por Philips en 1939. Posteriormente se encontré que
la yema de huevo tenia al menos dos factores activos, proteger contra el dafio al
enfriamiento y ayuda manteniendo la viabilidad. Este diluyente fue utilizado en
Bélgica y Checoslovaquia, se determiné que causa hinchazén de acromosomas, y
deterioro en la motilidad y sobrevivencia espermética (Ramones, 2013).

e Leche de descremaday en polvo

Fue utilizada como conservador de semen porcino, pudiendo utilizar leche fresca
entera la misma que tiene una sustancia espermicida, la lactenina, debiendo hervir
la leche a 952C por 10 minutos para poder inactivarla. Las proteinas de la leche
actian como amortiguadores contracambios de pH y como agentes quelantes

contra cualquier metal pesado presente (Cruz, 2014).
Diluyentes de largo plazo

Estos diluyentes logran mantener una duracién de 4 dias o mas, son empleados en
zonas donde el lugar de producciéon seminal y el lugar donde va a ser utilizado el
semen es distante, (Cuenca & Avellaneda, 2017); ademas son muy complicados,
permitiendo conservaciones de 5 a 6 dias requiriendo ciertas exigencias en cuanto
ala fraccion que se va a recoger, tipo de dilucidon con agua destilada, control elevado
de contaminacion bacteriana utilizando un antimicrobiano no espermicida, y con una

refrigeracién entre 15-17°c.
Rueda (2011) Da a conocer algunos de los diluyentes de largo plazo mas usados:
e El Zorlesco

Fue uno de los primeros diluyentes considerados como de larga duracion, entre su
composicién tiene la adicion de TRIS como regulador del pH, albumina sérica bovina

y cisteina, su utilizacion en campo no dio buenos resultados.
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e El Modena

Creado por Moretti en 1981, incrementandole el nivel de glucosa y eliminando la

BSA (Albumina Serica Bovina) del medio Zorlesco, tampoco dio buenos resultados.
e EL MR-A

Desarrollado en Espafia en el afio de 1984 por Santiago Rillo y Eulogio Alias,
considerado como diluyente de larga duracién, el mismo ha dado buenos resultados

cualitativos

Por otra parte, En los ultimos afios han aparecido nuevos diluyentes (A-cromax, X-
Cell, Androhep Plus, Vital, SpermAid, Mulberry Ill, entre otros), los mismos que

estan considerados como diluyentes de larga duracion.
e AndroMed®

Es un concentrado estéril para la preparacion de un diluyente libre de yema de
huevo para eyaculados bovinos. Es utilizado para la congelacién de semen y para
la conservacion de semen fresco. Cada frasco de AndroMed® contiene 200ml de
concentrado para la preparacién de 1.000ml de diluyente listo para su utilizacion.
Su contenido en antibiéticos corresponde al estandar de la UE: EC norma 88/407.
Estd compuesto por: fosfolipidos, TRIS, acido citrico, azucar, antioxidantes,
tampones, glicerina, antibiéticos y agua de extrema pureza. Cada 100ml del
diluyente preparado contienen (unidades activas): Tilosina 5.0mg, gentamicina

25,0mg, espectinomicina 30,0mg y lincomicina 15,0mg (24) (Diaz & Lopez, 2018).
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VI. BENEFICIARIOS DEL PROYECTO.

Los principales beneficiarios en la ejecucion de este proyecto es la comunidad
universitaria de la facultad de ciencias veterinarias, en el area de reproduccién

animal, brindando un campo de trabajo practico e investigativo
Los beneficiarios directos son:

o Estudiantes de la facultad de ciencias veterinarias, quienes podran adquirir
mayor destreza en las practicas que se realicen.

e Docentes especializados en la reproducciéon animal, permitiéndoles
desarrollar con amplitud sus conocimientos y expandir su campo
investigativo.

Los beneficiarios indirectos son:

e Egresados de la carrera
e Docentes de la carrera
e Autoridades de la facultad de medicina veterinaria

e Comunidad.
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VIl. METODOLOGIA

El proyecto de modalidad trabajo comunitario se efectu6 en el area de produccion
de la Facultad de Ciencias Veterinarias, en la Parroquia Lodana del cantén Santa
Ana. Para el desarrollo de este proyecto se realizdé una observacion directa, a partir
del cual se determinaron las prioridades que requiere el laboratorio de reproduccion
animal, siendo de gran utilidad la implementacion de materiales tales como el
diluyente, micropipetas, soporte universal de micropipetas, Canuto para globet de

inseminacion, pajuelas, logrando obtener una correcta congelacion de semen.

El asesoramiento técnico para el laboratorio de reproduccion animal permitira una

correcta congelacion del semen. Los beneficiaros de este trabajo seran:

La Universidad Técnica de Manabi, quien es la propietaria del &rea fisica en donde
se ejecutard el proyecto.

Los estudiantes de la Facultad de Veterinaria quienes usaran el laboratorio de
biotecnologias reproductivas para practicas de conservacidon del semen e

inseminaciones artificiales en el ganado bovino.

Los egresados, quienes podran realizar sus investigaciones dentro del laboratorio y

a su vez ampliar su conocimiento sin limitacion alguna.
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7.1. MATRIZ DE INVOLUCRADOS
GRUPOS INTERESES PROBLEMAS RECURSOS Y INTERESES CONFLICTOS
PREVISTOS MANDATOS DEL POTENCIALES
PROYECTO
Autoridade | Implementar una | Ausencia de los | Area fisica Mejorar las | Uso incorrecto de
s de la| nueva &rea en los | materiales que | Apoyo de | instalaciones los materiales del
facultad de | laboratorios de la | se gestiones. de la facultad laboratorio.

ciencias

veterinarias

FCV, para que los

estudiantes

implementaran

en el laboratorio.

realicen sus
practicas.
Docentes Realizar practicas | Poco interés en | Conocimiento Yy | Incrementar el | Poco interés por
de la | como una | el desarrollo | aporte de las | aprendizaje de | parte de los
facultad de | metodologia  de | practico tanto de | nuevas técnicas | los estudiantes | estudiantes.
ciencias ensefianza los docentes | de aprendizaje. | mediante la
veterinarias | participativa. como de los practica.
estudiantes.
Estudiantes | Adquirir mayor | Falta de interés | Utilizacion Contar con un | Ausencia de
de la | aprendizaje y|en la | adecuada de | laboratorio recursos,
facultad de | desenvolvimiento | reproduccion cada uno de los | completo con | limitando la
ciencias en la reproduccion | animal. distintos todos los | ejecucién de las
veterinarias | animal. materiales  del | materiales practicas.
laboratorio. necesarios
para las
practicas.
Egresados | Fortalecimiento Bajo Area destinada | Realizar No poseer el
de la | educativo. rendimiento para la | investigacione | apoyo de las

facultad de
ciencias

veterinarias

tecnolégico, al
no poseer los
suficientes
conocimientos

practicos.

criopreservacion

del semen.

S, que aporten
al desarrollo de
la comunidad

educativa.

autoridades de la

FCV.
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7.2. ARBOL DEL PROBLEMA

Poca capacidad

No disponible los

Estudiantes con

Lo materiales deficiencia en el
practica e . .
. L necesarios para el area de
investigativa . .
laboratorio reproduccion
“DEFICIENCIA EN EL USO
CORRECTO DE LA DOSIS DE
REACTIVOS PARA LA CONGELACION
DE SEMEN EN DIFERENTES
ESPECIES EN EL LABORATORIO DE
REPRODUCCION”
Ausenmg de Carencia de Dificultad en el
laboratorio en
_ . recursos proceso de
Biotecnologias s .
. econémicos aprendizaje
Reproductivas
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7.3.

ARBOL DE OBJETIVOS

Proporcionar asesoramiento de manera técnica la adquisicion de reactivos y

materiales para la congelacion de semen en diferentes especies.

OBJETIVO

4 » Z2 11 m 4 - »

nw <

Laboratorio bien equipado
para la ejecucion de las
practicas.

Mayor interés de los
estudiantes por la materia

Facilitar la docencia
Ensefianza significativa. mediante la realizacion de
practicas.

ASESORAR DE MANERA TECNICA LA ADQUISICION DE
REACTIVOS Y MATERIALES PARA LA CONGELACION DE
SEMEN EN DIFERENTES ESPECIES.

Conocer los diferentes Implementar los
procedimientos técnicos materiales necesarios
para la utilizacion de para aumentar el interés
reactivos y materiales de aprendizaje de los
para la congelacion de estudiantes de la FVC.
Obtener los reactivos y Promover al area de
_ investigacion cientifica
materiales  que  se para el desarrollo de
emplearan en la proyectos  relacionados
L, con la  reproduccién
congelacion del semen. animal.
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7.4. MATRIZ DEL MARCO LOGICO

Resumen narrativo de
Objetivos

Indicadores

Verificadores

Supuestos

Fin:

*poseer un laboratorio
bien equipado

*obtener  semen de
buena calidad.

* Adquisicion de todos
los materiales.
*aplicar correctamente
la dosis de los
diluyentes para la
conservacion del
semen.

*observacion
directa
*fotografias
*informes
entregados por los
tesistas.

* Materiales no
disponibles.

* Administracion
incorrecta de la
dosis del diluyente.
*Muestra de semen
de mala calidad.

Propésito

Usar correctamente los

*Ejecucién de practicas

*QObservacion

*Materiales no

materiales y dosis de | para adquirir mayor directa disponibles.
reactivos  para una | destrezay habilidad.

Optima  dilucion  del

semen

Componentes

1. Materiales para la | *implementacion de los | *Facturas

congelacion del semen.

materiales en el
laboratorio.
*presupuesto de $8000
para la compra de
materiales.

*Fotografias

*Ausencia del
presupuesto.

2. Informaciéon acerca
del uso correcto de
reactivos, y demas
materiales.

*marco referencial de
tesis.

*Informe de tesis

*Informacién no
actualizada.

3. Realizar la entrega de
los materiales en el
laboratorio de
reproduccion de la FCV
de forma fisica, ademas
de hacer la respectiva
entrega virtual.

*Fotografias
*QObservacioén
directa

* Complicaciones
por la vigente
pandemia (entrega
fisica).

* Mala conexién de
internet (entrega
virtual).
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Actividades

1.Comprar:

*diluyente de semen
bovino OPTIXCELL IMV
*Pajuelas vacias IMV
0.50 CC x unidad
*canuto para globet de
inseminacion 9.2/10 MM
*destilador de agua 4
litros 220v y accesorios
*micropipeta vv 20-200
UL GP

*soporte universal
micropipetas 8pts.

$1425.00
$1220.00
$203.00

$3561.43

$921.86
$110.00

*Facturas
*Fotografias.

*Falta de recurso
econoémico.

* Trayecto de
transporte de los
materiales se
extravie, o se
perjudique alguno.

2. Efectuar una revision
bibliografica acerca del
uso de los reactivos y
demas materiales para la
congelacion del semen.

*No tiene costo.

*Informe de tesis

*Informacion no
actualizada.

3. Entregar de forma
fisica y virtual los
materiales a las

autoridades de la UTM.

*Fotografias
*QObservacion
directa

* Complicaciones
por la vigente
pandemia (entrega
fisica).

* Mala conexion de
internet (entrega
virtual).
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VIll. RECURSOS A UTILIZAR

8.1. RECURSOS HUMANOS

e Egresados

e Tutor de tesis

e Revisor de tesis
e Docentes

e Decano

8.2. RECURSOS MATERIALES

e Diluyente de semen bovino OPTIXCELL IMV
e Pajuelas

e Canuto para globet de inseminacion

e Destilador de agua 4 litros 220v y accesorios
e Micropipeta

e Soporte universal micropipetas

e Computadora
8.3. RECURSOS FINANCIEROS

Los recursos financieros fueron cubiertos en mayor parte por la Beca de titulaciéon

adquirida a través de la Universidad Técnica de Manabi

e Gastos del trabajo comunitario. 8000.00

Total......... 8000.00
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IX. PRESENTACION Y ANALISIS DE RESULTADOS
OBTENIDOS EN LA SOLUCION DEL PROBLEMA

El presente proyecto se desarrollé en el laboratorio de reproduccion de la carrera
de Medicina Veterinaria, situado en la parroquia Lodana, canton Santa Ana
perteneciente a la provincia de Manabi.

Para poder llevar a cabo el proyecto, se procedié principalmente hacer una
visualizacion del laboratorio y asi conocer cudles eran las condiciones en las que
se encontraba y a partir de aquello poder determinar cuales eran las necesidades
primordiales que requeria el laboratorio para la funcionalidad optima del mismo.
Dando como resultado, proceder a implementar materiales que son de gran
importancia para la dilucion del semen, que es parte de la técnica reproductiva de
inseminacion artificial que posteriormente garantizara la crio preservacion del
semen.

A continuacion, se detallan las actividades ejecutadas para poder cumplir con el

objetivo principal del proyecto.

9.1. Comprade diluyente de semen bovino

Figura 2.- Diluyente de semen bovino OPTIXCELL IMV

Se efectu6 la compra del diluyente semen bovino OPTIXCELL IMV, de la empresa

Inseminar situado en Latacunga, el cual sirve para diluir el semen garantizando la
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motilidad esperméatica posdescongelacion en concentraciones subdptima, ademas
de altas tasas de fertilidad, con una vida Gtil de 18 meses.

9.2. Comprade Pajuelas vacias

Figura 3.- Pajuelas vacias IMV 0.50 CC x unidad

Compra de 1 paquete de pajuelas vacias IMV 0.50 (2000 unidades- blancas) en la
empresa Inseminar, para el almacenamiento del material biol6gico (semen), dentro

del tanque de nitrégeno para su conservacion.

9.3. Comprade canuto para globet de inseminacién

Figura 4.- Canuto para globet de inseminacion 9.2/10 MM

Compra de canuto o varillas para globet de inseminacién 9.2/10 MM (70 unidades)

en la empresa Inseminar, para colocar los globet.
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9.4. Comprade destilador de agua y accesorios

Figura 5.- Destilador de agua 4 litros 220v y accesorios

Compra de un destilador de agua de la empresa Boeco, con una capacidad de 4
litros, de acero inoxidable con corte termostatico de bajo nivel de agua e interruptor

de nivel que activa el calentador si hay suficiente nivel de agua en la caldera

9.5. Comprade micropipetay soporte universal micropipetas 8pts.

Figura 6.- Micropipeta y soporte universal micropipetas 8pts.
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Compra de Micropipeta y soporte universal micropipetas 8pts. La micropipeta tiene
una capacidad de 20-200 microlitros, la cual sirve para transferir pequefios
volimenes de liquidos y permitir su manejo en las distintas técnicas analiticas.
Mientras que el soporte universal de micropipetas es octogonal, es decir que se
pueden colocar 8 micropipetas a la vez, y su funcién consiste en sostener y

almacenar las pipetas.
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X.  CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

10.1. CONCLUSIONES

Una vez culminado con el presente trabajo comunitario en el area de produccion de

la Facultad de Ciencias Veterinarias se llegaron a las siguientes conclusiones:

Los instrumentos que se adquirieron son fundamentales dentro del
laboratorio, sin duda alguna la implementacién tanto de estos equipos como
los materiales serviran para extender el tiempo de vida de los

espermatozoides.

La efectividad de los materiales y equipos se comprob6 a través de una
practica, obteniendo resultados positivos de los mismos, ya que todos se
encuentran en perfecto estado, demostrando que son eficientes para poder

ser utilizados en el laboratorio de reproduccion.

La composicion del diluyente a utilizar es de gran importancia, ya que su
funcién principal es diluir el semen y de esta manera en conjunto con los

demas materiales permitira prolongar el tiempo del uso del mismo.
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10.2. RECOMENDACIONES

Una vez culminado con el presente trabajo comunitario en el area de produccion de

la Facultad de Ciencias Veterinarias se llegaron a las siguientes recomendaciones:

Revisar constantemente los materiales del laboratorio en especial los
reactivos, ya que estos tienen una fecha limite de caducidad, y un mal uso
de los mismos podria llegar alterar el resultado final de las muestras de

semen.

Adquirir diferentes tipos de diluyentes, sean estos de corta y larga duracion
y realizar estudios de los mismos para conocer si existe influencia alguna en

la criopreservacion del semen.

Invitar a la comunidad estudiantil a vincularse con el desarrollo de proyectos
comunitarios orientados al laboratorio de reproduccién para que este pueda
seguir desarrollandose en las diversas técnicas reproductivas que existen, y

a su vez garantizar el crecimiento de la carrera.
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XI.  SUSTENTABILIDAD Y SOSTENIBILIDAD

11.1. SUSTENTABILIDAD

El desarrollo de este proyecto es sustentable ya que al implementar los materiales
mencionados anteriormente se lograra obtener un laboratorio bien equipado, para
que los estudiantes y docentes realicen sus practicas, logrando disminuir las
deficiencias que existen en el entorno estudiantil dentro del desarrollo practico,

11.2. SOSTENIBILIDAD

La implementacion de los reactivos y materiales tales como, las pajuelas, destilador
de agua, canuto de globet, micropipetas con su respectivo soporte universal, son
materiales necesarios para el procedimiento de congelacion del semen, la ausencia
de los mismos no permitira poder llevar a cabo el proceso de criopreservacion, por

lo tanto, la ejecucién de este proyecto resulta sostenible.
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Xll.  PRESUPUESTO

PRESUPUESTO DE TESIS

RUBRO CANTIDAD VALOR VALOR
UNIT. TOTAL

Recursos materiales
-Diluyente de semen bovino OPTIXCELL 5 285.00 1425.00
IMV. 2000 0.61 1220.00
-Pajuelas. 70 2.90 203.00
-Canuto para globet de inseminacion 1 3561.43 3561.43
-Destilador de agua 4 litros 220v vy 2 460.93 921.86
accesorios 1 110.00 110.00
-Micropipeta
-Soporte universal micropipetas
Otros
-Servicio de entrega 2 10.00 Ajg'gg
-lva 12% (factura #1) 1‘523; 125,02

-lva 12% (factura #2)

TOTAL

8000,00
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XIlI.

CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

ACTIVIDADES

MESES

Elaboracion
del
proyecto

Aprobacion
del
proyecto

Compra
de
materiales

Entrega
presencial
de
materiales

Entrega
virtual de
materiales

Aprobacion
del informe
final

Sustentacion
de latesis

Oct-2019

X

Nov-2019

X

Dic-2019

Ene-2020

Feb-2020

Mar-2020

Abr-2020

May-2020

Jun-2020

Jul-2020

Ag0-2020

Sep-2020

Oct-2020

Nov-2020

Dic-2020

Ene-2021

Feb-2021

Mar-2021

Abr-2021

May-2021

Jun-2021

Jul-2021
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