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RESUMEN

En la EE Pastaza de la ESPOCH se valord el contenido
seminal de dos razas ovinas tropicales y dos tipos de diluyentes
para su crioconservacion. Se utilizaron dos machos adultos con
una edad promedio de 31 meses y un peso aproximado de 73 kg.
Las caracteristicas seminales se evaluaron en dos momentos,
antes y después de la crioconservacién. En el primer momento
se utilizé estadistica descriptiva en las variables cualitativas
y la prueba t de student para variables cuantitativas. En el
segundo momento se aplicé un DCA con arreglo combinatorio,
en donde el Factor A corresponde a la raza (Al: Pelibuey y A2:
Black Belly) y el Factor B a los diluyentes (B1: Andromed y B2:
One step). En el primer momento los resultados mostraron
diferencias estadisticas significativas (P>0, 05) en el
volumen. En el segundo momento se presentaron diferencias
significativas (P<0,05) en la motilidad individual. Se concluy6
que las caracteristicas macroscépicas y microscopicas en
semen fresco son las apropiadas, ademds que el contenido
seminal del macho A2 es mas resistente a la crioconservacion.
Se recomienda establecer protocolos y métodos de congelacién
adecuados para la especie.
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RESUMEN

In ESPOCH’s EE Pastaza the seminal content of two
tropical sheep breeds and two types of diluents was
evaluated for cryopreservation. Two adult males with an
average age of 31 months and an approximate weight of 73
kg were used. The seminal characteristics were evaluated at
two moments, before and after cryopreservation. In the first
moment, descriptive statistics were used in the qualitative
variables and the student's t test for quantitative variables.
In the second moment, a DCA with a combinatorial
arrangement was applied, where Factor A corresponds to
the breed (Al: Pelibuey and A2: Black Belly) and Factor B
to the diluents (B1l: Andromed and B2: One step). At the
first moment, the results showed significant statistical
differences (P> 0.05) in volume. In the second moment there
were significant differences (P <0.05) in individual motility.
It was concluded that the macroscopic and microscopic
characteristics in fresh semen are appropriate, in addition
that the seminal content of the A2 male is more resistant to
cryopreservation. It is recommended to establish protocols
and freezing methods suitable for the species.

Palabras clave: Semen, sheep, tropical, cryoconservation.
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1. INTRODUCCION

La poblacién nacional de ovinos es aproximadamente de 356,000
cabezas (INEC, 2018) compuesto por el 95,78% en la region Sierra,
3,73% en la regién Costa y el 0,45% en region Amazodnica, cabe
destacar el descenso que esta sufriendo la produccién ovina en
la regién Amazdnica, segiin Censo Nacional Agropecuario en el
afio 2000 existia 8,334 cabezas, en la actualidad segun (INEC, 2018)
se registran datos de 1,598 cabezas. Como alternativa los ovinos
por sus caracteristicas innatas como la adaptabilidad, rusticidad
y sobriedad son capaces de producir a pesar de estar expuestos
a condiciones deplorables, por lo cual, la produccién ovina
podria ser una de las soluciones al incremento de la demanda de
productos y subproductos producidos por esta especie.

En los ultimos afios la produccién ovina ha venido dando un
giro de desarrollo en el ambito nutritivo y sanitario obvidndose
de uno de los pilares fundamentales que es la reproduccién
animal, ya sea esto por la poca o nula introduccién de técnicas
reproductivas aplicadas en esta especie que dificultan el
incrementar y potencializar esta produccién ganadera. Existe
un desconocimiento del uso y aplicacién de biotecnologias
reproductivas en esta especie, la cual ha decrecido
circunstancialmente debido al bajo aporte genético, trayendo
como consecuencia la pérdida de recursos zoo genéticos, es por
ello que los productores se ven obligados a disefiar estrategias de
manejo destinadas a su mejoramiento genético.

Por tal razén, la aplicacion de nuevas biotecnologias
reproductivas como son la Inseminacién Artificial (IA), favorece
de sobremanera el accionar diario del pequefio productor, mas ain
cuando se trata de incrementar la productividad, la aplicacién de
esta biotecnologia tiene como propdsito el ayudar a reducir costos
de produccion con la finalidad de obtener productos de calidad,
incrementar el valor genético de los animales y asi incrementar
los ingresos econdmicos en los hogares para mejorar la calidad de
vida de la poblacion.

Con relacién a lo expuesto, es necesario el aporte constante
de investigaciones en el ambito reproductivo de la especie, ya
que las mismas no presentan mayor desarrollo en comparacion
con otras especies de abasto, por lo que la inclusién de técnicas
como conservacion del material genético, tiene como finalidad
mantener en congelacién el contenido seminal de los mejores
reproductores de cada raza o propdsito zootécnico, por uno, dos
o muchos afios, dindole asi un gran paso al desarrollo genético
ovino en el Ecuador.

El presente estudio buscé valorar el contenido seminal de
dos razas de ovinos tropicales, asi como evaluar dos tipos de
diluyentes comerciales para su crioconservacién. Ademads, se
planteé determinar si la raza influye en la calidad seminal y es
m4s propensa a resistir la congelacion, para ello se realizaron
evaluaciones pre y post congelacion con la finalidad de identificar
y comparar las variables planteadas para el estudio.

2. MATERIALES Y METODOS

El trabajo experimental se desarrolld en la Estacién
Experimental Pastaza perteneciente a la Escuela Superior
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Politécnica de Chimborazo- Facultad de Ciencias Pecuarias;
ubicada en el kilémetro 32 via al Puyo- Macas, Parroquia Simén
Bolivar. Las evaluaciones post congelacion se realizaron en el
Laboratorio de Reproduccién Animal de la Facultad de Ciencias
Pecuarias de la ESPOCH; este dur6 90 dias.

Las caracteristicas del semen se evaluaron en dos momentos,
antes y después del proceso de crioconservacion. Las técnicas
estadisticas usadas en semen fresco fueron las de estadistica
descriptiva para las variables cualitativas y t de student para
las variables cuantitativas. En las variables del semen post
congelacion se aplicé un disefio completamente al azar con
arreglo combinatorio, en donde el Factor A eslaraza (Al: Pelibuey
y A2: Black Belly) y el Factor Blos diluyentes (B1: Andromed y B2:
One step) y la interaccién (A1B1: Pelibuey - Andromed; A1B2:
Pelibuey - One step; A2B1: Black Belly - Andromed y A2B2: Black
Belly - One step), donde el tamafio de la Unidad Experimental
fue de una extraccidn, es decir, se trabaj6 con 4 repeticiones por
tratamiento, ddndonos un total de 16 unidades experimentales.

Mediciones experimentales

En el presente estudio se realizaron las siguientes mediciones
experimentales correspondientes a cada uno de los momentos
(pre y post congelacion):

- Semen fresco: Color, olor, pH, motilidad masal, (%), motilidad
individual, (pts), concentracién espermatica, (spz/ml), células
vivas-muertas, (%), morfologia, (%)

- Semen post congelacién: Motilidad masal (%), motilidad
individual (puntos), viabilidad espermaética (%).

Metodologia

Seleccion de los reproductores

Parala seleccién de los reproductores se realizé una evaluacion
de la condicién corporal y circunferencia escrotal.

La condicién corporal se evalué de forma subjetiva,
observando fenotipicamente, de pie: vista de frente, vista de
perfil (columna vertebral, linea ventral), vista de atrds y vista de
arriba; y observacion sentado: revision de la cabeza, revision del
aparato reproductor (Pefia, 2018).

La circunferencia escrotal se midié utilizando una cinta
métrica.

Extraccidn de semen

La extraccibn de semen se realiz6 utilizando un
electroeyaculador de marca ElectroJac modelo ElectroJac III, el
cual presenta una regulacion de voltaje automdtica en pulsos que
van desde los 8 hasta los 20 voltios.

Evaluacién del semen fresco

Los parametros de evaluacién macroscopica del semen se
evaluaron con las recomendaciones de (Gémez, 2013) en donde
se sugiere:

Volumen: Se observa directamente sobre el tubo graduado. El
volumen puede variar entre 1.5y 3 ml.
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Color: Se consideran normales los colores que van del blanco
al amarillento al blanco crema, siendo patolégicos los colores
rosado, amarronado y verdoso.

pH: Se evalla extrayendo una gota de semen del tubo y
colocandola sobre una tira indicadora de pH. Se considera un
pH normal, entre 6.2y 6.8. No se debera introducir la tira dentro
del tubo para no alterar el semen con el reactivo de la misma.

Olor: El olor del semen se evaliia al momento de ser extraido,
percibiéndolo directamente del tubo de recoleccién. Se estima
un olor neutro (no desagradable) como un valor normal, y se
descartan las muestras que presenten olores desagradables o a
orina.

Los pardmetros de evaluacién microscdpica del semen se
evaluaron utilizando un microscopio binocular marca Boeco
modelo BM-120 y una platina térmica para microscopio marca
GredMed modelo 4503000 regulada a una temperatura de 370C.
Ademas, se us6 una micropipeta marca Oxford Lab Products
modelo A18195561.

Motilidad masal, (%): Se tom6 10 ul de muestra de semen fresco
y se evalud al microscopio (lente 10x), observando ondas de
movimiento de los espermatozoides que aprecian el porcentaje
de espermatozoides mdviles bajo la referencia de la Tabla 1.

Tabla 1. Valoraciéon de motilidad masal de semen fresco.

Calidad Movimiento Porcentaje
Muy Movimiento masivo
P 70-100
Bueno muy marcado y rapido.
Bueno Movimiento aparente 50-69
pero moderado
Suficiente Ondas apenas 30-49
apreciables
Pobre No muestra ondas Menor de 30

(Angelino, J. 2009 citado por Barragén, I. 2017).

Motilidad individual, (pts): Se tomé 10pl de muestra del
semen fresco y se evalué al microscopio (lente 40x), en
esta evaluacidon se visualizdé la velocidad progresiva de
desplazamiento hacia delante de los espermatozoides vivos,
teniendo una calificacién como minimo 0, y como maximo 5
puntos como se muestra en la Tabla 2.

Concentracion espermdtica, (spz/ml): Se utilizé el método
de conteo en la camara de Neubauer en donde realizd
una dilucién 1:400 correspondiente a 2,5ul de semen en
2ml de agua bidestilada, posteriormente se enfocé en el
microscopio con un aumento de 10x y se realizé el contaje de
espermatozoides en 5 cuadros para posteriormente calcular
la concentracién espermadtica mediante la aplicacién de la
siguiente férmula:

CE= Espermatozoides contados en 5 cuadros - 5 - 10 -1000 - 400 [1]

En donde se considera a la suma de los espermatozoides
contados en los 5 cuadros, multiplicados por 5 correspondiente
al valor de cuadros contabilizados, multiplicado por 10
correspondiente a la altura que posee la cdmara, multiplicado
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Tabla 2. Escala de medicién subjetiva de la motilidad individual
progresiva.

Caracteristica
Los espermatozoides no se
mueven
Los espermatozoides se mueven
en el lugar, giran sobre si
mismos.
los espermatozoides se trasladan
brevemente, pero “se quedan”
Los espermatozoides se
trasladan, puedo seguir su
trayectoria con la vista.

Los espermatozoides se
trasladan, es dificil seguir su
trayectoria con la vista.

Los espermatozoides se trasladan
a mucha velocidad,
préacticamente no puedo seguir su
trayectoria con la vista, “los veo
pasar”

Los espermatozoides se trasladan
a tanta velocidad que no puedo
seguir su trayectoria con la vista,
“no los veo pasar”

(Cueto et al., 2016).

Calificacién
0

1

2,5

por 1000 correspondiente al factor de transformacién de
microlitros a mililitros y multiplicado por 400 correspondiente
ala dilucién utilizada para la preparacion de la muestra.

Células vivas-muertas, (%): Se prepard una placa con 5 ul de
semen y 5ul del colorante eosina-nigrosina, se homogenizé
la muestra y se procedié a realizar una extensién de la
misma sobre toda la placa a manera de frotis. El principio
de la técnica consiste en que el colorante ingresa a la célula
espermatica muerta debido al dafio en su membrana lo
que refleja una coloracién rosa mientras que en células
vivas el colorante no ingresa lo que refleja una coloracién
transparente al ser evaluada en el microscopio con un lente
de 40x. Se evalua el numero de células vivas y muertas en
5 campos y para el calculo del porcentaje se aplicaron las
siguientes férmulas:

Suma de los 5 campos (spm vivos
pos (sp ) 100

% C.vivas = [2]

Numero de spm totales en 5 campos

Suma de los 5 campos (spm muertos)

% C. muertas = x 100

(3]

Numero de spm totales en 5 campos

Morfologia, (%): Utilizando la misma placa preparada para
la determinacién de células vivas - muertas se procedié a
evaluar morfologia espermatica, en donde se consideraron
tanto anormalidades primarias como secundarias segun lo
indicado en la Fig. 1.
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Figura 1. Morfoanomalias del espermatozoide (Valdez, D. 2013)
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Para el cdlculo del porcentaje se usaron las siguientes
férmulas:

suma de los 5 campos (spm anormales)
x100

% spm anormales= [4]

Numero de spm totales en 5 campos

(5]

% spm normales=100% - % spm anormales

Crioconservacion de semen

Para el proceso de crioconservacion se utilizaron dos tipos
de diluyentes comerciales los cuales fueron preparados segin
las indicaciones de los fabricantes. Posterior a la extraccién
y evaluacién de semen fresco se realizé una predilucién 1:1
que consiste en afiadir la misma cantidad de diluyente al
eyaculado obtenido, para este caso el eyaculado se dividi6 en
dos fracciones iguales para poder adicionar cada uno de los
diluyentes. Se dejé reposar a temperatura ambiente (210C)
esta predilucién durante minutos para que el diluyente pueda
ingresar al interior de la célula espermadtica y reemplace al
agua intracelular; transcurrido este tiempo se procedid a
realizar el calculo del nimero de dosis seminales a obtenerse
con la aplicacion de las siguientes férmulas:

Total de
espermatozoides
viables

Motilidad
individual

Volumen de
eyaculado

« Concentracién , Morfologia
espermatica normal

Total de espermatozoides viables

Total de dosis = [7]

30 millones*

*Concentracion deseada por cada dosis seminal

Total de dosis
4%

Volumen final =

(8]

*Corresponde al factor usado para pajillas de 0,25 cc
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Volumen
eyaculado

Volumen
final

Volumen final
de diluyente

Volumen de diluyente
en predilucion

El semen fue envasado en pajillas de 0,25cc con una
concentracién de 30 millones de espermatozoides por dosis
utilizando una jeringa adaptada para succionar el semen, el
sellado se realiz6 con polvo polivinilico. Las pajillas envasadas
se mantuvieron en refrigeracién a 40C durante 3 horas en
un refrigerador marca Mabe modelo RMT35YBE1 para su
estabilizacion. Posteriormente se realiz6 la congelacién en la
cual las pajillas se colocaron en un rack el cudl es introducido
en un cooler con 2 cm de nitrégeno liquido. El descenso de
temperatura se realiz6 en relacién a los siguientes valores y
tiempos: primer descenso de 4 °C a -6 °C durante 10 minutos
(velocidad -1 °C/min), esto se logré colocando el rack a 6 cm
del nitrégeno liquido. Segundo descenso de -6 °C a -196 °C en
4 minutos (velocidad -47.50 °C/min), esto se logré colocando
el rack a 2 cm del nitrégeno liquido. Realizado este descenso
se sumergen las pajillas en el nitrégeno liquido del cooler
para terminar con su congelacién y colocarlas en el tanque
de almacenamiento.

Evaluacién de semen post congelacién

La descongelaciéon del semen se realizé en un termo de
descongelacién automatico marca Cito Thaw modelo AI CT
-12-36 a una temperatura de 37 °C durante 45 segundos.

Motilidad masal, (%): Se tomé 10ul de cada uno de los
tratamientos (A1B1; A1B2; A2B1; A2B2) y se evalud al
microscopio con un lente de 10x.

Motilidad individual, (pts): Se tom¢ 10ul de muestra del
semen, de cada uno de los tratamientos (A1B1; A1B2; A2BI;
A2B?2) y se evalud al microscopio con un lente de 40x.

Viabilidad espermdtica, (%): Se prepar6 una placa con 5 pl de
semen y 5ul del colorante eosina-nigrosina, se homogenizé
la muestra y se procedié a realizar una extensién de la
misma sobre toda la placa a manera de frotis. El principio
de la técnica consiste en que el colorante ingresa a la célula
espermatica muerta debido al dafio en su membrana lo
que refleja una coloracién rosa mientras que en células
vivas el colorante no ingresa lo que refleja una coloracién
transparente al ser evaluada en el microscopio con un lente
de 40x. Se evalua el numero de células vivas y muertas en
5 campos y para el calculo del porcentaje se aplicaron las
siguientes férmulas:

Suma de los 5 campos (spm vivos
pos (sp ) X100

% C.vivas = [10]

Numero de spm totales en 5 campos

Suma de los 5 campos (spm muertos)
x 100

% C. muertas = [11]

Numero de spm totales en 5 campos

Viabilidad espermatica (%) = % células vivas - % células muertas [12]
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3. RESULTADO Y DISCUSION
Evaluacién del semen fresco

Volumen

Al realizar el analisis de la variable volumen, se registraron
diferencias significativas (P<0,05), entre las medias de los
tratamientos, alcanzando el valor mas alto de 1,83 ml para
las muestras seminales del carnero Pelibuey; y el valor mas
bajo con 1,43 ml correspondientes al reproductor de la raza
Black Belly, Tabla 3.

Tabla 3. Evaluacién del volumen seminal obtenido de las
eyaculaciones de ovinos Pelibuey y Black Belly.

Tratamientos
Variable Black . C.V. .
P E.E. Prob. A
Belly elibuey (%) rob. Sig.
Volumen ) 0y 1834 009 1051  0,0162 *
semen, ml

E.E.: Error Estandar
C.V.: Coeficiente de Variacion
aa: Letras iguales no existe diferencias significativas
ab: Letras distintas existe diferencias significativas (P<0,05)

Con respecto a los resultados obtenidos en la presente
investigacién (Cueto, 2014) indican que en promedio el carnero
tiende a eyacular una cantidad de semen que oscila entre 0,75
a2 ml, ademads esto va a variar por factores como la edad del
semental, condiciones climdticas, raza, la adaptacion del
semental, frecuencia de extraccién del semen e incluso por
la habilidad del técnico (Lopez, 2014), en el estudio del efecto
de la raza, edad y época sobre la capacidad reproductiva del
carnero con machos Pelibuey en edad promedio de 34 meses,
determiné volimenes de eyaculados de 0,48ml + 0,30, bajo
condiciones del trépico, al igual que (Avilés, 2018), en ovinos
Pelibuey reporto un volumen de 1,51 + 0,37 ml, siendo estos
valores similares a los obtenidos en el presente estudio.

Los resultados expuestos anteriormente son superiores a
los obtenidos por (Guerrero, 2012), quien al estudiar el uso
de dilutores hipertdnicos en la crioconservacién del semen
ovino de la raza Black Belly de 2 a 3,5 afios de edad en el Valle
de Lima, report6 valores promedios de 1,1 + 0,1 ml.

Ademas, (Orellana, 2009), quien al evaluar Caracteristicas
Seminales e Integridad de la Membrana Espermatica
Post Refrigeracion en carneros Black Belly con una edad
aproximada de 3,5 afios estimados, presento un volumen de
eyaculado de 1,43 ml + 0,58, siendo estos valores similares a
los obtenidos en la Estacién Experimental Pastaza.

Color

La coloracién que presentaron los eyaculados del ovino de
la raza Pelibuey en las cuatro extracciones seminales fue de
un blanco lechoso (BL), (Tabla 4); el ovino de la raza Black
Belly en las cuatro extracciones presenté una coloracién
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seminal blanco cremoso (BC) (Tabla 5). Estos resultados se
evaluaron de forma subjetiva, es decir, directamente con la
apreciacion visual.

Tabla 4. Evaluacién seminal macroscépica de ovinos de la raza

Pelibuey
Caracteristica Promedio DS
Numero de eyaculados 4 -
Color Blanco lechoso -
Olor Sui generis (neutro) -
Ph 7 0,0

DS: Desviacién standard

Tabla 5. Evaluacién seminal macroscépica de ovinos de la raza

Black Belly
Caracteristicas Promedio DS
Numero de eyaculados 4 -
Color Blanco cremoso -
Olor sui generis -
pH 7 0,0

DS: Desviacion standard

Respecto a los resultados obtenidos (Cueto, 2016),
manifiestan que el color del semen en los ovinos debe ser
blanco-lechoso o cremoso palido, aunque también puede
tomar una coloracién blanquecina-amarillenta, siendo
las mismas predictoras de una muestra seminal de buena
calidad teniendo y a su vez se tiene una relacién directa entre
la intensidad del color y la riqueza espermatica.

Ademas, (Duran, 2008), menciona que el semen del carnero
normalmente es de color blanco lechoso o crema palido,
pudiendo variar de unos eyaculados a otros, aun del mismo
semental, siendo estas son caracteristicas propias de cada
especie.

Los resultados obtenidos son similares a los reportados
por (Avilés, 2018), quien al realizar estudios sobre las
caracteristicas del semen en diferentes razas de Ovinos
determiné que la coloraciéon presente en las muestras
seminales de las razas, Black Belly, Pelibuey, Charolais,
Kathadin y Dorper, presentaron una tonalidad del 100%
blanco cremoso en todas las razas.

Olor

Las muestras seminales provenientes de los ovinos Pelibuey
y Black Belly, presentaron un olor sui generis o proteico
neutro caracteristico de la especie, como se indica en las
Tablas 4 y 5. Estos resultados son similares a los obtenidos
por (Avilés, 2018), quien report6é un olor sui géneris en las
muestras seminales evaluadas para el estudio sobre las
caracteristicas del semen en diferentes razas de Ovinos.

De igual manera, (Escudero, 2015), quien, al realizar
preservacion de semen ovino mediante vitrificacién y
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congelamiento lento, utilizando diferentes diluyentes
comerciales reporto un olor proteico neutro caracteristico en
el semen de esta especie, libre de olores desagradables que
podrian ser provocados por contaminacién bacteriana.

pH

El analisis del pH en el semen ovino de las muestras
recolectadas, provenientes de las razas Pelibuey y Black Belly,
reportaron promedios de 7 * 0, siendo este un pH neutro,
considerandose que no hubo diferencias significativas en los
eyaculados de cada raza, Tablas 4y 5.

El pH seminal de la especie ovina distintamente del
proposito zootécnico de cada una de las lineas genéticas
es por general neutro a levemente alcalino, que tiene el
objetivo de neutralizar la acidez que se encuentra en el tracto
reproductivo de la hembra, los valores pueden ser alterados
por tiempo de almacenamiento y método de recoleccién del
semen, ademds este es indicativo de un material seminal
adecuado, ya que si se hubiera detectado valores mayores
o inferiores (alcalino - acido) se considera como semen de
escasa fertilidad y baja concentracién y motilidad, tal como
lo reporta (Orellana, 2009).

Los resultados obtenidos son similares a los reportados
por (Cabera, 2010), quien registrd en su investigaciéon un pH
neutro, utilizando la misma metodologia del presente estudio,
para la valoracién de este parametro. Por otro lado (Tapia,
2014), al realizar la Valoracién Seminal en Ovinos de Raza
Corriedale y Mestizos registrd para los dos valores de 7 en
cuanto al pH de las muestras seminales.

Motilidad masal

La valoracién microscépica de la motilidad masal, (Tapia,
2014) en las diferentes observaciones realizadas no registrd
diferencias estadisticas (P>0,05), entre las medias de los
tratamientos, obteniendo el 91,25 %, para las muestras
seminales del carnero Pelibuey, y 95,25 % para el carnero de
la raza Black Belly, Tabla 6.

Tabla 6. Evaluacién microscépica de los eyaculados obtenidos
de ovinos Pelibuey y Belly antes de ser sometidos a dilucién y

Encontrandose estos resultados dentro de los rangos aptos
para su conservacion, pues, segin (Cueto, 2016), recomienda
que para proceder al congelamiento de un eyaculado su
motilidad masal debe ser igual o mayor de 3,5 pts, es decir >
70%, sabiendo que 5 pts equivale al 100%.

Los resultados obtenidos en la presente investigacién
son similares a los registrados por (Lépez, 2014), quienes,
en su investigacion sobre el efecto de Factores Ambientales
y Variacién Individual en la Capacidad Reproductiva del
carnero, determinaron el 92 % de motilidad masal para las
muestras seminales frescas.

A diferencia de los resultados obtenidos por (Velasco,
2011), quien registré una motilidad masal de 85%, evaluada
en semen fresco de Pelibuey, al realizar el estudio de la
determinacion de sub poblaciones espermaticas por motilidad
en ovinos de pelo, siendo estos resultados inferiores a los de la
presente investigacion.

Motilidad individual

La valoracién microscépica de la variable motilidad
individual, observada en las muestras seminales de los
ovinos no registro diferencias estadisticas (P>0,05), existiendo
diferencias numeéricas entre las medias de los tratamientos,
reportando el mayor valor en la raza Black Belly con 4,75
puntos, mientras que en las muestras de semen del carnero
Pelibuey se obtuvo medias de 4,5 puntos, siendo este el menor
valor, Tabla 6.

Estos resultados se presentan superiores a los reportados
por (7), quienes al evaluar el uso de diferentes dilutores en
Crioconservacién de Semen Ovino, en muestras de semen
fresco del mes de abril y julio presentan valores 3,5 + 0,1
puntos en carneros Black Belly.

Lépez et al., (2016), obtuvo resultados de 4,31 puntos para
las muestras seminales frescas pertenecientes al macho
de la raza Pelibuey; a diferencia de (14), quien en el estudio
Aplicacién de Técnicas de Biotecnologia Reproductiva en
Ovejas Mestizas determino una motilidad individual en
semen fresco de 5 puntos en la raza Rambouillet y Poll Dorset,
siendo estos resultados similares al presente estudio.

Concentracion espermdtica

crioconservacion. .. ‘o

La concentracion espermatica,

Tratamionios promedio por unidad de volumen (ml), de

- ) cV. Sig las muestras obtenidas en los ovinos no

Variable BlackBelly  Pelibuey  EE. oy ~ Frob registro diferencias estadisticas (P>0,05),

Motilidad masal, % 9525 a 91,25 a 2,16 462  0,2374 ns entre las medias de los tratamientos,

Motilidad individual, % 475 a 450 a 027 11,68 0,5370 ns reportando' en la raza Pelibuey una

. concentracién espermatica de 2329,5 x
Concentracion, spz/ml 2540,50 a 2329,5 a 318,94 26,20 0,6564 ns . .

) 10~6 spz/ml, mientras que en el ovino Black

Células vivas/muertas, % 97,25 a 9400 a 2,24 4,69 0,3451 ns Belly para la misma variable se obtuvo

Morfologia 95,35 a 9490 a 0,60 1,25 0,6131 ns 2540,5 x 106 spz/ml.

E.E.: Error Estdndar
C.V.: Coeficiente de Variacién

aa: Letras iguales no existe diferencias significativas

ab: Letras distintas existe diferencias significativas (P<0,05).
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En relacién a los resultados obtenidos
Duran et al, (2008), menciona que la
determinacién de la concentracién
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espermdtica es muy importante, ya que la relacién en la
dilucién depende de ella, al mismo tiempo indica que el
semen del carnero de buena calidad contiene entre 2,5 a 5,0
mil millones de espermatozoides/ml. Estos resultados son
similares a los obtenidos por Orellana (2009), quien al valorar
la concentracién espermadtica reporté valores de 2 458,89
x 10~6 spz/ml + 903,65 en ovinos de la raza Black Belly. Al
igual que Lépez et al., (2014), quienes en muestras seminales
frescas de los carneros Pelibuey obtuvieron una concentracién
espermatica de 2964 + 103 x 10~6 spz/ml, y en los carneros Black
Belly se determinaron una concentracion de 3059 + 114 x 1016.

Por otro lado, segtin el estudio de Caracteristicas del Semen
en Diferentes Razas de Ovinos, realizado por Avilés (2018),
manifiesta que la concentracién espermatica en las muestras
seminales del ovino Pelibuey reporto un promedio de 562,50 +
50 x 10~6 spz/ml, mientras que para el reproductor Black Belly,
se registr6 una concentracion espermatica de 826,67 + 323,02 x
10~6 spz/ml, siendo estos resultados inferiores a los reportados
en la presente investigacion.

Células vivas - muertas

Esta variable no registré diferencias estadisticas (P>0,05),
existiendo solo diferencias numéricas entre las medias de
los tratamientos, identificando el mayor valor de 97,5 % en
las muestras seminales provenientes del ovino Black Belly, a
diferencia del 94 %, obtenido en las muestras de semen del
reproductor Pelibuey. Con respecto al porcentaje de células
muertas este reporto el 2,5% y 6% respectivamente.

Respecto a los resultados obtenidos (Escudero, 2015), indican
que al congelar el semen debe existir un buen porcentaje de
células vivas en relacién a las células muertas, ya que solo
alrededor del 50% de los espermatozoides mantienen su
viabilidad luego de la descongelacidn. (Guerrero, 2012), en la
evaluacién microscépica del semen en el calculo del porcentaje
de células vivas y muertas, reporta valores de 90,2 + 3,8 % de
células vivas y 9,8 % de células muertas en carneros Black Belly,
aligual (Avilés, 2018), quien determino un porcentaje de células
vivas y muertas de 75,24 % * 9,44 en muestras seminales del
macho Pelibuey, en cambio en el Black Belly arrojo resultados
de 92,45 % + 2,35, valores que son inferiores a los reportados
en la presente investigacién.

En el estudio de (Orellana, 2009), se determind que en la
valoracién microscépica del semen en fresco la variable células
vivas-muertas reporto datos de 80,19% espermatozoides vivos y
19,81% de células muertas, en la raza Black Belly, los cuales son
inferiores con los del estudio. Por otro lado, (Escudero, 2015),
en la investigacién Preservacién de Semen Ovino mediante
Vitrificacién y Congelamiento Lento, Utilizando Diferentes
Diluyentes, encontrd 99,58 % + 0,51 en muestras seminales
frescas de machos Corriedale, siendo estoy superiores a los
obtenidos en la investigacién.

Morfologia

Se presentaron promedios de 94,9% de espermatozoides
normales y del 5,1% de espermatozoides anormales en

51

las muestras del semen del ovino de raza Pelibuey (Tabla
7), mientras que las muestras seminales de la raza Black
Belly arrojaron resultados de 95,35% de espermatozoides
con estructura normal, determinando que 4, 65% de los
espermatozoides son anormales, (Tabla 7). No se registran
diferencias estadisticas (P>0,05) entre las medias de los
tratamientos, reportdndose anormalidades espermaticas
como: microcefalia, colas de latigo, enrollada, doblada y sin
cola.

Tabla 7. Morfologia espermatica de semen de ovinos Black Belly y

Pelibuey
AE’;‘;Z:T‘:%ZZE‘ BlackBelly  Pelibuey
Microcefalia 0,05
Cola
Cola de latigo 0,9 1,1
Cola enrollada 1,6 1,4
Cola doblada 1,9 2,5
Sin cola 0,05
Cola corta 0,1 0,1
Total de 46 5.1

anormalidades (%)

(Orellana, 2009), considera normal los eyaculados de 5 -9
% de anormales, ya que el porcentaje de espermatozoides
vivos se considera alto y guarda relacién con el movimiento
progresivo.

Estos valores son inferiores a los indicados por (Guerrero,
2009), en su investigacién en cuanto a la morfologia
reporto valores 98,2% de espermatozoides normales en
muestras seminales de machos Black Belly con 1.8 + 0.7 de
anormalidades. Siendo a su vez superiores a los (Viteri, 2015),
quien en su estudio determino 93,06% de espermatozoides
normales y el 6,94% de espermatozoides con anormalidades
como macrocéfalos, doble cola y cola latigo.

La determinacién del porcentaje de la morfologia y
anormalidades segun (Castro, 2017), en su investigacién
de la Calidad del Semen Refrigerado de Carneros Assaf y
Black Belly, determiné en muestras de semen fresco valores
de 6.94 %+ 1.57 de espermatozoides anormales y 93,06 %
espermatozoides normales en machos Black Belly de 3,5
afios de edad, valores que son similares a los reportados en la
presente investigacién.

Evaluacion del semen post congelacion

Motilidad masal
De acuerdo a la raza (Factor A)

Al analizar la variable no se registran diferencias
estadisticas entre las medias del factor A, reportando el mayor
porcentaje para las pajuelas provenientes del carnero Black
Belly con 13,75%, a diferencia del menor valor registrado por
las dosis seminales del reproductor Pelibuey, con 11,67 %,
como se indica en la Tabla 8.
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Tabla 8. Evaluacién microscépica del semen post congelacién de
ovinos Pelibuey y Black Belly

Raza
Variables Factor A E.E.  Prob.
Pelibuey  Black Belly Sig.
M.m (%) 11,67 a 13,75 a 1,34 0,29 ns
Mi(pts) 1,17 b 1,38 a 007 0,045 *
V(%) 12,07 a 1408 a 1,44 034 ns

M.m: Motilidad masal, (%)
M.i: Motilidad individual, (pts)
V: Viabilidad espermatica (%).
E.E: Error estandar
Prob. >0,05: no existen diferencias estadisticas.
Prob. <0,05: existen diferencias estadisticas.
Prob. < 0,01: existen diferencias altamente significativas

De acuerdo al diluyente (Factor B)

El efecto de los diluyentes comerciales en la conservacion
seminal, no se reporté diferencias estadisticas (P>0,05),
entre las medias del factor B, registrando para el diluyente
Andromed valores de 12,29%, a comparacién de diluyente
seminal One Step para el que se obtuvo el 13,13 % de motilidad
masal (Tabla 9).

Tabla 9. Evaluacién microscdpica del semen post congelacion de
ovinos Pelibuey y Black Belly

Diluyente
Variables Factor B E.E. Prob. Sig.
Andromed One Step
M.m (%) 12,29 a 13,13 a 1,34 0,67 ns
M.i(pts) 1,21 a 1,33 a 0,07 020 ns
V (%) 12,34 a 13,81 a 1,44 048 ns

M.m: Motilidad masal, (%)
M.i: Motilidad individual, (pts)
V: Viabilidad espermatica (%).
E.E: Error estandar
Prob. >0,05: no existen diferencias estadisticas.
Prob. <0,05: existen diferencias estadisticas.
Prob. < 0,01: existen diferencias altamente significativas

De acuerdo a la interaccién (Factor AxB)

De acuerdo a la interaccién factores A x B (razas ovinas y
tipos de diluyentes comerciales) no se presentaron diferencias
estadisticas (P>0,05), entre los tratamientos, pero si existieron
diferencias numéricas, reportando el mayor porcentaje
de motilidad masal del 15 % para el tratamiento A2B2, a
diferencia del menor valor que se obtuvo en el tratamiento
A1B2, con 11,25 %, como se indica en la Tabla 10. Lo que nos
lleva a deducir que no existi6 en el proceso de conservacién
seminal una relacién directa entre las razas ovinas y los
componentes que constituyen los diluyentes comerciales
utilizados en la presente investigacién.
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Tabla 10. Evaluacién microscépica del semen post congelacién de
ovinos Pelibuey y Black Belly

Pelibuey Black Belly
Variables Interaccién (A x B) E.E. Prob.
Andromed One Step Andromed One Step
M.m (%) 12,08 a 11,25 a 12,50 a 1500 a 1,90 0,40
M.i (pts) 1,17 a 1,17 a 125 a 150 a 0,09 0,20
V(%) 12,08 a 12,06 a 1260 a 1556 a 2,03 0,48

M.m: Motilidad masal, (%)
M.i: Motilidad individual, (pts)
V: Viabilidad espermatica (%).
E.E: Error estdndar
Prob. >0,05: no existen diferencias estadisticas.
Prob. <0,05: existen diferencias estadisticas.
Prob. < 0,01: existen diferencias altamente significativas

Con respecto a los resultados obtenidos estos son
superiores a los reportados por (Escudero, 2015), quien al
realizar preservacion de semen ovino mediante vitrificacién
y congelamiento lento, utilizando diferentes diluyentes
comerciales, obtuvo 8,50 % de motilidad masal post
descongelamiento al emplear el diluyente seminal Ovixcell y
ejecutar un congelamiento lento en el procesamiento seminal.

Los resultados obtenidos son inferiores a los reportados
por (Gémez, 2018), quienes al investigar la Categorizacién de
Criopreservacion del Semen Ovino de Acuerdo a la Cinética
Espermatica a la descongelacién, en ovinos Pelibuey y
Black Belly, reportaron un 51,68 % de motilidad masal post-
descongelacion en las dosis seminales.

Motilidad individual
De acuerdo a la raza (Factor A)

En el andlisis de la varianza correspondiente a la motilidad
individual post congelacién, se identificaron diferencias
significativas (P<0,05), entre las dosis seminales de las
razas evaluadas, registrando la mejor valoracién en las
pajuelas derivadas del carnero Black Belly con 1,38 puntos,
a comparacion del valor obtenido en las dosis seminales de
reproductor Pelibuey en el cual se registré 1,17 puntos Tabla 8.

De acuerdo al diluyente (Factor B)

Al analizar el factor B (diluyentes comerciales), no se
registraron diferencias estadisticas con respecto a la
motilidad individual, presentando la mayor valoracién
al utilizar el diluyente seminal One step con 1,33 puntos,
a diferencia del 1, 21 puntos reportado por el diluyente
comercial Andromed.

De acuerdo a la interaccion (Factor AxB)

Al realizar el andlisis de la interaccién Factores A x B,
perteneciente a la motilidad individual no se presentaron
diferencias estadisticas significativas (P>0,05), obteniendo
el rango m4s alto en el tratamiento A2B2 con 1,50 puntos a
comparacion de los tratamientos A1B1 y A1B2 con 1,17 puntos
en los dos tratamientos Tabla 10.
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Los valores registrados en la presente investigacién son
similares a los obtenidos por (Cervera, 2013), quienes en su
estudio del Efecto de la adicién de un surfactante (Orvus Es
Paste®) en el diluyente de congelacién en ovinos Katahdin,
reportaron una motilidad individual para el tratamiento TO
(Triladyl® 20%, agua destilada 60%, yema de huevo 20%, con
0,5% de OEP), de 1,8 a la post- descongelacién y para TT (sin
OEP) 1 punto.

Por otro lado, (1Cabrera, 2010), en su investigacién Efecto
del dilutor tris y citrato con yema de huevo de codorniz sobre
la viabilidad espermdtica en semen ovino congelado, en
ovinos Black Belly registra una motilidad individual en el
tratamiento 1 (TRIS), de 63,7% + 2,7 correspondiendo esta
calificacion de 3,18 puntos y para tratamiento 2 (CITRATO),
de 58,1% = 5,1; equivalente a 2,9 puntos, siendo estos valores
superiores a los reportados en la presente investigacion.

En el mismo estudio se evalué a la raza Assaf que
presenta para el T1 (TRIS), una motilidad individual post-
descongelacion de 61,7% + 6,5; corresponde a 3 puntos y
para el T2 (CITRATO) presento una motilidad individual de
55,7%x 8,5 que equivale a 2,7 puntos, por tal estos valores son
superiores a los obtenidos en la investigacidn, las mismas que
pueden diferir por utilizar diferente protocolo de congelacién
y diferente diluyente.

(Rodriguez, 2008) quienes en su estudio Capacitacion
espermatica inducida por la conservacién de semen de
carnero diluido, refrigerado o congelado, en carneros
Pelibuey y Black Belly, presento una motilidad individual
promedio de 2,6 puntos.

Viabilidad espermdtica
De acuerdo a la raza (Factor A)

Al analizar esta variable no se registraron diferencias
estadisticas entre las razas ovinas al post congelacion,
reportandose el mayor valor de este pardmetro en las dosis
seminales del carnero Black Belly con 14,08 % de viabilidad
espermatica a comparaciéon de los valores registrados por
el semoviente de la raza Pelibuey, con 12,07%, en el andlisis
Tabla 8.

De acuerdo al diluyente (Factor B)

En el analisis del factor B (diluyentes comerciales), no se
reportaron diferencias estadisticas (P>0,05), obteniendo
el mayor valor para el diluyente One Step con 13,81 % de
viabilidad espermatica post congelacion, en comparacion al
menor valor el cual se registré con el diluyente Andromed
con 12,34% Tabla 9.

De acuerdo a la interaccién (Factor AxB)

La viabilidad espermatica post congelacién en relacién a la
interaccion de las razas y diluyentes, no mostré diferencias
significativas (P>0,05), registrandose la mayor viabilidad
espermatica en el tratamiento A2B2 con 15,56%, y difiriendo
numéricamente con A1B2 con 12,06% Tabla 10.
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Los resultados obtenidos en la presente investigacién son
inferiores a los de (Gémez, 2018), quienes en su investigacién
categorizacion de la crio preservacién del semen ovino de
acuerdo a la cinética espermadtica a la descongelacién, en
carneros (Black Belly y Pelibuey) crio preservados con Triladyl
y yema de huevo, determino a las 24 horas de su conservacién
una viabilidad de 41,77 %=+ 5,34 post- descongelamiento.

De la misma manera (Cervera, 2013), quienes al adicionar
un Surfactante (Orvus Es Paste) en el diluyente comercial
de congelacién Triladyl® en ovinos Katahdin obtuvo una
viabilidad espermatica a los 17 dias post congelacién en el
TO (20% Triladyl, agua destilada (60%), yema de huevo (20%),
con 0,5% de OEP) una viabilidad de 37,31 + 1,27y para el TT sin
OEP, obtuvieron una viabilidad de 21,98 % + 1,27.

Los datos obtenidos por Guerrero et al., (Guerrero, 2012),
en su investigacién de Uso de Dilutores Hiperténicos en la
Criopreservacion de Semen Ovino, en ovinos Black Belly con
una edad de 2-3.5 afios, reportan una viabilidad espermatica
post congelacion con el tratamiento 1 Dilutor Tris-Trehalosa
datos promedio de 34.4 % * 6,6; mientras que en el tratamiento
2 Dilutor Tris-Lactosa obtuvo 24,3 % + 5,0

4. CONCLUSIONES

Las caracteristicas macroscépicas y microscopicas en
semen fresco son apropiadas para cada raza, es importante
destacar que el volumen del eyaculado que obtuvo el rango
mas alto fue del ovino Pelibuey con 1,83 ml en relacién al
volumen de Black Belly 1,43 ml, obteniendo un mayor nimero
de dosis seminales con una concentracidon de 30 millones de
espermatozoides por pajuelas de 0,5 ml.

Al evaluar las variables microscépicas en semen fresco
la mejor calidad seminal fue la del carnero Black Belly con
una motilidad masal de 95,25%, concentracién espermdtica
de 2540,50 x10~6 spz/ml y un porcentaje de células vivas-
muertas de 97,25%, las caracteristicas del carnero Pelibuey
difirieron con una motilidad masal de 91,25%, concentracién
espermatica de 2329,50 x10~6 spz/mly células vivas-muertas
de 94%.

Se comprobé que en la motilidad individual al momento
de la post congelacién no fue afectada por los dos diluyentes,
pero si existié diferencias significativas entre las razas
obteniéndose un mayor valor para el carnero Black Belly con
1,83 pts, por lo que, es mas eficiente para congelar en relacién
al Pelibuey con 1,17 pts. Cabe recalcar que si existe diferencias
numéricas entre los tratamientos teniéndose al tratamiento
A2B2 con el rango mas alto permitiéndose obtener una mejor
calidad del semen congelado.

Se recomienda establecer o adecuar un cuarto frio
que permita el control de los factores externos como la
temperatura ambiental y la humedad que impiden que se
lleve un control preciso de las temperaturas en las etapas
de equilibramiento, refrigeracion y congelacién donde
pueden existir fluctuaciones de temperatura que afectaran
al espermatozoide en el proceso post congelacion.
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