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RESUMEN

Valorando el contenido seminal de dos razas ovinas tropicales y dos tipos de diluyentes
para su conservacion en la Estacién Experimental Pastaza de la Escuela Superior
Politécnica de Chimborazo, utilizamos dos ovinos machos adultos de la raza Pelibuey y
Black Belly con una edad promedio de 31 meses y un peso aproximado de 73 a 75 kg, las
caracteristicas del semen se evaluaron en dos momentos, antes y después del proceso de
conservacion. El semen fresco se evalud utilizando estadistica descriptiva para las
variables cualitativas y para las variables cuantitativas la prueba t de student, en el
segundo momento en semen congelado, aplicandose un disefio completamente al azar
con arreglo combinatorio, en donde el Factor A es la raza (A 1: Pelibuey y A 2: Black
Belly) y el Factor B los diluyentes (B 1: Andromed y B 2: One step), con 4 repeticiones
por tratamiento, tomandose como tamafio de la unidad experimental (TUE) 1 extraccion.
Valorandose los resultados experimentales en el contenido seminal fresco, las variables
(color, olor, ph, motilidad masal, motilidad individual, concentracion espermatica, células
vivas-muertas y morfologia), no encontrandose diferencias estadisticas (P>0, 05); a
diferencia de la variable volumen, encontrandose diferencias significativas (P<0,05). Y
al evaluarse el contenido seminal a los 15 dias post-descongelacion para el Factor A
(Raza), no hallandose diferencias estadisticas (P>0,05) para motilidad masal y viabilidad
espermatica, pero si halldndose diferencias estadisticas para la variable motilidad
individual (P<0,05), presentandose en la raza Black Belly 1,38 pts y en Pelibuey con 1,17
pts, demostrandose que el contenido seminal del macho Black Belly es mas resistente a
la congelacion, para el Factor B (Diluyentes,) no encontrandose diferencias estadisticas
en ninguna variable, en cuanto a la interaccion A x B los tratamientos A1B1; A1B2;
A2B1; A2B2, no evidenciandose diferencias estadisticas (P>0,05), pero si hallandose
diferencias numéricas, teniendo al mejor tratamiento A2B2. Concluimos que las
caracteristicas macroscopicas y microscopicas en semen fresco son apropiadas para cada
raza encontrdndose dentro de los rangos establecidos, por otro lado, en post-
descongelacion el que presentd mayor resistencia a la congelacion es el macho Black
Belly. Recomendando investigaciones posteriores de biotecnologias reproductivas en
ambas razas que tras su evaluacion estas pudieran ser aprovechadas en programas de

mejoramiento genético.
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ABSTRACT

Assessing the seminal content of two tropical sheep breeds and two types of diluents for
conservation in the Pastaza Experimental Station of the Escuela Superior Politécnica de
Chimborazo, Researchers use two adult male sheep of the Polibuey and Black Belly breed with
an average age of 31 months and an approximate weight of 73 to 75 kg, semen characteristics
were evaluated at two times, before and after the conservation process. Fresh semen was evaluated
using descriptive statistics for the qualitative variables and the quantitative variables the student's
t-test, in the second moment in frozen semen, applying a completely randomized design with
combinatorial arrangement, where Factor A is the race (Al: Polibuey and A2: Black Belly) and
Factor B diluents (B1: Andromed and B2: One step). with 4 repetitions per treatment, taking the
size of the experimental unit (SEU) 1 extraction. Valuing experimental results in fresh seminal
content, the variables (colour, smell, ph, mass mortality, individual motility, sperm concentration,
living-dead cells and morphology), no statistical differences being found (P> 0.05): unlike of the
variable volume, finding significant differences (P <0.05). And when assessing the seminal
content at 15 days post - defrosting for Factor A (Race), no statistical differences (P> 0.05) were
found for mass motility and sperm viability. but if statistical differences were found for the
individual motility variable (P <0.05). appearing in the race Black Belly 1.38 pts and in Pelibuey
with 1.17 pts. proving that the seminal content of the male Black Belly is more resistant to
freezing, for Factor B1 (Diluents) no statistical differences are found in any variable, in terms of
the interaction A x B the AL1B1 treatments; A1B2; A2B1; A2B2, not showing statistical
differences (P> 0.05). but if finding numerical differences, having the best treatment A2B2. To
conclude the macroscopic and microscopic characteristics in fresh semen were appropriate for
each race, being within the established ranges, on the other hand, in post-defrosting, the one that
presented greater resistance to freezing is the male Black Belly. Recommending subsequent
research on reproductive biotechnologies in both races that, after their evaluation, could be used

in genetic improvement programs.
Keywords:
<Seminal Content>, <Ovine (Black Belly)>,<Ovine (Pelibuey)>, <Ovine Races>, <Diluyente

(Andromed)>, <Diluyente (One Step)>,<Macroscopic Variables>, <Variables Microscopics>,

<Pastaza Experiment Station>, <Zootechnical Engineering Career>.
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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
Amazonica, cabe destacar el descenso que estd sufriendo la produccién ovina en la region
Amazonica, segin Censo Nacional Agropecuario en el afio 2000 existia 8,334 cabezas, en la
actualidad segun (INEC, 2018) registra datos de 1,598 cabezas.

Existe una pérdida significativa de esta especie, que se caracteriza por el aporte de pelo y
principalmente carne, es importante mencionar que la poblacion demogréafica permanece
creciendo rapidamente por lo cual existe mayor demanda de alimento; como consecuencia, la

produccién animal necesita crecer dramaticamente.

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 a esta problematica alimentaria.

En los ultimos afios la produccion ovina ha venido dando un giro de desarrollo en el ambito
nutritivo y sanitario obviandose 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 produccion ganadera.

Existe un desconocimiento del uso y aplicacion 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 razon, la aplicacién de nuevas biotecnologias reproductivas como son la Inseminacién
Artificial (IA), favorece de sobremanera el accionar diario del pequefio productor, méas ain
cuando se trata de incrementar la productividad, la aplicacion de esta tecnologia tiene como Gnico
propdsito de ayudar a reducir costos de produccion con la finalidad de obtener productos de
calidad, incrementar ingresos econémicos en los hogares y asi mejorar la calidad de vida de la

poblacion.



Con relacion a lo expuesto, es necesario el aporte constante de investigaciones en el ambito
reproductivo, ya que las mismas no presentan mayor desarrollo en comparacién con otras especies
de abasto, por lo cual la inclusion de técnicas como conservacion del material genético, tiene
como finalidad mantener en congelacion el contenido seminal de los mejores reproductores de
cada raza o propdsito zootécnico, por uno, dos 0 muchos afios, dandole asi un gran paso al

desarrollo genético ovino en el Ecuador.

Por tal razén la presente investigacion busca valorar en contenido espermatico en este caso de dos
razas de ovinos tropicales, como son Pelibuey y Black Belly que se comparan con dos diluyentes
comerciales, siendo el primer diluyente Andromed y el segundo diluyente One Step.

Con la finalidad de determinar cual de estos diluyentes proveen el medio adecuado para la
sobrevivencia de los espermatozoides, y si la raza influye en la calidad seminal, para ello se
verifica tras la evaluacion antes de la congelacion con un examen de calidad seminal que incluye
motilidad, concentracién espermatica, morfologia y viabilidad, al igual se evaluara al momento
de post descongelacion a los 15 dias de haber sido congelada.

Por lo aludido anteriormente, nos hemos planteado los siguientes objetivos.

e Valorar el contenido seminal de dos razas ovinas tropicales (Black Belly y Pelibuey).

e Evaluar dos tipos de diluyentes (Andromed y One Step) para congelacion en cada raza.

o Determinar el costo de cada uno de los tratamientos.



CAPITULO I

1. MARCO TEORICO
1.1 Raza Black Belly
1.1.1 Origen y ubicacion

Esta raza también es conocida como oveja de Barbados o Panza Negra. Es originaria de Africa,
pero tiene mas de 300 afios en la isla de Barbados, desde donde se ha distribuido a las islas del
Caribe y a Sudamérica, Centro América, Estados Unidos y México. En Ecuador, se encuentran

en areas tropicales de las provincias de la region Oriental y de la Costa (Feijoo,2018, p.14).

1.1.2. Caracteristicas fenotipicas

Son animales de talla media, cuerpo estrecho, pesan de 48 a 70 kg y las ovejas entre los 32 a 45
kg. El pelo es de color rojizo oscuro o claro, el vientre es negro al igual que unas franjas que se
proyectan sobre la parte interior de la patas y otra que va del encuentro sobre el cuello hasta la
quijada, en la cabeza tienen dos franjas que corren casi paralelas a cada o0jo, también existen

animales completamente negros (Feijoo, 2018, p.15).

Son acornes tanto machos como hembras, aunque algunas ocasiones se pueden manifestar unos
cuernos pequefios, las orejas son de tamafio intermedio, no pendulosa pero si proyectada
horizontalmente al eje de la cabeza. Los machos presentan a lo largo del cuello y pecho un pelo

largo caracteristico, de 10 a 15 cm (Feijoo, 2018, p.15).

1.1.3. Comportamiento productivo

Su comportamiento productivo es uno de los aspectos mas importantes de la raza, por lo cual se

ha hecho una raza muy atractiva, ya que su alta tasa de reproductibilidad la sitGa dentro de las



maés prolificas. Su estacion de aparamiento es larga, lo cual permite mas de un empadre al afio.
Su periocidad permite que puedan parir entre los 12 y 15 meses, con porcentajes de partos del 96
al 100%. Su prolificidad es mayor a la de las otras razas de pelo (80-90%) (Feijoo, 2018, p. 15).

Las caracteristicas reproductivas de los Blackbelly son similares a las del Pelibuey. Se adapta
bien al tropico seco y son animales generalmente mansos y ddciles, aunque, en ocasiones su
temperamento es nervioso. El peso al nacimiento oscilé alrededor de 2,5 kg y las ganancias de
peso antes del destete pueden alcanzar los 200 gramos/dia después de esto, las ganancias son mas

variables de 30 a 200 gramos/dia (Feijoo, 2018, p. 15).

Los parametros tanto reproductivos como productivos de esta especie son sumamente importantes
estos aportan con el 50% de material genético contribuyedo al crecimiento del rebafio. La madurez
sexual del macho es precoz, pues con buena alimentacion pueden entrar en ciclo a los 5 meses, al

cual se asume que tiene una vida util hasta 8 afios.

Algunos autores al evaluarar la CE en razas Blackbelly y Pelibuey, se encontraron valores por

encima de los 25 cm a los seis meses de edad (Olguin et al.,2016 citado por Espitia et al.,2018, p. 74).

1.2. Pelibuey

1.2.1. Origen y ubicacién

Su origen es al oeste de Africa es una raza de pelo que tiene el cuerpo pequefio y una estructura
6sea bien definida introducida al caribe (Cuba) por lo colonos espafioles. Desarrollada en México

y distribuida por toda América tropical (Rua, 2015, p. 25).

Originaria de Africa, concretamente de las Republicas de Angola y Somalia, traida a América en
los siglos XVII y XVIII durante el auge del comercio de esclavos. Al igual que otras razas del
tropico americano se aclimataron en México y Cuba, considerandose una de las razas mas
prolificas y adaptadas a nuestro medio; al igual que otras razas de pelo se ubican en un ambiente

tropical, en el Ecuador se encuentran tanto en la region Amazénica como la regién Costa (Séenz,
2007, p. 13).



1.2.2. Caracteristicas fenotipicas

En esta raza presenta una gran variacion en el color de pelo, del blanco al rojo, en varios tonos,
tostado, rojo, balo y pinto, se reconocen tres colores, el rojo canelo, el blanco y el pinto y los tres
se aceptan en los libros de registro de genealogia. Son animales acornes, es decir, no presenta
cuernos esto es en ambos sexos, el perfil es recto a ligeramente convexo, las orejas cortas en
posicion horizontal, el pelo que cubre el cuerpo es generalmente corto y grueso, en los machos,
en el cuello y pecho es mas largo, en forma parecida al Black Belly (Feijoo, 2018, p. 16).

Los Pelibuey son ovinos de talla mediana, con cuerpos mas anchos y menos angulosos que en el
Black Belly, los pesos en los machos varian de los 40 a 80 kg y en las hembras de 35 a 60 kg. En

otros paises existen animales mejorados que superan estos pesos (Feijoo, 2018, p. 16)

1.2.3. Caracteristicas productivas

El comportamiento reproductivo es bueno, con tamafios de camada de 1,2 a 1,4; la estacién de
apareamiento es larga, correspondiendo los meses de febrero a abril a los de méas baja actividad
reproductiva lo que permite la posibilidad de 3 partos en dos afios, son animales precoces. EI peso
al nacer se encuentra alrededor de los 2,5 kg y se reportan ganancias hasta el destete de 200

gramos/dia, en pastoreo, con pesos al destete en machos de 15,0 kg (Feijoo, 2018, p. 16).

Las hembras adultas alcanzan pesos de 35 a 50 kg, mientras que los machos alcanzan pesos de 40
a 70 kg; las crias alcanzan pesos al destete de 12 a 15 kg, a los 60-80 dias de edad, Las ovejas
Pelibuey son muy fértiles o fecundas, se alcanzan tasas de prolificidad de 30 al 60% y porcentaje
de gestacion del 85 al 95%, el comportamiento reproductivo de la oveja presenta cierta
estacionalidad, con descensos en la actividad reproductiva (manifestaciones de estro, tasa de

ovulacién y concepcidn), durante los meses de febrero a mayo (Feijoo, 2018, p. 16)

Es importante tomar en cuenta otros parametros repoductivos y productivos especificamente en
el macho Pelibuey como son: su madurez sexual es mediana a tardia 6-12 meses con 20-25 kg de

peso en relacion a otras razas de pelo (Avilgs, 2018, p. 15).

La edad apta para que el macho empiece a servir varia desde 10-12 meses va a depender de
factores externos, tiene una vida util en el rebafio que va desde 7-8 afios, es importante conocer
el tamario de los testiculos es decir la circunferencia escrotal en etapa adulto esta no debe ser

menor de 30 cm.



1.3. Anatomia del sistema reproductor del macho

El sistema reproductor del carnero se compone de los testiculos, el escroto, los epididimos, los
conductos deferentes, las glandulas sexuales accesorias y el pene.

1.3.1. Los testiculos

Los testiculos son gonadas masculinas u 6rganos sexuales primarios. Estan encargados de realizar

dos funciones:

e Laproduccién de gametos masculinos (espermatozoides).

e La produccién de hormonas sexuales masculinas (andrégenos).

Dos funciones intimamente relacionadas ya que la produccion de espermatozoides depende de la
produccion de andrégenos. Los testiculos del carnero son muy grandes y llegan a pesar entre 200
y300 gramos cada uno, en el adulto. EI tamafio de los testiculos varia con la estacion, alcanzando

el méximo en la mitad de la estacion reproductora. (Duran et al., 2008, p. 245)

1.3.1.1. Células de Sertoli

Las células de sertoli tienen una incidencia directa sobre las células de Leydig que también se
ubican en los testiculos y son las encargadas de segregar testosterona. Las funciones de las células
de sertoli son regular el desarrollo de las células de Leydig y su funcién temprana para que la

segregacion de testosterona no se vea afectada (Fernandez, 2018).

Esta hormona masculina se segrega con el objetivo de diferenciar los conductos embrionarios de
Wolff hacia érganos masculinos, por lo que su incidencia en la masculinidad es evidente. Otra de
las funciones de la célula de sertoli es la de adoptar el papel de fagocitos para consumir el

citoplasma residual durante el proceso de produccion de espermatozoides (espermatogénesis)
(Ferndndez, 2018).

Ademas, las células Sertoli también ejercen una funcion secretora al intervenir en procesos de

secrecion de diferentes hormonas que pasamos a describir a continuacion:



e ABP o Proteina fijadora de Andrégenos: esta hormona incrementa la concentracion de
testosterona, lo que ayuda a estimular la produccion de espermatozoides.

o Estradiol: las células de Sertoli convierten la testosterona en Estradiol para estimular la
produccidn directa de espermatozoides.

o Factor neurotrofico de células gliales 0 GDNF: este agente garantiza la renovacion de células

madre gracias a la promocion de espermatogonias diferenciadas.

e Hormona antimulleriana: esta hormona es secretada en el periodo fetal gracias a las células
de Sertoli. (Fernandez, 2018, p.8).

1.3.1.2. Células de Leydig

El desarrollo y la maduracion de las células de Leydig son procesos dindmicos y que incluyen la
interaccion entre hormona poblacion fetal de estas células constituye un elemento fundamental
en la diferenciacion masculina, ya que ha sido demostrado que la disfuncion o la ausencia de estas

células, puede producir una incompleta masculinizacion (Pardo, 2017. P. 12).

Los lobulillos testiculares estan constituidos por los tdbulos seminiferos, en los cuales tiene lugar
el proceso de espermatogénesis. Entre los tibulos seminiferos, encontramos tejido conectivo el
cual incluye a las células de Leydig, encargadas de la sintesis de testosterona, vasos sanguineos,

leucocitos y fibroblastos (Pardo, 2017. P. 12)

1.3.2. El escroto

El escroto es el saco, o bolsa donde se alojan los testiculos. Posee una estrechez, o cuello,
distinguible, por encima de los testiculos y estd provisto de un septum que separa las mitades

derecha e izquierda. (Duran et al., 2008, p.246)

El escroto no solo soporta y protege a los testiculos, sino que también juega un papel importante
en la regulacion de la temperatura. La produccion de espermatozoides en el testiculo normalmente

ocurre a 4-7 °C por debajo de la temperatura corporal. Los machos con testiculos no totalmente



descendidos al escroto, se encuentran a temperatura mas proxima a la del cuerpo, por lo general

son machos estériles (Duran et al., 2008, p. 247)

1.3.3. Los epididimos

Los epididimos tienen una forma alargada y estan intimamente en contacto con los testiculos. El
epididimo es el encargado de funciones tan vitales como el transporte, maduracion y almacenaje
de espermatozoides. Cuando los espermatozoides se liberan de los tdbulos seminiferos no son ni
fértiles ni maduros. A su paso el epididimo adquiere la motilidad necesaria y la capacidad de

fertilizar el ovocito (Duran et al., 2008, p.247).

En la cola del epididimo se almacenan gran cantidad de espermatozoides (unos 20 a 40 mil
millones en el carnero) que son expulsados por las contracciones de la pared del conducto

epididimario (Duran et al., 2008, p. 248).

1.3.4, Los conductos deferentes

El conducto deferente transporta los espermatozoides desde la cola del epididimo hasta la uretra

(conducto central del pene), sirven como almacenaje de espermatozoide (Duran et al., 2008, p.248).

1.3.5. Glandulas sexuales accesorias

Son glandulas sexuales secundarias, estas producen liquidos que se vierten en el tracto masculino
y se mezclan con los espermatozoides formando asi el semen. El grupo de glandulas sexuales
accesorias comprende dos glandulas vesiculares, prostata y dos glandulas bulbouretrales. En los
machos ovinos las glandulas de mayor tamafio son las vesiculares, localizadas cerca de la unién

de los conductos deferentes y la uretra. (Duran et al., 2008, p. 249)

En el tejido conectivo de las glandulas se encuentran los musculos responsables de la eyaculacién
del liguido vesicular cuando se contrae. Las glandulas bulbouretrales son esféricas y compactas,
se localizan por encima de la uretra, cerca de su salida y la cavidad pélvica; los conductos

secretores liberan el liquido bulbouretral durante los periodos de excitacion sexual. (Duran et al.,
2008, p.249)



1.3.6. Pene

El pene tiene dos funciones la primera es la deposicion del semen en el aparato genital de la
hembra y la segunda la expulsion de la orina. Tanto el semen como la orina se vierten a través de
la uretra. El pene se pone rigido y aumenta de tamafio con la excitacion sexual. El pene posee una
curvatura, en forma de S, llamada flexura sigmoidea, que puede extenderse (hasta unos 30cm)
durante la copula (Duran et al., 2008, p.249).

La extremidad libre del pene esta alojada en una invaginacion de la piel llamada prepucio, o vaina.
En el prepucio se pueden acumular bacterias por lo cual antes de recoger el semen se debe lavar

con cuidado. También es aconsejable cortar los pelos largos del prepucio (Duran et al., 2008, p.250).

1.4. Fisiologia de la reproduccion del carnero

1.4.1, Estacionalidad

En la mayoria de las razas, los carneros son estacionales y muestran mayor libido durante los dias
cortos, coincidiendo con el reinicio de la actividad ovérica en la hembra. Este ritmo reproductivo

estad controlado por el fotoperiodo (Orihuela, 2014).

La retina del ojo capta la luz del dia y transmite la informacidn a través del nervio Optico hacia el
nucleo supraquiasmatico, al ndcleo paraventricular y a la médula espinal, de donde emergen
nervios hasta la glandula pineal, donde el estimulo nervioso se convierte en un estimulo hormonal,

secretando melatonina durante las horas de oscuridad (Orihuela, 2014).

La melatonina en el carnero (reproductores durante dias cortos) es capaz de estimular la liberacién
de la hormona liberadora de gonadotropinas (Gn-RH) en el hipotalamo anterior, promoviendo la

secrecion de gonadotropinas y la actividad gonadal, (Orihuela, 2014).

En el aparato reproductor masculino de otras especies, se han localizado receptores de melatonina,
por lo que se ha propuesto que esta hormona es capaz de modular la morfologia de los tubulos
seminiferos, las células de Leydig y con ello la secrecion de testosterona. También existen
receptores de melatonina en el epididimo, prostata y sobre los mismos espermatozoides (Orihuela,
2014).



Las hormonas tiroideas también son un componente importante en la estacionalidad. La
extirpacion de la glandula tiroides termina con los patrones estacionales en la actividad
reproductiva (Orihuela, 2014).

Las razas de ovinos originarias de climas templados en latitudes medias o altas son animales
estacionales. Sin embargo, en cuanto al efecto del fotoperiodo en los carneros de pelo los
resultados en la literatura son variables. En ambientes tropicales y subtropicales algunas razas
pueden verse muy poco 0 no afectadas por las variaciones estacionales en las horas luz o

temperatura, pero si por los cambios en la disposicion de alimento durante el afio, (Orihuela, 2014).

1.4.2. Control hormonal de la funcion testicular

Las funciones de los testiculos, fundamentalmente produccién de espermatozoides y andrégenos,
estan reguladas por hormonas especificas. Estas hormonas, llamadas gonadotropinas, se liberan
al torrente circulatorio desde la hipdfisis, localizada en la base del encéfalo. Sin el aporte de las

gonadotropinas la produccion de espermatozoides y andrégenos cesa totalmente (Duran et al, 2008,
p.252).

La produccidn y liberacion de gonadotropinas hipofisarias estan, a su vez, controladas por otros
centros cerebrales que responden a estimulos ambientales. Existen dos gonadotropinas, hormona
luteinizante (LH) y la hormona de foliculo estimulante (FSH). La hormona luteinizante actla
sobre las células de Leydig de los testiculos y estimula la produccion de andrégenos, que, a su

vez, actla sobre los tdbulos seminiferos para promover la espermatogénesis (Duran et al, 2008, p.252).

La funcién hormonal de la FSH es necesaria para iniciar la produccion de espermatozoides en la
pubertad. El principal estimulo externo que afecta la secrecién de las gonadotropinas es la
duracién de las horas luz, cuando se acortan los dias hay mayor produccién de estas
gonadotropinas, estimulandose asi la funcion testicular, existen otros factores externos que alteran

esta funcién como temperatura, estado nutricional, enfermedades y estrés (Duran et al., 2008, p.252)

1.4.2.1. Control endocrino de las funciones sexuales

Los mecanismos neuroendocrinos que regulan las funciones reproductivas del macho son

fundamentalmente similares a los que regulan las funciones sexuales de la hembra. La accion

10



hormonal comienza en el macho con las hormonas de liberacion del hipotalamo (GnRH). A la
vez, la adenohipofisis y las gonadas producen otras secreciones.

En el caso de la hipdfisis produce hormona Foliculo Estimulante o FSH, y hormona Luteinizante
o LH, mientras que los testiculos generan los andrégenos (principalmente testosterona). La

interaccion de todas ellas regula las estructuras y funciones reproductivas del macho (Hintz, et al.,
1987 citado por Valdez, 2013, p. 8).

La secrecion de testosterona por los testiculos es el resultado de la estimulacion de las células de
Leydig por la LH u hormona estimulante de las células intersticiales ICSH y a la vez es la principal
hormona reguladora de la secrecion de LH o ICSH. La retroalimentacion negativa de la
testosterona es ejercida a nivel hipotalamico por la accion de la inhibina producida en las células

de Sertoli (Hintz, et al., 1987 citado por Valdez, 2013, p. 8).

El control endocrino de la espermatogénesis depende de las acciones de FSH, LH y testosterona.
El sitio blanco de la LH son las células intersticiales o de Leydig; el de la FSH son las células de
sostén o de Sertoli; y el sitio blanco de la testosterona son las células de Sertoli y posiblemente

también las células germinales (Galina, et. al., 2009; Hafez, et. al., 2004 citado por Valdez, 2013, p.8)

1.4.3. Produccidn espermatica (espermatogénesis)

La produccion de espermatozoide se realiza en los tubos seminiferos en los testiculos. La primera
liberacidn del espermatozoide mdvil y fértil ocurre después de la maduracion sexual del macho
(pubertad), aungue en el proceso de la espermatogénesis comienza en la vida fetal, encontrandose

de forma inactiva hasta el momento que el macho entra en la etapa de pubertad. (Duran et al., 2008,
p.250).

Al llegar la pubertad las espermatogonias comienzan a dividirse a través del proceso de mitosis
convirtiéndose en células diploides, en estas células después de la division final se transforman
en espermatocitos primarios. Estas células sufren dos divisiones meidticas, primero se hacen
espermatocitos secundarios y finalmente espermaétidas haploides; cada espermatocito primario

produce 4 espermatidas (Duran et al., 2008, p. 251).
Sin embargo, el proceso de la division celular es sensible a los cambios fisiolégicos por

enfermedades, cambios nutritivos y de temperatura, etc. Muchas células espermétidas se pierden.

Las espermatidas no sufren posteriores divisiones. Al principio no parecen espermatozoides, sino
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que después de un periodo de transformacion morfologica conocida como espermiogénesis
adquieren las caracteristicas. Se liberan a la luz de los tibulos y van arrastrdndose, hasta la rete
testis, por las secreciones de las células de sertoli (Duran et al, 2008, p. 251).

El tiempo que transcurre desde la activacion de las espermatogonias hasta que aparezcan los
espermatozoides libres en los tubulos, es de unos 40 dias en el carnero (ciclo espermatico), el
paso a través del epididimo dura de 10 a 14 dias, este puede verse interrumpido por factores
estresantes u enfermedad; la fertilidad normal se restaura hasta que se presente un ciclo

espermatogénico completo continuo (Duran et al., 2008, p. 252).

Las divisiones de las espermatogonias no ocurren al mismo tiempo, ya que cada una comienza
una nueva onda a intervalos regulares (10,5 dias en el carnero). Otras espermatogonias empiezan

el ciclo a diferentes tiempos, de tal manera que el aporte de espermatozoides sera continuo (Duran
etal., 2008, p. 252).

La espermatogeénesis en el carnero demanda unos 63 dias, resultante de sumar 49 dias
para formar espermatozoides y 14 dias para la maduracion espermatica en epididimo. El

eyaculado del carnero presenta las siguientes caracteristicas:

Es una fraccion simple, es decir Unica

e Su color es blanco-lechoso a cremoso palido.

e Tiene un pH que ronda 6,7 a 6,9.

e Su volumen es bajo: en promedio valores entre 0,8 y 1,5 ml.

e Tiene una alta concentracion de células espermaticas: en promedio entre 2.000

millones y 6.000 millones de espermatozoides/ml de eyaculado.

e Tiene un alto porcentaje de espermatozoides matiles: 95%. (Simonetti et al., 2014, p. 18)
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1.4.4, Cubricion y eyaculacion

El principal estimulo sexual es el olfatorio hasta el punto que los machos son capaces de detectar
a los miembros del sexo opuesto mediante las ferohormonas. Estos mensajes quimicos pueden
convertirse en respuestas fisiolégicas 0 comportamientos. Una vez estimulado por una hembra
éstrica, el carnero comienza el llamado cortejo nupcial, comportamiento agresivo hacia la hembra,

mueve el labio superior (Duran et al., 2008, p. 253).

Durante este proceso de excitacion sexual es posible que se escape algo de liquido del proceso
uretral del pene, esto es una secrecion de las glandulas bulbo-uretrales y uretrales que sirven para

eliminar cualquier resto de orina que permaneciera en la uretra (Duran et al, 2008, p. 253).

La eyaculacién ocurre espontaneamente y dura solo unos momentos caracterizandose por un

violento empuje de su pelvis. Concluida la eyaculacién el mancho desmonta (Duran et al, 2008, p.
253).

Antes de la eyaculacion los espermatozoides se transportan desde la cola del epididimo hasta la
ampolla del conducto deferente, durante la eyaculacion los espermatozoides entran en la uretra,
donde se mezclan con las secreciones de las glandulas accesorias, para mejorar su motilidad. Las

poderosas contracciones de la uretra, durante la eyaculacién, expelen el semen al exterior (Duran
etal., 2008, p. 253).

Tabla 1-1: Caracteristicas del eyaculado promedio para diferentes especies.

Especie Tiempo de Volumen (ml) Concentracion
eyaculado
Toro Menos de un seg 7 1,200 millones/ml
Borrego Menos de un seg 15 2,000 millones/ml
Verraco 10-20 minutos 300 200 millones/ml
Garafion 10-15 segundos 75 150 millones/ml

Fuente: Rodriguez et al, 2016.

1.4.5. El semen

Es un liquido generativo del macho que contiene las células sexuales del macho
(espermatozoides), se deposita en la vagina de la hembra durante la copula o puede recogerse por

medios artificiales para su estudio, almacenamiento y/o uso en inseminacion artificial. El semen
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esta formado por el plasma seminal y los espermatozoides, su composicién varia segin las

especies (Duran et al., 2008, p.253).

1.4.5.1. Caracteristicas del semen del carnero

El semen esta conformado por una fraccion liquida o plasma seminal y una fraccion celular que

la conforman los espermatozoides. A partir de diversos reportes se tiene que en promedio el

carnero tiende a eyacular una cantidad de semen que oscila entre 0.75 a 2 ml, conteniendo una

alta concentracion de espermatozoides, los cuales son altamente viables (Cueto et al, 2016, p.4).

Tabla 2-1:  Caracteristicas del semen ovino.

Autory afio  Volumen Concentracion Motiles Vivos con Integridad
(ml) Millones/ml (%) Acrosoma de
(%) membrana
(%)
Garner y Hafez, 0,8-1,2 2000-3000 60-80
2000
Paulenz y Col., 0,75-2,0 >3500 >70
2002
Gil y Col.,2003 0,75-2,0 >2500 >70
Santiani y Col., 80-95 83-95 70-90
2004
Aiseny Col., 79-88 90-95*
2000

Fuente: citado por Sandoval, 2005.
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Componentes quimicos del semen ovino.

Componentes quimicos

Valores (mg/100 ml)

Ph 5.9-7.3
Proteina 5000
Fructosa 250
Sorbitol 26-170

Acido citrico 110-270
Inositol 7-14
Glicerilfosforilcolina 1100-2100
Sodio 178 £ 11
Potasio 84+4
Calcio 6+2
Magnesio 6+0.8
Cloruro 86

Fuente: citado por Sandoval, R. 2005.

1.45.2. Plasma seminal
Es una mezcla de liquidos secretada por las glandulas vesiculares, epididimos, conductos
deferentes y otras glandulas sexuales accesorias. El testiculo muy poco aporta para la formacion

del liquido seminal, el mismo que aporta tres funciones:

Primero actla como vehiculo para los espermatozoides, transportandolos desde el sistema
reproductor del macho durante la eyaculacion; segundo sirve de activador de los espermatozoides,
previamente no moviles, y tercero proporciona un medio rico en nutrientes, tamponado, que
colabora para mantener la supervivencia de los espermatozoides después de ser depositados en el

aparato genital de la hembra (Duran et al., 2008, p. 254)

El plasma seminal de los carneros es un liquido opaco o claro, aunque el semen puede ser de color
blanco o cremoso debido a su alta concentracion de espermatozoides. El principal componente
del plasma seminal es el agua (75%), el resto lo comprende sustancias organicas e inorganicas
que sirven de protectores y nutrientes de los espermatozoides, generalmente este es un liquido

isotonico y neutro (Duran et al., 2008, p. 254)
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La presion osmotica del semen se mantiene méas por los componentes organicos que por los
inorganicos, aunque existen cantidades considerables de sodio, potasio y cloro. Las principales
sustancias organicas presentes en el semen del carnero son fructosa, sorbitol, inositol, acido
citrico, glicerilfosforilcolina, fosfolipidos, prostaglandinas y proteinas. La fructosa es el azucar
maés facilmente metabolizable y proporciona la mayor fuente de energia a los espermatozoides
del semen (Duran et al., 2008, p. 254).

El pH del plasma seminal se mantiene muy préximo a 7,0 por un complejo sistema amortiguador.
El plasma seminal taponado protege a los espermatozoides de los cambios bruscos de pH que
deteriorarian la supervivencia de las células espermaticas. En el plasma seminal de muchas
especies se encuentran prostaglandinas, que estan en muy alta concentracion en el semen del

carnero (> 40ug/ml) (Duran et al, 2008, p. 254).

1.45.3. Espermatozoides

Los espermatozoides son los gametos masculinos que se producen en los tabulos seminiferos de

los testiculos.

1.45.3.1. Procesos metabdlicos de los espermatozoides

Aunque los espermatozoides carecen de muchas de las organelas, poseen las enzimas necesarias
para realizar diversas reacciones bioguimicas como la glucolisis, el ciclo del &cido tricarboxilico,

la oxidacion de &cidos grasos y el transporte de electrones (Sandoval, 2005, p.6).

La energia requerida para la motilidad proviene de reservas intracelulares de ATP cuyo empleo
estd regulado por la concentracién enddgena del monofosfato de adenosina ciclico (AMPc),
compuesto que también interviene directamente sobre la motilidad de los espermatozoides. Los
espermatozoides degradan los azucares, glucosa, fructosa o manosa, a acido lactico bajo

condiciones anaerobias (Sandoval, 2005, p. 6).

Esta actividad glucolitica 0 méas correctamente fructolitica, dado que la fructosa es el principal
azucar del semen, permite a los gametos sobrevivir en las condiciones anaerobias, caracteristica
gue es importante de considerar durante el almacenamiento de espermatozoides para fines de

inseminacion artificial (Sandoval, 2005, p.7).
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El espermatozoide utiliza una variedad de sustratos en presencia de oxigeno, actividad respiratoria
que le permite emplear el lactato y el piruvato resultantes de la fructélisis de los azlcares,
generando didxido de carbono y agua. Esta via oxidativa, que se localiza en las mitocondrias, es
mucho mas eficiente que la fruct6lisis en producir energia (Sandoval, 2005, p.7).

Aunque gran parte del ATP es empleado como fuente de energia para la actividad de motilidad
espermatica, parte de ésta es destinada al mantenimiento de la integridad de los procesos que
intervienen en el transporte activo que se dan a nivel de las membranas del espermatozoide,
procesos de transporte activo cuya funcién es la de mantener la concentracién de los componentes

iénicos vitales para la célula espermatica (Sandoval, 2005, p.7).

De existir ausencia de sustratos exégenos para generar energia los espermatozoides hacen uso de

sus reservas intracelulares de plasmalégeno para dicho fin, pero siendo Util s6lo a corto plazo.
(Sandoval, 2005, p.7).

La energia necesaria para mantener la motilidad y viabilidad de los espermatozoides procede de
los azucares especialmente de la fructosa, presentes en el plasma seminal. La glucosa que también
es metabolizada por los espermatozoides, a menudo, se utiliza como componente los diluyentes.
Cuando los azucares son metabolizados por los espermatozoides se produce dioxido de carbono,

agua y algo de &cido lactico (Duran et al, 2008, p. 256)

El diéxido de carbono en alta concentracion tiene el efecto de inhibir la motilidad de los

espermatozoides y puede ser utilizado como un medio de conservacion del semen a corto plazo

1.45.3.2. Estructura de los espermatozoides

Un espermatozoide es una célula altamente especializada. Cada célula espermatica esta formada
por dos partes principales: cabeza y cola. La cabeza es plana y ovoide, siendo ocupada en casi
toda su totalidad por el nlcleo. Este estad formado por los cromosomas, responsables de portar la

informacion genética paterna (Duran et al., 2008, p.255).

La parte anterior de la cabeza esta envuelta por una capa especial, llamada acrosoma, portadora
de las enzimas necesarias para el proceso de fertilizacion. La cola semejante a un flagelo, es el
orgénulo locomotor de los espermatozoides. EI movimiento de la cola es el responsable de la
propulsion de los espermatozoides en los liquidos, la cola esta conectada a la cabeza mediante un

corto cuello, conocido como la region de implantacion (Duran et al., 2008, p.255).
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En épocas calurosas, o situaciones estresantes, el cuello puede lesionarse pon lo cual se separa la
cabeza de la cola, la cola posee tres regiones: pieza proximal, principal y terminal; la pieza
proximal es la méas gruesa, alli estd rodeada de una lamina mitocondrial necesarias para la
locomocion, la parte principal es la mas larga de la colay contiene la mayor parte de la maquinaria
propulsora, la pieza terminal carece de vaina y es corta (Duran et al., 2008, p.255).

1.45.3.3. Motilidad de los espermatozoides

La motilidad es un requisito para la fertilizacion, este proporciona un medio, relativamente
sencillo, para conocer la calidad del semen. Los espermatozoides pueden tener los siguientes tipos

de movimientos:

e Movimiento progresivo hacia delante.

e Movimiento circular o rotatorio.

e Movimiento oscilatorio o convulsivo sin progreso ni cambio de posicion.

Estos movimientos solo pueden visualizarse por microscopia, bajo cubre-objetos. La velocidad
de movimiento hacia delante de un espermatozoide, suspendido en plasma seminal, es de 5 a 15
mm/min (promedio 7mm/min), la velocidad y tipo de movimiento puede varias por distintos
factores: método de recogida del semen, factores ambientales, manejo del semen después de la

recogida, intervalo entre recogida y variaciones individuales del propio semental (Duran et al., 2008,
p.256).

1.45.34. Factores que afectan la supervivencia de los espermatozoides

El semen de buena calidad se puede deteriorar con facilidad, el semen del carnero es muy sensible
a los cambios ambientales y a otras circunstancias, por lo que es aconsejable tomar medidas
precautorias cuando se manejen muestras de semen. Los factores que puedan afectar la

supervivencia de los espermatozoides son los siguientes (Duran et al, 2008, p. 257).
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e Temperatura

La temperatura del semen, en el momento de la eyaculacion, es proxima a la del cuerpo (37,5°C).
La exposicion del semen a temperaturas superiores indica aumento del ritmo metabélico, se
agotan las reservas de energia y decrece la vida media del espermatozoide. Temperaturas
superiores a los 45°C matan a los espermatozoides. (Duran et al., 2008, p. 257).

e |luz

Una exposicion corta a la luz solar puede reducir la viabilidad de los espermatozoides y si esa
exposicion se prolonga entre 30 y 40 minutos pueden morir; es aconsejable evitar la exposicion
directa del semen a la luz solar por lo cual las operaciones de recogida y manejo del semen debe

ser en interiores y lejos de los rayos de luz que puedan penetrar por las ventanas. (Duran et al., 2008,
p. 257).

e Contacto con el agua

El agua es un agente espermaticida, razén por la cual no debe ponerse en contacto el semen con
el agua, antes de usar cualquier material en la recoleccion deben ser secados minuciosamente.
Sellar bien el tubo colector con el semen al momento de colocar el semen en el bafio, de tal forma

gue no caiga agua. (Duran et al., 2008, p.257).

e Impurezas

Las bacterias, el polvo, orina y otros contaminantes que pueden estar contenidos en el semen
reduciran, e incluso mataran, la viabilidad de los espermatozoides. La contaminacion del semen

ocurre con mas frecuencia durante la recogida y puede evitarse mediante el lavado, a fondo, del

prepucio del macho antes de manejarlo (Duran et al., 2008, p. 258).

1.5. Seleccion de reproductores

El objetivo de un programa de mejoramiento genético es el aumento de la produccion (lana, carne,
leche), en calidad y/o cantidad. Para el logro de este objetivo los reproductores a utilizar deben

ser seleccionados por medidas objetivas de produccion. Ademas, deberan tenerse en cuenta otros
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factores, como el estado sanitario de los animales, asi como la ausencia de anormalidades fisicas
(Cueto et al., 2016, p.3).

Para evaluar el estado de los machos serd necesario efectuar un examen clinico completa. Se
debera también evaluar el comportamiento reproductivo a través de un test de capacidad de
servicio a corral, situando a los machos en presencia de hembras en celo. Sera importante, ademas,
antes de comenzar el programa, evaluar que el macho seleccionado produzca semen en calidad y

cantidad adecuadas (Cueto et al., 2016, p.3).

Para iniciar un proceso de la selecciéon que apunte a la mejora genética del rebafio, lo primero que
se requiere es definir claramente el objetivo productivo a alcanzar. Este generalmente debe ser
medible y visible desde un punto de vista econémico; es decir, la mejora sélo tiene sentido si es

realizada para aumentar el retorno econémico del plantel ganadero (Carvajal et al., 2012).

1.5.1. Seleccion del carnero

La decision genética mas importante de un productor es la eleccion de los carneros (monta natural)
gue va a usar, porgue es responsable del 80% del progreso genético de su rebafio. Ya que es padre

de muchas crias, y por qué su intensidad de seleccion debe ser mucho mayor. (FUNDACION CHILE,
2008, p.49).

Para esto no sélo se debe conocer la genética del carnero que se va a elegir, si no también conocer
la genética actual del rebafio, para que la eleccion del carnero realmente mejore la genética del

rebafio. Los requisitos basicos para un carnero son los siguientes (FUNDACION CHILE, 2008, p.18).

152 Registros

Escoger carneros que tengan registros de desempefio propio, y que sean padres de corderos de
alto desempefio en las caracteristicas que se desean mejorar. Es importante verificar que los
desempefios registrados de los carneros candidatos sean superiores a los que se tienen en el rebafio
actual, si no son mejoradores para el rebafio que lo recibe, no puede haber progreso genético para

esas caracteristicas, (FUNDACION CHILE, 2008, p.49).
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1.5.3. Examen de aptitud reproductiva

La evaluacion de la aptitud reproductiva del macho se realiza previa y posterior al servicio, a una
exposicion o venta, para la extraccion de semen para la inseminacion artificial (IA) o en casos de
peritajes. La finalidad de la evaluacion es determinar si el animal es apto, no apto o cuestionable
para la reproduccion. Este examen consta de una serie de pasos que deberian realizarse en forma

rutinaria y sistematica (Gémez, 2013, p.27).

El examen de aptitud reproductiva tiene que demostrar que el carnero es capaz de encontrar y
prefiar a la oveja en celo. Diversos estudios demuestran que aproximadamente el 10 y el 15% de

los carneros no aprueban este examen. (FUNDACION CHILE, 2008, p. 15).

Ademas, deben ser considerados el deseo y habilidad de montar ovejas en celo (libido) y las
jerarquias sociales del rebafio. Un examen completo de aptitud reproductiva debe considerar el

examen de Organos reproductivos externos, pero también debe incluir otras estructuras
(FUNDACION CHILE, 2008, p. 49).

1.5.4, Examen fisico

Pies y manos deben estar aptos para buscar, encontrar y montar hembras en celo. Ademas, debe
ser capaz de ver, comer y olfatear normalmente. Cualquier condicion que interfiera estas

funciones bajaré la habilidad de cria del carnero, (FUNDACION CHILE, 2008, p. 49)

1.5.5. Examen de condicién corporal

Carneros muy delgados 0 muy gordos no tienen buena aptitud reproductiva, ya que requeriran de
mayor esfuerzo para montar y caminar si estdn muy gordos, o pueden debilitarse durante el

encaste si estan muy flacos (FUNDACION CHILE, 2008, p. 50).

La condicién corporal y los cambios en la condicién corporal, son el mejor indicador de las
reservas nutricionales del animal. Son un mejor indicador que el peso vivo o cambios en el peso
vivo, debido a las diferencias del peso fetal y llenado de rumen, que inciden en los cambios de
pesos. También es un mejor indicador que las medidas de relacion peso altura, o inclusive que las

mediciones de grasa subcutanea (Van Niekerk y Louw 1982, citado por Delgado, 2015, p. 19).
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Existen distintas escalas para la clasificacion de la condicién corporal, pero todas se basan en la
observacion de rasgos similares. En la siguiente tabla se presenta una escala los rangos de la

clasificacion 1 a 5, (Van Niekerk y Louw 1982, citado por Delgado, 2015, p. 19).

Tabla4-1: Escala de condicion corporal.

Escala de condicion corporal con grados del 1 a5

1 Muy flaco
1,5
2 Flaco
2,5
3 Normal — Optimo
3,5
4 Gordo
4,5
5 Muy Gordo

Fuente: Frasinelli, Casagrande, & Veneciano, 2004, citado por Delgado, 2015.
Realizado por: Chunata Mantilla Shirley, 2019

Machos mal alimentados o con sobrepeso pueden tener lesiones irreversibles en los testiculos, en
caso de animales jovenes la pubertad se veria atrasada. Se recomienda no seleccionar machos con

mal estado fisico y pobre condicién corporal, debido a que se presentan problemas de fertilidad,
(Delgado, 2015).

1.5.6. Perimetro escrotal

El perimetro escrotal esta muy relacionado con el peso del testiculo y con la produccion de semen
normal. Tiene alta heredabilidad (60%), por lo que la seleccion es muy efectiva para esta
caracteristica, cabe destacar que hay algunas diferencias por raza que deben ser consideradas.

Los testiculos deben revisarse también para las deméas pruebas mencionadas como son la simetria,

ausencia de dolor a la palpacion, heridas, consistencia, etc, (FUNDACION CHILE, 2008, p .50).

Es una caracteristica que puede ser usada como criterio de seleccion de los machos con el objetivo
de aumentar la fertilidad de los rebafios, es la circunferencia escrotal (CE). Este parametro

presenta una estimativa de heredabilidad de moderada a alta, es de facil medicion y presenta
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correlacion genética favorable con la tasa reproductiva de las hembras (Mello, 2014 Barrozo et al.,
2012 citado por Espitia et al., 2018, p. 74).

Tabla5-1: Evaluacion de aptitud reproductiva en carneros.

Evaluacion de aptitud reproductiva en carneros a traveés de la
medicion del perimetro escrotal (cm)

Criterio Clasificacion
Edad (meses) Cuestionable Satisfactorio Excepcional
8 - 14 meses <30 30-36 > 36
> 14 meses <32 32 -40 > 40

Realizado por: Chunata Mantilla Shirley 2019.

1.6. Biometria testicular

1.6.1. Tamafio y peso testicular

El tamafio testicular (TT) ha sido la caracteristica mas utilizada para predecir la eficiencia
reproductiva de un macho. Las caracteristicas testiculares estan directamente relacionadas con la
produccion y la calidad seminal. Las medidas de longitud, ancho, volumen y CE proporcionan
una idea de la cantidad de parénquima testicular, y en cuanto a la consistencia del paréngquima
testicular comprueba la normalidad fisioldgica, puesto que el testiculo en plena capacidad

funcional presenta consistencia fibro-elastica (Ramirez et al., 2016, p. 50).

El tamafio testicular varia segln las razas, la edad y presencia de patologias. Se puede medir el
largo, ancho y espesor expresandolo en centimetros; esto no es una practica rutinaria, y ademas
no es una medicion exacta debido a la presencia de la cabeza y la cola del epididimo que dificultan

la medicidn del largo (Delgado, 2015, p. 27).

En el carnero el tamafio testicular estd asociado a la concentracion de testosterona y los niveles
de LH, presentando una alta correlacién con la libido, la capacidad de servicio, el volumeny la
concentracion del semen. Con el tamafio testicular se puede tener una estimacion favorable de la

calidad del semen y la produccién espermética a temprana edad (Aguirre, 2004, p.28).
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El peso testicular estd en funcidn directa con la cantidad de epitelio seminifero productor de
esperma y, por lo tanto, con la concentracion espermatica del eyaculado. Asi una seleccién por

mayor CE se traducira en una produccion seminal mas rica en espermatozoides (Espitia et al, 2018,
p. 28).

1.6.2. Circunferencia escrotal (CE)

La circunferencia escrotal (CE) es un indicador del potencial reproductivo en machos, y adquiere
relevancia debido a su alta repetibilidad y heredabilidad de moderada a alta magnitud, siendo
facilmente medida a bajo costo, ademas de estar genéticamente asociada de modo favorable con

la fertilidad de las hembras (Ramirez et al., 2016, p. 50)

La circunferencia escrotal (CE), es un indicador muy importante de fertilidad de los machos,
partiendo de la base que el mayor progreso genético se logra a través de la seleccién por este

caracter, su heredabilidad permite mejorar parametros reproductivos en machos y hembras.
(Espitia, 2017, p. 74).

La CE se define como el tamafio testicular expresado en cm, y se relaciona con la cantidad de
epitelio seminifero presente en el parénquima testicular. Es un parametro utilizado con frecuencia
en programas de mejoramiento genético animal, debido a su facil medicion, alta repetibilidad y

heredabilidad moderada a alta (Espitia, 2017, p. 74).

Las relaciones de las medidas testiculares con la produccién de semen y la fertilidad en los
machos, han demostrado que la CE esta significativamente correlacionada con la concentracién

de espermatozoides por eyaculado, el volumen escrotal y el peso corporal (Espitia, 2017, p .75).

Otro aspecto importante es que la CE se encuentra favorablemente asociada a caracteristicas de
crecimiento corporal. La CE puede, por lo tanto, ser usada como criterio de seleccion de los
machos con el objetivo de aumentar la fertilidad de los mismos. Esta medida presenta

heredabilidad media, (Crudeli, et al., 2005, citado por Espitia, 2017, p. 77).

1.6.3. Examen de epididimos

La evaluacion de los epididimos se debe hacer por palpacion al momento de realizar el examen

de los testiculos. El epididimo es el lugar donde se almacenan los espermatozoides producidos

por los testiculos; igualmente, es el lugar donde maduran los espermatozoides y adquieren la
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capacidad potencial para fertilizar. EI érgano esta adosado en cada testiculo y anatomicamente

consta de tres porciones: cabeza, cuerpo y cola. Para ello se explorara cada una de las partes por

separado y comparando la derecha con la izquierda (Delgado, 2015, p.29).

1.7.

Vigorizacion de machos

Al igual que las ovejas, los moruecos han de llegar en estado 6ptimo a la cubricion para lo cual

deberemos empezar a trabajar con ellos al menos 1 mes antes en los siguientes aspectos:

Revision del estado sanitario general del animal. Si se ha de realizar cualquier accion este es

el momento para vacunar, desparasitar o tratar al animal.

Se ha de poner especial atencion a la revision de las patas: recortar, curar y pinchar en caso

de ser necesario.

Revision de la condicion corporal y adecuacién de la racion en caso de aportes inadecuados.
Un exceso de energia en la racion puede producir disminucion de la libido y peor calidad

espermaética y un aporte deficiente puede producir menor produccion espermatica.

Aportar corrector mineral. Es recomendable que el corrector tenga cloruro aménico en un

1,25-1,5% para evitar problemas de urolitiasis.

Los machos no alcanzan la madurez sexual hasta los 20-24 meses, pero se pueden utilizar
machos de reposicion a partir de los 9-10 meses para que vayan aprendiendo. Estos deberan
cubrir junto con los adultos, nunca solos, y para poder utilizarlos se deberan cuidar y alimentar
adecuadamente, asi alcanzaran la madurez sexual antes. Es importante no bajar la guardia e

intentar que los machos no pierdan estado de carnes.

A partir de los 7 afios la capacidad fecundante de los machos disminuye en gran medida por

lo que es mejor eliminarlos como reproductores.
Revision de testiculos, pene y prepucio. Es recomendable hacer una palpacion testicular y

eliminar aquellos animales con lesiones, también hay que explorar el pene y prepucio para

comprobar que no existen lesiones, infecciones, etc.
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8. Es necesario disponer de 1 macho para cada 20 ovejas si queremos hacer una cubricion
agrupada (5 machos para un rebafio de 100 ovejas). Para tener suficientes machos es
recomendable dejar un 20% de corderos de reposicién sobre el total de machos existentes en
la explotacidn (itgGANADERO, 2007).

1.8. Métodos de coleccion de semen

La calidad del semen que vayamos a utilizar al momento de la inseminacion, depende tanto del
método y época de recoleccion, como del estado general de los reproductores, siendo importante

tener en cuenta todos los aspectos que hacen al manejo de los mismos (Cueto, 2016, p. 3).

Las situaciones que provoquen stress en los machos tales como la esquila, el transporte y el
acostumbramiento a una nueva alimentacién, deberan concluirse 6 a 8 semanas antes de su
inclusion en un programa de inseminacién artificial (I1A). Es aconsejable suplementar a los

machos durante el periodo de recoleccion de semen (Cueto, 2016, p. 4).

1.8.1. Ventajas y desventajas del uso de los métodos de extraccidn de semen

e La extraccion por medio de vagina artificial brinda una mayor concentracién de

espermatozoides en el eyaculado; por tanto, es mas viable para someterlo a congelacion.
e Por otro lado, el método de uso de la vagina artificial requiere de un entrenamiento previo del
macho de parte de un operario especializado, un caballete y la presencia de una hembra en

celo para estimular al macho lo que dificulta su trabajo en campo abierto.

e El uso del electroeyaculador es facil de realizar, no requiere hembras en celo ni equipo para

la montay se lo puede realizar en campo abierto.

e El principal y mas importante uso del electroeyaculador es la obtencion de semen de forma

rapida y fécil para la evaluacion reproductiva de los machos.

e El uso del electroeyaculador puede contaminar la muestra con residuos de orina si no se

prepara adecuadamente al macho (Gémez, 2013, p. 19).
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1.8.2. Coleccion de semen con vagina artificial

La coleccion de semen mediante vagina artificial requiere del condicionamiento de los carneros
para montar y eyacular en respuesta a una hembra inmaévil o a un maniqui. Algunas técnicas de
entrenamiento de carneros para coleccion de semen mediante vagina artificial, utilizando como

estimulo objetos inanimados (Orihuela, 2014).

En un intento por mantener alta la libido de machos durante la coleccion de semen, Lezama et al,
cambiaban a la hembra como estimulo después de cada eyaculado del macho. Sin embargo,
aunque es posible obtener mas eyaculados de los carneros, esta practica no mejora las
caracteristicas seminales ni el intervalo entre eyaculados. Aparentemente debido a que se requiere
mas de un eyaculado por hembra (cierto saciamiento sexual) para que este cambio de hembra
estimulo se pueda ver reflejado en el restablecimiento de la libido y concentracion espermatica

del carnero, (Orihuela, 2014).

1.8.2.1. Entrenamiento de machos para la coleccion del semen

Los machos seleccionados por sus aspectos genéticos, reproductivos y sanitarios deben ser
entrenados para realizar la monta en un maniqui o hembra en celo inmovilizada, que permita
colectar el eyaculado en la vagina artificial en presencia de un operador. Las siguientes
consideraciones favorecen una rapida adaptacién a la rutina de coleccion seminal por el método

de la vagina artificial:
e En la época reproductiva se facilita el entrenamiento, dado que el incremento del interés
sexual o libido disminuye la inhibicion de los reproductores a realizar la monta en presencia

del hombre.

e El entrenamiento se iniciard con tiempo suficiente para que los animales se adapten a una

rutina de trabajo, entre 20 a 30 dias previo a la colecta seminal.

e Sera necesario iniciar el entrenamiento con mas machos de los necesarios, debido a que

algunos de ellos no se adaptaran a la rutina de obtencién seminal mediante la vagina artificial.

e Los animales jovenes se amansan con mayor facilidad y presentan mayor vida util.
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e La presencia de “machos demostradores”, es decir ya entrenados para eyacular en vagina

artificial, facilitan el entrenamiento.

e Las rutinas de manejo, asi como un trato amable y pausado, reducen el stress de los animales

y acortan los tiempos de entrenamiento. (Cueto, 2016, p.7).

1.8.3. Coleccion de semen con electroeyaculador

Se basa en la estimulacion de los nervios simpaticos lumbares sacros dependientes del pudendo a
través de estimulos eléctricos. Se introducen por el recto unos electrodos multipolares, los cuales
estan conectados a un transformador, el cual permite descargas eléctricas controladas y ritmicas

por parte del operador (Avilés, 2018, p. 25).

La coleccion se puede hacer estando el animal de pie o en posicidon decumbente (sentado); que es
maés facil sacar, sujetar y colocar el pene adentro del recipiente, el cual debe estar cubierto para
protegerlo de los rayos solares o de la luz intensa y con una temperatura de 30° a 37°C; esto se

logra introduciendo el tubo colector en un termo pequefio o vagina artificial (Avilés, 2018, p. 25).

La técnica de electro eyaculacion consiste en dar pulsos eléctricos muy leves en la prostata y

vesiculas seminales para que el animal presente ereccién y eyaculacion (Arieta, R. 201, citado por
Barragéan, 2017, p.13)

Una técnica de coleccion de semen, utilizada en aquellos machos que no han sido entrenados para
trabajar con una vagina artificial, con problemas de patas, columna o falta de libido, es la

electroeyaculacion (Orihuela, 2014).

Existen varios tipos de estimuladores eléctricos; estos, en comdn, usan un electrodo bipolar rectal
gue emite entre 10 a 15 voltios; cuando el recto del animal esta reseco es necesario un mayor

voltaje (15v) (Gémez, 2013, p. 20).

1.8.3.1. Ventajas y desventajas

El uso del electroeyaculador es facil de realizar, no requiere hembras en celo ni equipo para la
monta y se lo puede realizar en campo abierto; El principal y més importante uso del

electroeyaculador es la obtencion de semen de forma répida y facil para la evaluacion
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reproductiva de los machos; con esta técnica, la extraccion disminuye la concentracion de
espermatozoides en el eyaculado por lo que es aconsejable su uso en fresco para inseminacion

directa (Hopkins y Evans, 2003 citado por (Avilés, 2018, p.26).

Esta técnica no requiere montar animales, no es fisicamente demandante y es facilmente adaptable
a la mayoria de las instalaciones para manejo de ganado (Rangel, E. 2007 citado por Barragan, 2017, p.15).

1.8.3.2. Procedimiento de extraccion de semen por eyaculador

e Para la coleccion el animal debe estar recostado en decubito lateral sobre una mesa o piso

limpio.

e Sedepilara el area prepucial y perianal se limpiara con algodon se preparara el tubo colector

colocéndolo en la punta del glande.

e Se introducira el estimulador, via transrectal una profundidad de 15 a 20cm evitando lesiones
utilizando lubricante. El transductor se presionara sobre el piso de la pelvis y se emitiran
estimulos cortos de entre 3 a 8 segundos en intervalos de 15 a 20 segundos.

o Después de varios estimulos las glandulas empezaran a secretar el fluido seminal.

e La cantidad de fluido seminal podra variar entre machos dependiendo de la cantidad de

estimulos que se le suministren, sin embargo, aparte de la molestia y la contraccion muscular

no existen efectos colaterales permanentes (Barragan, 2017, p.15).

1.9. Evaluacion y valoracion de semen ovino

1.9.1. Valoracién macroscépica

Mediante esta estimacion realizada a simple vista se obtienen datos que permiten evaluar, a

grandes rasgos algunos aspectos cualitativos y cuantitativos del semen (Pezzone, 2008 citado por
Avilés, 2018, p.27)
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19.1.1. Color y olor

El color y el olor del semen son los primeros factores que se valoran y se deben hacer en el mismo
tubo de recoleccién, inmediatamente obtenido, el semen del carnero normalmente es de color
blanco lechoso o crema palido, pudiendo variar de unos eyaculados a otros, aun del mismo
semental. Coloraciones diferentes a las mencionadas son indicadores que el animal esta enfermo

o la forma de recoleccidn es inadecuada ya que puede estar contaminada (Duran, 2008, p. 272).

Se realiza mediante la observacion directa del eyaculado en el tubo colector; el olor debe ser sui

géneris 0 caracteristico propio de la especie (Hafez y Hafez, 2000citado por Avilés, 2018, p.28).

1.9.1.2. Volumen

El volumen del eyaculado se puede medir directamente en el tubo de recogida, si esta calibrado,
0, con una pipeta calibrada. Cuando la recogida se hace con vagina artificial el promedio del
volumen, para carnero es de 1,0 ml depende de la edad y condicion corporal. Cuando el semen se
obtiene por electroeyaculacion, el volumen depende en gran medida de la destreza del operario,
asi como también de la respuesta del semental (Duran, 2008, p. 273).

El volumen del semen eyaculado en carneros suele poseer un rango muy variable que puede
oscilar entre 0.3 — 2.0 ml (Herrera, 2000 citado por Avilés, 2018, p.27).

1.9.1.3. Potencial de hidrégeno (pH)

Los valores altos estan relacionados con secreciones de las glandulas accesorias, orina en el

eyaculado, y a la mortalidad espermatica. En la oveja los pH alcalinos estan asociados con una

baja calidad. Lo normal es de 6.6-7.0 (De Lucas, 2004 citado por Avilés, 2018, p. 28).

1.9.2. Valoracion microscépica

1.9.2.1. Motilidad masal

La motilidad masal se valora mediante la caracteristica de onda de movimientos del semen o

segun la proporcién de la motilidad progresiva de los espermatozoides en una muestra. Cuando

30



el semen ha sido diluido extensivamente o congelado y descongelado se debe utilizar la valoracion

mediante la proporcion de espermatozoides progresivamente madviles (Durén t al. 2008, p. 273).

La motilidad es uno de los parametros mas importantes de la analitica seminal. Estos métodos
evaluan el porcentaje de espermatozoides maviles, asi como el tipo de movimiento que presentaba
la media de una poblacion espermética. Estas medidas ofrecen una descripcion general de la
motilidad espermatica, pero la exactitud y precision estan limitadas por las condiciones del

sistema de medida y por la destreza del observador (Hidalgo, C. Tamargo, C. y Monforte, C. 2005 citado
por (Barragan, 2017, p.18).

Tabla 6-1: Valoracion de la motilidad masal.

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

Fuente: Angelino, J. 2009 citado por Barragan, 1. 2017.
Realizado por: Chunata Mantilla Shirley 2019.

1.9.2.2. Motilidad individual

La motilidad individual progresiva se estima como la velocidad de desplazamiento hacia adelante

de los espermatozoides vivos en una escala subjetiva entre 0 y 5 (0, minimo; 5, mM&ximo) (Cueto et
al., p. 8).

La muestra es observada con microscopia de contraste de fase y con aumento de 200-400x,
determinando el porcentaje de células espermaticas con movimiento progresivo lineal. Si el
semen estd muy concentrado, la muestra puede diluirse con una solucién amortiguadora o
diluyente de semen antes de colocar el cubreobjetos (Angelino, J. 2009 citado por Barragén, 2017, p.20).

Subjetivamente podemos estimar esta escala segun las siguientes apreciaciones:
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Tabla 7-1: Escala de medicion subjetiva de la motilidad individual progresiva.

Calificacion Caracteristica
0 Los espermatozoides no se mueven
1 Los espermatozoides se mueven en el lugar, giran sobre si mismos.
2 los espermatozoides se trasladan brevemente, pero “se quedan”
2,5 Los espermatozoides se trasladan, puedo seguir su trayectoria con la vista.
3 Los espermatozoides se trasladan, es dificil seguir su trayectoria con la vista.
4 Los espermatozoides se trasladan a mucha velocidad, practicamente no puedo seguir su

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

vista, “no los veo pasar”

Fuente: Cueto et al., 2016.
Realizado por: Chunata Mantilla Shirley 2019.

1.9.2.3. Concentracion espermatica

La determinacidn, con exactitud, de la concentracion, esto es, el nimero de espermatozoides por
unidad de volumen (ml), es muy importante, ya que la relacion de dilucion depende de ella. El
semen del carnero de buena calidad contiene entre 2,5 a 5,0 mil millones (2,5-5,0x10 de
espermatozoides/ml), la valoracién de espermatozoides puede ser valorada por diferentes

métodos basados en la apariencia o consistencia del semen (Duran et al., 2008, p. 275).
Hay distintos métodos que permiten la determinacion de la concentracion espermatica, entre ellos
recuento en la camara de Neubauer o por fotocolorimetro. Ambos métodos son precisos; si bien

el fotocolorimetro permite un recuento mas rapido en comparacion con la camara de Neubauer,

su costo es mas elevado (De Lucas, 2004 citado por Avilés, 2018, p. 29).

1.9.2.3.1. Recuento en camara de Neubauer

La camara de recuento consta de dos piezas:

a. Una pieza de vidrio en la que se encuentra labrado el reticulado en que se depositara el

material a examinar.

b. Un cubreobjetos especifico que montado sobre la pieza anterior formara la camara

propiamente dicha.
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La camara de conteo es un portaobjetos de vidrio grueso con dos cuadriculas situadas a un lado y
otro (superior e inferior) del centro de la cAmara. Cada cuadricula presenta 4 cuadrantes, con 16
cuadrados cada uno (cuadrados grandes). Las dimensiones de los cuadrantes de 1 mm de lado por
0.1 mm de profundidad, determinan un volumen de 0.1 mma3. (Cueto et al., 2016, p. 9)

Cuadrante Cuadrado grande
/’/—\\ '.

Figura 1-1: Diagrama de la cuadricula de la camara de

Neubauer.
Realizado por: Cueto et al., 2016.

El recuento en camara se lleva a cabo a través de los siguientes pasos:

a) Adherir el cubreobjetos sobre la cdmara humedeciendo sus bordes con saliva y ejerciendo
luego una firme presidn contra la cdmara. Si la adhesion es correcta se observa en los bordes

del cubreobjetos un fenémeno de difraccién de la luz denominado "anillos de Newton".

b) Aspirar 5 microlitros de semen mediante micropipeta (previa homogenizacién del eyaculado).
Secar los laterales del tip de la micropipeta con papel blanco, cuidando de no variar el enrase.
Diluir los 5 microlitros de semen en un tubo con 2 ml de liquido de dilucién (puede ser agua

comun) (dilucién 1:400).

c) Luego de agitar el tubo, cargar la micropipeta con aproximadamente 10 microlitros.
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d) Colocar la punta del tip de la micropipeta en el borde del cubreobjetos y dejar que la cAmara
se cargue por capilaridad. El liquido no debe pasar a los surcos laterales de la camara ni deben

guedar burbujas de aire 0 zonas sin cargar.

e) Colocar la camara bajo observacion microscopica (100 aumentos). Si los espermatozoides no
estan distribuidos uniformemente en toda la cdmara, debe repetirse la operacion de cargado.

- Dejar reposar unos minutos antes de iniciar el recuento.

f)  Se cuenta el nmero de espermatozoides en un cuadrado grande por cada cuadrante y se repite

el conteo en uno de los cuadrantes elegido al azar, contandose en total 5 cuadrados. (Cueto et
al., 2016, p. 10).

1.9.2.4. Células vivas-muertas

Para la determinacion de esta prueba, se utiliza un colorante llamado eosina-nigrosina siendo el
méas comunmente utilizado para determinar la relacion vivos - muertos en un eyaculado. Cuando
el semen se ha manejado correctamente y la tincion es llevada a cabo en forma apropiada, el
porcentaje de espermatozoides vivos esta altamente correlacionado con la motilidad progresiva
individual. Por lo tanto, esta técnica es Gtil para corroborar las estimaciones hechas en las técnicas

anteriores de motilidad (Pezzone, 2008 citado por Avilés, 2018, p. 30).

1.9.25. Morfologia

El examen morfoldgico del semen es una prueba de control de calidad, cada eyaculado contiene
una serie de espermatozoides anormales, si la proporcién de estos es muy alta entonces se estara
ante un semen de baja fertilidad. Los espermatozoides anormales se pueden detectar en frotis de
semen tefiidos, preparados sobre un portaobjetos; la preparacidn, tincidn y observacion demandan

bastante tiempo por lo que es indispensable evaluar después de cada eyaculado (Duran et al, 2008,
p.279).

Sin embargo, es admisible examinar el semen de los carneros, integrantes de un programa de
inseminacion artificial, antes de comenzarlo, particularmente si se trata de sementales recién
introducidos en el programa o que hayan sufrido algun estrés, que pueda afectar la calidad del

semen. Es aconsejable el control a lo largo del programa. (Duran et al, 2008, p.280).
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Para el examen rutinario de morfologia de los espermatozoides se puede utilizar la tincion de
eosina-nigrosina; los pasos para valorar la morfologia de los espermatozoides, en una muestra de

semen son los siguientes:

1. Colocar, 1 o0 2 gotas de colorante y una pequefia gota de semen, sobre el extremo de un
portaobjetos, templado (37°C).

2. Se mezclan el semen y el colorante, se extienden sobre el portaobjetos con la ayuda de otro
portaobjetos que hace la funcion de entendedor, de tal manera que se forme una delgada
pelicula sobre el portaobjetos.

3. Dejar que se seque la muestra y observar al microscopio con aumento grande (por o menos
400x).

4. Examinar, por lo menos, 100 espermatozoides de diferentes campos, cuantos mas

espermatozoides se observan mas aumenta la seguridad de la prueba. (Duran, 2008, p. 281)

Las formas anormales se clasifican como anormalidades de cabeza (defectos de acrosoma,
cabezas sueltas anormales, piriformes, estrechos en la base, contorno anormal, tamafio diferente);
de pieza media (anormal o abaxial); de cola (doblada simple, doblada terminal); gotas

citoplasmaéticas proximales o distales y cabezas sueltas normales (Lopez et al., 2011 citado por Valdez,
2013, p. 17)

Acrosoma

torcido

Cabeza

Pieza

intermedia

Cola

doble con
normai il rudimentaria dos cabezas

Figura 2-1: Alteraciones morfoldgicas de los espermatozoides.
Fuente: Valdez, D. 2013
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1.10. Procesamiento del semen

1.10.1. Diluyentes

La dilucidn del semen para la IA se lleva a cabo por razones técnicas y biolégicas:

e Razones técnicas: Incrementar el volumen de eyaculado para inseminar un mayor nimero de

hembras.

e Razones biologicas: Proveer a los espermatozoides, nutrientes y proteccion de las

temperaturas de enfriamiento y congelamiento (Cueto et al., 2016, p. 11).

Los diluyentes para congelar el semen de carnero deben tener propiedades similares a los
diluyentes que se utilizan con semen fresco; esto es, deben estar taponados contra los cambios de
pH, de tonicidad y contener una fuente de energia. Ademas, deben contener una sustancia
(normalmente yema de huevo) para proteger la membrana celular durante el enfriamiento a 5°C

y un agente crioprotector para evitar lesiones de la membrana durante la congelacion (Duran, 2008,
p.294)

1.10.1.1. Andromed

Es un diluyente seminal sin yema de huevo siendo remplazada por lecitina de soya, evitando el
riesgo de contaminacidn bacteriana y variaciones indeseables en lotes de semen congelado.
Contiene fosfolipidos, TRIS, &cido citrico, azlcares, antioxidantes, tampones, glicerina, agua de
altisima pureza y antibiéticos. Andromed® ha sido ampliamente empleado en la congelacion y
refrigeracion del semen bovino, sin embargo, también se ha usado exitosamente en especies no

bovinas especialmente ovina y caprina (Valdez, 2013, p. 36).

1.10.1.2. One step

Es un buffer que contiene TRIS, Acido citrico, azlicar, Glicerina, agua purisima y antibioticos,
adecuado para el procesamiento de semen en dilucién de 1 paso. Este diluyente se ha establecido

como un medio clasico para la produccion de semen bovino especialmente, pero también se han
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podido congelar una serie de eyaculados de otros mamiferos, como 37 ovinos, caprinos,
camélidos y caninos, como igualmente de diversas especies exaticas (Valdez, 2013, p. 37).

Segun la normativa CSS, necesita adicion de yema de huevo.

1.10.1.3. Yema de huevo

Es conveniente completar la preparacion del diluyente el dia de su utilizacién, agregando la yema
de huevo a la solucion madre; esta ltima debe entibiarse previamente en bafio termostatico para
facilitar la homogeneizacion. La yema debe ser fresca, proveniente de un huevo de no mas de 3
dias. La cascara de huevo se lava cuidadosamente, se limpia con un pafio mojado en alcohol, y se

deja secar (Cueto et al., 2016, p. 12).

Luego de que se separa la clara, la yema se sittia sobre un papel absorbente, cuidando de que no
se rompa su membrana. El resto de clara puede terminar de separarse haciendo rodar la yema
suavemente sobre el papel. Atravesando la membrana de esta Gltima con una jeringa, se extrae la
yema desde el interior y se enrasa la cantidad necesaria en la probeta. Una vez agregada la yema
de huevo, la solucion se homogeniza varias veces invirtiendo la probeta tapada con papel de

aluminio (Cueto et al, 2016, p. 12).

1.10.1.4. Disolucién

La disolucion se realiza por agitacion, entibiando ligeramente. Se procede a determinar el pH,

cuyos valores deben estar entre 6,7 y 6,9. Si el pH fuera &cido se corrige con una solucion de

hidroxido de sodio débil (LM= diluir 0.4 g de NaOH en agua destilada hasta completar 10 ml de

solucion); si fuera alcalino se corrige con una solucion de acido citrico (1M=diluir 1.9 g de 4cido

citrico en agua destilada hasta completar 10 ml de solucidn) (Cueto, 2016, p. 12).

1.10.2. Protocolo del procesamiento del semen

Se empled un protocolo de crioconservacion de semen de congelacién lenta, conformado por un

proceso de enfriamiento y uno de congelacion.
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En la primera fase del enfriamiento, se diluyo el semen 1:1 con la primera fraccion del diluyente
a 35 °C; luego se disminuyd la temperatura hasta llegar a los 5 °C en un lapso de 90 min (1 °C por
cada 3 min). En la segunda fase, se agreg6 la segunda fraccién del diluyente en una relacién 1:1

con el semen previamente diluido y se incub6 a 5 °C durante 30 min, para estabilizar la muestra
(Salamon y Maxwell, 2000 citado por Ruiz. et al, 2015, p. 50).

Al término del periodo de estabilizacion, el semen se envaso en pajillas de 0.5 ml. Luego, las
pajillas fueron congeladas con los vapores de nitrégeno liquido, disminuyendo la temperatura de

5 a -25°C en un lapso de 6 min (5 °C/min), para finalmente sumergirlas en el nitrégeno liquido
(Byrne et al., 2000 citado por Ruiz. et al, 2015, p. 50).

Tabla 8-1: Protocolo del proceso de congelacion de semen ovino.

Proceso Tiempo Temperatura

Pre-dilucion 1:1 (diluyentes mas 45 minutos T° Ambiente
semen extraido)
Dilucién total (pre-dilucion + 10 min T° Ambiente

diluyente sobrante)

Enfriamiento 3 horas A5°C
Pajillas 0,5 ml (vapores de 10 min -25°C
nitrégeno)

Congelado Indefinidamente -196° C

Realizado por: Chunata Mantilla Shirley 2019.

1.10.3. Congelacion del semen

El semen del carnero se puede congelar empleando la metodologia convencional (congelacién
lenta) o la metodologia rapida (congelacién rapida) pudiendo emplearse para el efecto pajuelas
de plastico, ampolletas o pellets; el semen congelado con la metodologia rapida mejora la

supervivencia de los espermatozoides (Evans et al., 1990 citado por Valdez, 2013, p.24)

El plasma seminal no contiene las sustancias suficientes para mantener la viabilidad del eyaculado
por largos periodos de tiempo por lo que es imprescindible la adicién de agentes crio-protectores

gue prolonguen la vida de las células espermaticas destinadas a inseminacion artificial (lllera, 1994,
citado por Valdez, 2013, p.24)

Para congelar las pajuelas se debe dejar un pequefio espacio de aire en ellas (en el extremo por

donde se llenan) para evitar que se rompan al congelarse. Las pajuelas que contengan semen
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liquido, en un solo paso (a 30°F) se enfrian a 5°C entre 1,55y 2,0 horas y luego se congelan. (Duran
etal., 2008, p. 297).

1.10.3.1. Dafos que sufren los espermatozoides durante el proceso de congelacion

La calidad del semen congelado disminuye con respecto a la del semen fresco o refrigerado, por
una parte, porgque aproximadamente un 50 por ciento de los espermatozoides no sobreviven al
proceso de crioconservacion y porque durante este proceso los espermatozoides van a sufrir
alteraciones ultra estructurales (cambios en la estructura de las bicapas lipidicas de las membranas

tanto plasmaticas como de los organulos), bioquimicos (ralentizacién metaboélica) y funcionales
((Curry, 2000., citado por Castillo, 2017, p.12).

Estos dafios se acompafian de transporte deteriorado, reduccion de la supervivencia de los
espermatozoides en el tracto reproductivo femenino y disminucion de la fertilidad (Salamon y
Maxwell, 2000). Estos dafios se deben basicamente a cambios osméticos y a la formacién de

cristales de hielo intracelular (Holt, 2000., citado por, Castillo, 2017, p.12).

1.10.4. Conservacion del semen

Cuando el semen se congela y se conserva a muy baja temperatura, esto es en nitrégeno liquido a
-196 °C, las reacciones metabdlicas de los espermatozoides quedan detenidas. Por tanto, el semen
se pued2e recoger y conservar en épocas distintas a la estacion reproductora y conservar durante
mucho tiempo, lo cual permite la supervivencia de genes para futuro uso y se asegura la

disponibilidad de un semental en particular (Duran, 2008, p. 292).

1.10.5. Descongelamiento del semen

La descongelacion del semen es un punto muy critico. Aparte de las amenazas por congelacion,
los espermatozoides también se pueden lesionar si el proceso de descongelacion no se lleva acabo
de una forma apropiada. No existe medios técnicos para medir el grado y proporcion de lesiones
que se puedan derivar a causa de los procesos de congelacién y descongelacion de los

espermatozoides (Duran et al., 2008, p. 298).
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El semen de carnero congelado en pajuelas se puede descongelar retirando las pajuelas del
nitrogeno liquido e introduciéndolas en agua a una temperatura no inferior a 37°C. la
descongelacion a temperaturas superiores puede mejorar la recuperacion de espermatozoides
viables, pero existe el peligro de la exposicion del seme a temperaturas por encima del nivel

critico, que puede ser fatales para las propias células (Duran et al., 2008, p. 298).

Si el congelamiento del semen se realiz6 en pajuelas, las mismas se sumergiran en un bafio
termostatico a 36 °C, moviéndolas con una pinza durante 15 segundos bajo el agua. Luego de su
descongelamiento, la pajuela se sacara del agua, procediéndose al secado y cortado del tapén del
extremo con camara de aire. El extremo libre se tapa con un dedo antes de cortar el otro extremo
y se destapa al momento de vaciar el contenido de la pajuela en un tubo de hemdlisis previamente

colocado en bafio termostatico (Cueto et al., 2016).

El descongelamiento rapido es necesario para prevenir la recristalizacion de cualquier cristal de

hielo intracelular presente en el espermatozoide (Sandoval, 2005, p.25).

1.10.6. Examinacion post- descongelacién

La estimacion de la calidad del semen descongelado es de suma importancia. Se procedera a la
evaluacién de al menos dos pajuelas o pastillas por partida. Es importante realizar varias
observaciones de la misma pajuela o pastilla. Luego de su descongelamiento, se procedera a la
examinacion microscopica de una gota de semen en un portaobjeto templado (100 aumentos)
sobre platina térmica. Se observara la motilidad masal al descongelamiento, repitiendo la

observacion 1 o 2 veces (Cueto et al., 2016, p. 16).

Se observard una gota de 5 a 10 microlitros de semen descongelado entre porta y cubreobjetos
templados. En esta evaluacion es importante estimar el porcentaje de espermatozoides vivos, asi
como la motilidad individual progresiva. La motilidad individual progresiva se estima como la
velocidad de desplazamiento hacia adelante de los espermatozoides vivos en una escala subjetiva
entre 0y 5 (0, minimo; 5, Maximo) (Cueto et al., 2016, p. 17).

Para aceptar una pajuela debe constar en su evaluacion:

¢ Motilidad masal al descongelamiento.

e Un porcentaje de espermatozoides vivos igual o superior al 30%.
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e Motilidad individual progresiva igual o superior a 2.5 (Cueto et al, 2016, p. 17).

1.11. Valoracion del esperma congelado-descongelado

La fertilidad del semen congelado-descongelado se relaciona con la motilidad, viabilidad, ultra-
estructura y cambios bioquimicos del espermatozoide congelado-descongelado. Sin embargo, las
pruebas de laboratorio basicas para evaluar el semen crioconservado son la motilidad, viabilidad

e integridad de las membranas: plasmatica y acrosomal (Valdez, 2013, p. 31).

1.11.1. Motilidad y viabilidad

La motilidad es el andlisis mas simple de realizar, se basa en la visualizacion de ondas de
movimiento espermatico observadas al microscopio en un portaobjetos a 37°C luego de
descongelar el semen apropiadamente. Para el indicativo de viabilidad de los espermatozoides, el
analisis de motilidad se debe realizar a intervalos de una y dos horas después de descongelado el
semen en una muestra de 0,5ml incubada a 37°C. Los eyaculados de carnero se consideran
adecuados para su conservacion y uso en inseminacion artificial si el porcentaje de
espermatozoides con movimiento progresivo no es menor del 40% al descongelarlos y de 30%

después de terminado la prueba de viabilidad (Evans, et al., 1990 citado por Valdez, 2013, p. 31)
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CAPITULOII

2. MARCO METODOLOGICO

2.1. Localizacion y duracion del experimento

El trabajo experimental de la presente investigacion se desarroll6 en la Estacion Experimental
Pastaza perteneciente a la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo- Facultad de Ciencias
Pecuarias; ubicada en el kilometro 32 via al Puyo- Macas, Parroquia Simdn Bolivar. El trabajo

experimental de campo tuvo una duracion de 90 dias aproximadamente.

Posteriores evaluaciones del trabajo de laboratorio se realizaron en el Laboratorio de

Reproduccion Animal e IA de la Facultad de Ciencias Pecuarias.

2.1.1. Condiciones meteoroldgicas

Las condiciones meteoroldgicas donde se llevd a cabo la investigacion experimental se detallan

a continuacion.

Tabla 1-2: Condiciones meteoroldgicas de la Estacion Experimental Pastaza.

Paréametros Promedio de los tres ultimos afios
Temperatura °C 21

Precipitacion (mm) 4000

Clima Calido humedo

Altitud 950 msnm

Fuente: (Pastaza, Naturaleza en su méxima expresién. 2013 citado por Coloma, R. 2018).

2.2. Unidades experimentales
Para el desarrollo de la presente investigacion se utilizo un total de dos ovinos machos adultos de

las razas tropicales Black Belly y Pelibuey, con una edad promedio de 31 meses, y un peso

aproximado 73 a 75 kg. Los mismos que pertenecen a la Estacion Experimental Pastaza.

42



2.3.

Materiales, equipos e instalaciones

2.3.1. Materiales

Cuaderno de apuntes, esfero

Cémara fotogréafica

Botas de caucho, mandil

Soga, jaquima

Guantes quirurgicos

Caja de papel aluminio

Gel lubricante

Jeringuillas 5ml y 1ml descartables

Cinta métrica

Porta-Cubre objetos

Tubos de microcentrifuga (2 ml)

Tubos de centrifuga (14 ml)

Diluyentes (Andromed- One step)

Puntas de micropipeta

Nitrégeno liquido

Cooler
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e Pajillas de semen 0,5 ml

2.3.2. Equipos

Electroeyaculador

e Microscopio

e Bario Maria

e Micropipeta

e Placa calefactora

e Calculadora

e Computadora

2.3.3. Medicamentos

e Vitaminas (ADEVET)

e Desparasitante (Ivermectina 1%, Febendazol)

2.3.4. Instalaciones

Se utiliz6 las instalaciones disponibles en la Estacién Experimental Pastaza junto con el

Laboratorio de Reproduccién Animal e IA de la Facultad de Ciencias Pecuarias.

2.4. Tratamiento y disefio experimental

Las caracteristicas del semen se evaluaron en dos momentos, antes y después del proceso

conservacion. EI semen fresco se evalud utilizando estadistica descriptiva para las variables

cualitativas y para las variables cuantitativas t de student.
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En el segundo momento cuando se analiz6 el semen congelado se aplico un disefio completamente
al azar con arreglo combinatorio, en donde el Factor A es laraza (Al: Pelibuey y A2: Black Belly)
y el Factor B los diluyentes (B1: Andromed y B2: One step) y la interaccion (A1B1: Pelibuey -
Andromed; A1B2: Pelibuey - One step; A2B1: Black Belly - Andromed y A2B2: Black Belly -
One step), donde el tamafio de la Unidad Experimental se consider6 una extraccion, es decir, se
trabajo con 4 repeticiones por tratamiento, dandonos un total de 16 unidades experimentales.

Ecuacion 1-2

Yij= U + Ai + Bj + ABij + Eij

Donde:

Yij:  Valor estimado de la variable.

L Media general
Ai: Efecto de las razas ovinas
Bj: Efecto de los diluyentes comerciales

ABij: Efecto de la Interaccidn entre razas ovinas y diluyentes comerciales.

Eij: Error experimental.

24.1. Esquema del experimento

El disefio del andlisis de varianza que se utiliz6 se describe a continuacion. Tabla 2-2.
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Tabla 2-2: Disefio experimental.

TRATAMIENTOS CODIGO REP. TUE TOTAL

FACTOR A FACTOR B

RAZA 1. Pelibuey ANDROMED AlB1 4 1 4
ONE STEP AlB2 4 1 4
RAZA 2. Black Belly ANDROMED A2B1 4 1 4
ONE STEP A2B2 4 1 4
TOTAL 16

Realizado por: Chunata, Shirley 2019.

2.5. Mediciones experimentales
2.5.1. Semen fresco

e Color

e Olor

e Ph

e Volumen (ml)

e Motilidad masal (%)

e Motilidad individual (puntos)

e Concentracion espermatica (spz/ml)

e Células vivas-muertas (%)
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e Morfologia

2.5.2. Post-descongelacion

e Motilidad masal (%)

e Motilidad individual (puntos)

e Viabilidad espermatica (%)

2.6. Anadlisis estadisticos y pruebas de significancia

Los resultados experimentales que se obtuvieron fueron sometidos a los siguientes analisis

estadisticos:

e Prueba T-student

e Analisis varianza (ADEVA)

e Separacion de medias tukey (p<0,05).

Tabla 3-2: Esquema del ADEVA.

Fuentes de variacion Grados de libertad
Total 15
Factor A 1
Factor B 1
Interaccion (AxB) 1
Error experimental 12

Fuente: Chunata, Shirley 2019
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2.7. Procedimiento experimental
En la presente investigacion se evalud la calidad seminal de dos machos reproductores de razas
tropicales, su estudio fue antes de la congelacion y después de la congelacion con la adicion de

dos tipos de diluyentes comerciales (Andromed y One step) en pajuelas de 0,5 ml, para obtener

este resultado se procedi6 a tomar en cuenta lo siguiente.

2.7.1. Seleccién de los carneros

Los criterios de seleccion de los machos reproductores para la presente investigacion se realizaron

tomando en cuenta los siguientes parametros:

e Mayor de 2 afios de edad.

e Con una condicion corporal de 3 a 4 puntos, en escalade 1 a5

e Simetria testicular, libre de anormalidades

e Circunferencia escrotal >30 cm

e Semovientes aparentemente sanos, libre de paréasitos.

2.7.2. Preparacion de machos

La preparacion de los machos consistio en separar los dos machos de las hembras, desde el inicio
del trabajo de campo hasta su culminacion, el objetivo de este procedimiento es incrementar la
libido del animal, ayudar en el desarrollo espermético y la recuperacion corporal que se pierde

cuando el macho da monta.

Se coloco a los machos en un corral bajo sombra provisto de alimento que consistié en pasto
picado, balanceado y agua a voluntad; ademas se suplemento el pasto con la adicion de sales
minerales ya que las mismas contienen Se, P, Mg, etc. Favorecen en el proceso de
espermatogenesis del macho. Se procedi6 a suministrar 15g/dia, pesando esta cantidad en una

balanza analitica.
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En la preparacion de los machos también incluy6 la desparasitacion y vitaminizacion de los
mismos antes de la extraccion, para lo cual se tomé el peso de los dos machos con una cinta
bovinométrica con un margen de error en ovinos = 2 kg, obteniendo un peso promedio en el

macho Pelibuey de 75 kg y en el Black Belly de 73 kg.

Se desparasitd con ivermectina al 1% por via S.C con una dosis de 1,5 ml, ademas se complementd
con desparasitante oral Febendazol 4ml por cada uno, se recomendd la desparasitacion cada 3

meses.

Ademas, se vitaminizé a los machos con vitaminas AD3E, de acuerdo a la dosificacion se aplico

1ml por via intramuscular.

2.7.3. Pruebas de extraccion del semen con electroeyaculador

El acondicionamiento de los dos machos para que eyaculen mediante la utilizacion del
electroeyaculador empez6 4 semanas antes de la primera colecta de semen, para lo cual se
procedié a someter a los machos con este método, extrayendo 1 vez cada semana con el objetivo

de acondicionar a los mismos a este procedimiento.

Previamente a la extraccion del semen de los machos se procedié a limpiar la zona prepucial
cortando con una tijera los pelos largos que se encontrd en el mismo, de esta forma se evita la
contaminacién de la muestra, posteriormente se hizo un lavado con agua potable y después con
agua destilada todo el vientre del animal y méas aun cerca del miembro de tal forma tener una zona

limpia.

Es importante el lavado interno para ello se exprimi6 el pene del macho con ligeros movimientos
de atras hacia adelante con la finalidad de eliminar sustancias contaminantes contenidos en el
pene y la orina del mismo, se lavd con una solucion salina en este caso se utilizé lactato de ringer,
con una jeringuilla de 10ml se coloc6 esta sustancia dentro del pene y se evacuo el contenido; con
la ayuda de las toallitas absorbentes de seco bien la parte del pene y la zona del vientre. Este

procedimiento se realizd antes de cada extraccién seminal.

Una vez realizado la limpieza corporal se precedi6 a instalar el equipo de electroeyaculacion, se
introdujo al macho a un cuarto limpio, seco y cerca de la mesa de estudio, con la ayuda de los
dedos indice y medio se introdujo en el recto y se extrajo el material fecal a la vez se indujo a la

excrecion para que no haya taponamiento a la hora de introducir la sonda.
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Se colocé la sonda previamente lubricada ubicando los electrodos hacia abajo dando movimientos
rotatorios hasta que, entre toda la sonda por el recto, la misma que tiene por funcion, dar impulsos
eléctricos en las paredes del recto de forma secuencial asi va estimulando a la eliminacién del

semen.
Se recomienda que el carnero se encuentre en una posicion decubito lateral para que la recoleccion
sea facil, al momento que desenvaine el pene dejar escapar una pequefia cantidad de secrecion ya
que se considera que es liquido seminal, es decir no hay presencia de espermatozoides, después

se introdujo el mango en el pene y se espera que eyacule. Este procedimiento se realizd durante

cada extraccion.

2.7.4. Evaluacion y procesamiento del semen

Previamente a la extraccion del contenido seminal, se prepar6 todo el equipo y materiales que se
utilizaron en la investigacion, estos fueron lavados con agua destilada, desinfectados y secados
totalmente, se trabajé en un ambiente seco y limpio.

Se adecuo el mango colector de semen, con la bolsa de plastico adjunto con un tubo de centrifuga
de 14ml limpios y secos, los mismos que fueron forrados con papel aluminio con el fin de que no

penetre la luz del ambiente y este actué como espermaticida.

Preparacion de los diluyentes para congelacion:

2.7.4.1. Andromed

Preparar 10 ml de diluyente, utilizamos lo siguiente:

Tabla 4-2: Dilucién 4:1 con el diluyente Andromed.

Materiales Cantidad (ml)
Andromed 8
Agua destilada 2

Realizado por: Chunata Mantilla Shirley 2019.
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2.7.4.2. One step

Este diluyente se agreg6 yema de huevo fresca y antibidtico.

Tabla5-2:  Dilucion 5:1 con el diluyente One Step.

Materiales Cantidad (ml)
One step 2
Agua destilada 7.5
Yema de huevo 0,5
Antibiotico 0,2

Realizado por: Chunata Mantilla Shirley 2019.

2.7.4.3. Evaluacién del semen

Una vez que se extrajo el semen en el tubo, se evalud el olor, color y el volumen de forma subjetiva
esto se valor6 de forma rapida; posteriormente se introdujo la muestra en el bafio maria a una
temperatura de 37 °C + 1°C, simulando a la temperatura corporal del animal, se procedié a evaluar
el pH con tiras de papel tornasol; con la ayuda de la micropipeta se extrajo 30 I de cada muestra

y se colocd en un tubo de eppendorf previamente identificado para ser evaluado.

Se preparo la primera pre-dilucién en relacion 1:1, es decir del total de la muestra fue dividida a
la mitad para el diluyente Andromed y mitad para el diluyente One step, se lo mantuvo durante
45 minutos a temperatura ambiente, con la finalidad del acondicionamiento del semen con cada

uno de los diluyentes, en vasos de precipitacién identificAndose cada muestra.

En la placa calefactora que esta adecuada al microscopio fue manejada a una temperatura de
37,5°C, la mismas que se ubicd los porta-cubreobjetos y las puntas de micropipeta con el fin de
adecuar a la temperatura del cuerpo del animal, una vez adecuada la temperatura se procedié a la
evaluacion de las muestras, tomando 10 pl del semen se coloc6 en el porta objetos y sobre este el
cubre objetos, se valord la motilidad masal con el lente 100X y la motilidad individual con el
lente 400X.

Posteriormente se prepar6 una solucion 1:400, donde se coloc6 en un tubo de eppendorf 2 ml de

agua fisioldgica al 1%, junto con 5ul de semen mezclando homogéneamente, para el calculo de
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la concentracion espermatica se coloc6 5ul de la dilucion en el primer y segundo campo de la
camara de Neubauer, posteriormente se colocd el cubreobjetos y se procedi6 a su célculo.

Para la evaluacién de células vivas-muertas y la morfologia se prepard una placa, donde se coloco
5ul en la parte superior de la placa seguido de 5ul del reactivo eosina-nigrosina, para la
inmovilizacion del material genético, con la ayuda de otra placa se fijé en un angulo de 45° hasta
que se mezcle bien el semen con el reactivo, se procedié hacer un barrido, de forma homogénea,
dejar secar la placa, una vez seca se procedid evaluar células vivas-muertas y la morfologia con

el lente de aumento de 400X.

2.7.4.4. Procesamiento de semen

Una vez evaluado la concentracion espermatica de los ovinos, se procedio al calculo del nimero

de dosis, utilizando la siguiente formula.

Ecuacion  2-2

Vol
Ox Eyac.deseado

0 ic —
N2 de dosis 500

Donde:

()= concentracion espermatica

Vol= Volumen del eyaculado deseado

200= ntmero de espermatozoides/ eyaculado 10° en pajuelas 0,5 ml

Ademas, se calculd el dilutor total, para ello se aplicé la siguiente formula.

Ecuacion  3-2

Diltutor = # siembra x Vol.dosis — Vol. Eyaculado

Con la utilizacion de esta formula se calcul, la cantidad de volumen total del diluyente que se le
adiciono a la pre-dilucion, una vez hecha la dilucion total se dejé reposar por 10 min a temperatura
ambiente, se tomo una muestra de 10 I para obsérvala en el microscopio esta, presento mas del

80% de movilidad masal, siendo apta para el proceso de refrigeracion.
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En el proceso de refrigeracion se coloco las muestras (A1B1, A1B2; A2B1, A2B2) previamente
identificadas en refrigeracion a 5°C durante 3 horas, transcurrido este tiempo se procedié a
preparar las pajuelas de 0,5 ml dentro de la refrigeradora para controlar la temperatura. La forma
de identificacion fue seleccionar pajuelas de diferentes colores para que sea facilmente
identificable.

Se tomd la pajuela y se absorbi6 levemente hasta llenar la pajuela con la ayuda de una jeringuilla
de 1ml, se absorbid una pequefia cantidad con la finalidad dejar una burbuja de aire en la pajuela,
esto evita que al momento de ingresar a congelacion esta explote, se sellé con alcohol polivinilico
posteriormente se colocé en el agua refrigerada a 5°C. Se realiz6 el mismo procedimiento con

todas muestras.

2.7.5. Congelacion

Se realizé de manera convencional dentro de en un cooler siguiendo el siguiente proceso:

a) Se colocd el nitrégeno liquido en el cooler a una altura de 2cm por un tiempo estimado de 2

minutos bien sellado, con el objetivo gque este se acondicione.

b) Se coloco dentro del cooler dos portas pajuelas, ajustandole a una altura de 6¢m, bien sellado
alrededor de 1 min, verificar que la altura del nitrégeno liquido sea de 2cm, mediante la

utilizacién de una regla.

c) Abrirlatapay colocar las pajuelas elaboradas en la porta pajuelas a una altura de 6¢cm durante

un tiempo estimado de 4 minutos.

d) Transcurrido este tiempo se disminuyd la altura a 4cm donde se control6 por un tiempo

estimado de 6 minutos.
e) Culminado este tiempo se colocé directamente las pajuelas al nitrégeno liquido alrededor de

2 minutos, posteriormente se coloco en el termo de nitrdgeno ya identificadas por el nimero

de extraccidn. Se realizd este proceso en todas las extracciones posteriores.
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2.7.6. Descongelacion

La post-descongelacion se realiz6 15 dias después de haber congelado las pajuelas, se descongelo
a una temperatura de 37, 5°C; es decir.

a) Setomo una pajuelay se colocé en el bafio maria a una temperatura de 37,5°C alrededor de
1 min, con una toalla absorbente se secé y se la protegi6 de los rayos solares.

b) Con laayuda del cortapajuelas se cort6 primero el extremo donde este sellado con el alcohol

polivinilico se colocd la pajuela boca abajo en el tubo de eppendorf.

c) Y se cortd el otro extremo, de tal forma que todo el contenido cayo dentro del tubo.

d) Se tom6 10u de la muestra, colocandola en la placa calefactora a 37,5 °C y se procedio a

evaluar en el microscopio: la motilidad masal (%), motilidad individual (pts) y viabilidad (%).

La evaluacion post- descongelacion consistid en evaluar una pajuela por cada una de las muestras

(A1B1, A1B2; A2B1, A2B2).

2.7.7. Costo por tratamiento

Se analiz6 el costo unitario de produccidn de cada pajuela de 0,5 ml, tanto de la raza Black Belly

como de la raza Pelibuey.

2.8. Metodologia de evaluacion
2.8.1. Reproductor
2.8.1.1. Circunferencia escrotal

Las medidas se tomaron utilizando una cinta métrica, los datos que se obtuvieron son comparados

con los valores normales de la especie dependiendo su edad. Ver tabla 5-1.
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2.8.1.2. Condicidn corporal
Se evalud de forma subjetiva, observando en primer lugar el estado dentario para verificar la edad,
posteriormente su evaluacion fue fenotipica, se realizé de dos formas, observacion de pie: vista

de frente, vista de perfil (columna vertebral, linea ventral), vista de atrds y vista de arriba; y la

observacion sentado: revision de la cabeza, revision del aparato reproductor (tabla 4-1) (Pefia, 2019,
p. 13).

2.8.2. Semen fresco

2.8.2.1. Color

Se procedi6 simplemente a valorar por la observacién directa.

2.8.2.2. Olor

Su valoracion fue por olfateo directo.

2.8.2.3. Potencial de hidrégeno (pH)

Medida con tiras de papel tornasol. Después de la colecta del semen, se procedi6 a valorar el pH
del semen en el tubo de recoleccion con la ayuda de una pinza, previamente limpia, desinfectada

y seca.

2.8.2.4. Volumen, (ml)

Su medida fue en un tubo de centrifuga (graduado), de capacidad de 14 ml.

55



2.8.2.5. Motilidad masal, (%)

Para evaluar la motilidad masal, con la ayuda de la micropipeta se tomé 10ul de la muestra,
posteriormente se coloco en el portaobjetos y se observd al microscopio con el lente 100X, el
método de evaluacion fue subjetiva, guiandose de las ondas de movimiento de los

espermatozoides que aprecian el porcentaje de espermatozoides mdviles. Ver Tabla 6-1

2.8.2.6. Motilidad individual, (puntos)

En la misma muestra que se utiliz6 para evaluar la motilidad masal, se puede evaluo la motilidad
individual, en el microscopio con el lente 400 X, el método de evaluacion depende de la agilidad
del observador, que consiste visualizar la velocidad progresiva de desplazamiento hacia delante
de los espermatozoides vivos, teniendo una calificacion como minimo 0, y como maximo 5

puntos. Ver tabla 7-1.

2.8.2.7. Concentracion espermatica, (spz/ml)

Se utilizé el método de conteo en la cdmara de Neubauer, donde se procedio a realizar la dilucion
1:400 del semen con agua fisioldgica, quiere decir que por 2ml de agua fisioldgica al 1%, se

agregd 5ul de semen, con la ayuda de la micropipeta se mezclé6 homogéneamente.

Se limpi6 bien la cAmara de Neubauer y se procedié agregar 10l de la muestra en los dos bordes
de cada cuadrante posteriormente se colocé el cubreobjetos, verificar que la camara no presente

burbujas de aire, de ser el caso debe preparar nueva muestra.

La muestra fue observada al microscopio con el lente de 100X para facilitar el enfoque y observar
la cuadricula, una vez identificado se puede realizar el conteo respectivo o0 a la vez se puede
utilizar el lente 400X, para una mejor apreciacion, se procede a contar los 5 cuadrados de cada

uno de los cuadrantes, preferiblemente que sean los cuadrados externos y el central.

La concentracion espermatica se calcul6 a través de esta formula, (Cueto,2016, p.10)
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Ecuacion  4-2
_ suma de los esp.en los 5 cuadradosx400x16
B 5

2.8.2.8. Células vivas-muertas, (%)

Para observar los espermatozoides vivos - muertos se realiz6 un frotis donde, en un porta objetos
se coloco 5 pl de semen en la parte superior de la placa y posteriormente se colocé 5ul de eosina-
nigrosina, la misma que tiene la funcion de tefiir la célula que presenta dafio en la membrana; con
la ayuda de otra placa se coloca sobre la muestra aproximadamente en un angulo de 45° y se
realiza un frotis de tal manera que se forme una delgada pelicula homogénea, esperar que se seque

puede tomar 5-8 minutos o colocarla sobre la placa calefactora.

El frotis fue observado al microscopio con el lente 400X, en la cual se observd 5 campos de los

cuales cada campo constaba de 20 espermatozoides, se procedio a utilizar la siguiente formula.

Ecuaciéon 5-2

] Suma de los 5 campos (spm vivos)
% Celulas vivas = 100 X 100

Ecuacién 6-2
Suma de los 5 campos (spm muertos)
X

100
100

% Celulas muertas =

2.8.2.9. Morfologia, (%)

Para la valoracion morfoldgica se utilizé la misma placa de la valoracion de células vivas-muertas
y adicionalmente se elabord un segundo frotis, la presente muestra se observé con el lente de
aumento de 1000X, utilizando aceite de inmersion, que consiste en agregar una gota de aceite en
el centro de la placa y valorar con el lente descrito, se observo 5 campos de los cuales cada campo
constd de 30 espermatozoides, se evalud el porcentaje de espermatozoides normales frente al

porcentaje de espermatozoides anormales tanto en la cabeza y cola principalmente ( Grafico 2-1)
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Ecuacion 7-2

suma de los 5 campos (spm anormales)
% spm anormales = 120 x 100

Ecuacion 8-2

% spm normales = 100% — % spm anormales

2.8.3. Post-descongelacién

Se descongelo a 15 dias posteriores a la congelacién, que consistié en colocar la pajuela en el
bafio maria a una temperatura 37.5°C por un tiempo de 20-30 segundos, posteriormente se seco
con una toalla absorbente y se la protegi6 de los rayos solares, con un cortapajuelas se corté el
primer extremo donde se encuentra el alcohol polivinilico y se coloc6 boca abajo, en un tubo de
eppendorf previamente calentado en la placa térmica, después se cortd el otro extremo y la
muestra cayo por efecto de la gravedad, se tomd 10 pl de muestra y se procedié a evaluar lo

siguiente.

2.8.3.1. Motilidad masal, (%)

Se valor6é mediante las ondas de movimiento de los espermatozoides tomando a consideracion los
criterios de (Cueto et al, 2016, p. 16), para la evaluacion del semen después de la congelacién, se
evaluo un total de 48 pajuelas, en decir 3 por cada tratamiento (A1B1, A1B2; A2B1, A2B2) y por

4 que fueron el numero de repeticiones.

2.8.3.2. Motilidad individual, (puntos)

La motilidad individual progresiva se evalué de forma subjetiva donde se estima la velocidad de
desplazamiento de los espermatozoides hacia adelante, en la evaluacion post-descongelacion se

estimo que es mucho mas baja su valoracion en comparacion a la valorada antes de la congelacion,
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esto se debe a diferentes factores como puede ser el shock térmico u otros factores, para su
estimacion se utilizé una escala subjetiva de 0y 5 (0 es minimo y 5 es maximo). Ver tabla 7-1

2.8.3.3. Viabilidad espermatica (%)

Para la estimacion de porcentaje de viabilidad se realizé un frotis con eosina-nigrosina, descrita
anteriormente en el texto, donde se tom6 5ul de semen de cada pajuela correspondiente a cada

tratamiento (A1B1, A2B1; A2B1, A2B2) y 5 pl del reactivo, se procedi6 a ejecutar la muestra.
Esta se observé en el lente inmersion con aumento de 1000X con la adicion de aceite de inmersion,

se evalud un total 16 placas, es decir 1 placa por cada tratamiento (A1B1, A1B2; A2B1, A2B2)

y por 4 repeticiones.
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CAPITULO 11l

MARCO DE RESULTADOS, DISCUSION Y ANALISIS DE

Evaluacion de las caracteristicas macroscopicas del semen de los carneros

de raza Pelibuey y Black Belly.

3.

RESULTADO
3.1.
3.1.1. Color

La coloracion que presentaron los eyaculados del ovino Pelibuey en las cuatro extracciones

seminales tuvo una coloracién blanco lechoso (BL), como se indica en la tabla (tabla 1-3), en

cambio el ovino Black Belly en las cuatro extracciones presentd una coloracion seminal blanco

cremoso (BC) (tabla 2-3). Estos resultados se evaluaron de forma subjetiva, es decir, directamente

con la apreciacion visual.

Tabla 1-3: Evaluacion seminal macroscopica de los eyaculados de carneros Pelibuey.
Caracteristica Promedio DS

Numero de eyaculados 4 -

Color Blanco lechoso -

Olor Sui generis -
Ph 7 0,0

DS: Desviacion estandar
Realizado por: Chunata, Shirley 2019

Tabla 2-3: Evaluacién seminal macroscopica de los eyaculados de carneros Black Belly.
Caracteristicas Promedio DS
Numero de eyaculados 4 -
Color Blanco cremoso -
Olor sui generis -
Ph 7 0,0

DS: Desviacion estandar
Realizado por: Chunata Mantilla Shirley 2019.
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Respecto a los resultados obtenidos Cueto et al., (2016) en el manual de obtencion, procesamiento
y conservacion del semen ovino, 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 a

su vez una relacion directa entre la intensidad del color y la riqueza espermatica.

Ademas, Duran et al., (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 determind que la
coloracion 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.

3.1.2. Olor

Las muestras seminales provenientes de los ovinos Pelibuey y Black Belly, en la investigacién
presentaron un olor sui generis o proteico neutro caracteristico de la especie, como se indica en

las tablas.

Resultados que son similares a los obtenidos por Avilés (2018), quien reportd un olor sui géneris
en las muestras seminales evaluadas para el estudio sobre las caracteristicas del semen en

diferentes razas de Ovinos.

Al igual que Escudero (2015), quien al realizar preservacion de semen ovino mediante
vitrificacion y 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 contaminacion bacteriana.

3.1.3. Potencial de hidrégeno, (pH)

Al realizar el andlisis 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.
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El pH seminal de la especie ovina distintamente del prop6sito zootécnico de cada una de las lineas
genéticas es por general neutro a levemente alcalino, que tiene el objetivo de neutralizar la acidez
gue se encuentra en el tracto reproductivo de la hembra, los valores pueden ser alterados por
tiempo de almacenamiento y método de recoleccion del semen, ademas este es indicativo de un
material seminal adecuado, ya que si se hubiera detectado valores mayores o inferiores (alcalino
- &cido) se considera como semen de escasa fertilidad y baja concentracion y motilidad, tal como
lo reporta (Evans y Maxwell 1990 citado por Orellana, 2009).

Los resultados obtenidos son similares a los reportados por Cabrera (2010), quien registré en su
investigacion un pH neutro, utilizando la misma metodologia del presente estudio, para la
valoracion de este parametro. Por otro lado, Tapia (2018), al realizar la Valoracion Seminal en
Ovinos de Raza Corriedale y Mestizos registr6 para los dos valores de 7 en cuanto al pH de las

muestras seminales.

3.1.4. Volumen, (ml)

Al realizar el andlisis de la variable volumen seminal, 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; a diferencia del volumen seminal reportado en las
muestras del reproductor perteneciente a la raza Black Belly, con un valor de 1,43 ml, como se

indica en la tabla (3-3) y en el grafico (1-3).

Tabla 3-3: Evaluacién del volumen seminal de los carneros Pelibuey y Black Belly.

Tratamientos

Variable Black Belly Pelibuey E.E. C.V. Sig.
(%) Prob.
Volumen semen, ml 1,43 b 183 a 0,09 10,51 0,0162 *

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)
Realizado por: Chunata Mantilla Shirley 2019.

Con respecto a los resultados obtenidos en la presente investigacion Cueto et al., (2016), indican
gue en promedio el carnero tiende a eyacular una cantidad de semen que oscila entre 0,75 a 2 ml,
ademas esto va a variar por factores como la edad del semental, condiciones climaticas, raza, la

adaptacion del semental, frecuencia de extraccion del semen e incluso por la habilidad del técnico.
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Volumen semen, ml
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1,6
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1,83

1,2
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0,4

0,2

Black Belly Pelibuey

Graéfico 1-2:  Volumen seminal de las muestras del semen ovino de las razas Black Belly y

Pelibuey.
Realizado por: Chunata Mantilla, Shirley 2019.

Lopez (2016), 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, determinaron volimenes de
eyaculados de 0,48ml + 0,30, bajo condiciones del tropico, 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 et al., (2009),
quien al estudiar el uso de dilutores hipertonicos en la crioconservacion del semen ovino de la
raza Black Belly de 2 a 3,5 afios de edad en el Valle de Lima, reportd valores promedios de 1,1 +
0,1 ml.

Ademés, 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 Estacion Experimental Pastaza.
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3.2 Evaluacion de las caracteristicas microscopicas del semen de los carneros de

razas Pelibuey y Black Belly.

3.2.1. Motilidad masal, (%)

La valoracion microscépica de la motilidad masal, en las diferentes observaciones realizadas no
registro diferencias estadisticas (P>0,05), entre las medias de los tratamientos, obteniendo el
91,25 %, para las muestras seminales del carnero Pelibuey, mientras que en los eyaculados del

carnero Black Belly se presentd una media de 95,25 %. Como se indica en la tabla (4-3).

Tabla 4-3:  Evaluacion microscopica de los eyaculados pertenecientes a los carneros
Pelibuey y Belly antes de ser sometidos a dilucion para su posterior

conservacion.

Tratamientos

Variable Black Belly Pelibuey E.E. C.V.(%) Prob. Sig.
Motilidad masal, % 9525 a 91,25 a 216 4,62 0,2374 ns
Motilidad individual, % 4,75 a 4,50 a 027 11,68 0,5370 ns
Concentracidn, spz/ml 254050 a 23295 a 318,94 26,20 0,6564 ns
Células vivas/muertas, % 97,25 a 94,00 a 2,24 4,69 0,3451 ns
Morfologia 95,35 a 94,90 a 0,60 1,25 0,6131 ns

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).
Realizado por: Chunata Mantilla, Shirley 2019.

Encontrandose estos resultados dentro de los rangos aptos para su conservacion pues, seglin Cueto

et al., (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 investigacion son similares a los registrados por Lopez et
al., (2016), quienes, en su investigacion sobre el efecto de Factores Ambientales y Variacion
Individual en la Capacidad Reproductiva del carnero, determinaron el 92 % de motilidad masal

para las muestras seminales frescas.
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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 determinacién de sub
poblaciones esperméticas por motilidad en ovinos de pelo, siendo estos resultados inferiores a los

de la presente investigacion.

3.2.2. Motilidad individual, (pts)

La valoracién microscopica de la variable motilidad individual, observada en las muestras
seminales de los ovinos no registro diferencias estadisticas (P>0,05), existiendo diferencias
numéricas entre las medias de los tratamientos, reportando el mayor valor en la raza Black Belly
con 4,75 puntos como se muestra en la tabla, mientras que en las muestras de semen del carnero

Pelibuey se obtuvo medias de 4,5 puntos, siendo este el menor valor.

Estos resultados son indicativos de que las muestras obtenidas presentaron una alta motilidad
individual, ya que Cueto et al., (2016), manifiesta que lamotilidad individual progresiva se estima
como la velocidad de desplazamiento hacia adelante de los espermatozoides vivos en una escala

subjetiva entre 0y 5 (0, minimo; 5, maximo).

Siendo estos resultados superiores a los reportados por Guerrero et al., (2009), quienes al evaluar
el uso de diferentes dilutores en Crioconservacion 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.

Siendo similares a los resultados expresado por Lépez et al., (2016), quien estudio del efecto de
la Raza, Edad, y Epoca del afio sobre la Calidad Reproductiva del Carnero, obteniendo resultados
de 4,31 puntos para las muestras seminales frescas pertenecientes al macho de la raza Pelibuey,

semoviente de la investigacion.

A diferencia de Viteri (2015), 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 esto resultados similares al presente estudio.

3.2.3. Concentracién espermatica, spz/ml

La concentracion espermaética, promedio por unidad de volumen (ml), de las muestras obtenidas

en los ovinos no registro diferencias estadisticas (P>0,05), entre las medias de los tratamientos,
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reportando en la raza Pelibuey una concentracion espermatica de 2329,5 x 10° spz/ml, mientras

que en el ovino Black Belly para la misma variable se obtuvo 2540,5 x 10° spz/ml.

En relacidn a los resultados obtenidos Duran et al., (2008), menciona que la determinacion de la
concentracion espermatica es muy importante, ya que la relacion 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
concentracion espermatica reporto valores de 2 458,89 x 10° spz/ml + 903,65 en ovinos de la raza
Black Belly. Al igual que Lopez et al., (2014), quienes en muestras seminales frescas de los
carneros Pelibuey obtuvieron una concentracion espermatica de 2964 + 103 x 10° spz/ml, y en

los carneros Black Belly se determinaron una concentracion de 3059 + 114 x 10°.

Por otro lado, segun 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° spz/ml, mientras que
para el reproductor Black Belly, se registrd una concentracidn espermatica de 826,67 + 323,02 x

106 spz/ml, siendo estos resultados inferiores a los reportados en la presente investigacion.

3.2.4. Células vivas-muertas, (%)

En la valoracion microscépica del porcentaje de las células vivas en relacion a las células
espermaticas muertas, observadas en las muestras seminales de los ovinos no se 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 Rodriguez, 2007 citado por Escudero 2015, indican que al
congelar el semen debe existir un buen porcentaje de células vivas en relacion a las células
muertas, ya que solo alrededor del 50% de los espermatozoides mantienen su viabilidad luego de

la descongelacion.
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Guerrero (2009), en la evaluacion microscdpica del semen en el célculo 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, al igual 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 investigacion.

En el estudio de Orellana (2009) determino que en la valoracién microscopica 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 investigacion Preservacion de Semen Ovino mediante Vitrificacion y
Congelamiento Lento, Utilizando Diferentes Diluyentes, encontré 99,58 % + 0,51 en muestras
seminales frescas de machos Corriedale, siendo estoy superiores a los obtenidos en la

investigacion.

3.2.5. Morfologia, (%)

En la presente investigacion se valord el porcentaje morfolégico normal y anormal de los
espermatozoides en las diferentes muestras tomadas, presentando promedios de 94,9% de
espermatozoides normales y del 5,1% de espermatozoides anormales determinados de las
muestras del semen del ovino Pelibuey (tabla 18-3), mientras que las muestras seminales de la
raza Black Belly arrojo resultados de 95,35% de espermatozoides con estructura normal,

determinando que 4, 65% de los espermatozoides son anormales, (tabla 5-3).

Tabla 5-3:  Anormalidades encontradas en las muestras seminales.

Anormalidades Espermaticas Black Belly 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 anormalidades 46 51

Realizado por: Chunata Mantilla Shirley 2019.
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En los resultados obtenidos en la presente investigacion para la variable morfologia no se registran
diferencias estadisticas (P>0,05) entre las medias de los tratamientos, reportandose anormalidades
espermaticas como: microcefalia, colas de latigo, enrollada, doblada y sin cola.

Orellana (2009), considera normal los eyaculados de 5 — 9 % de anormales, ya que el porcentaje

de espermatozoides vivos se considera alto y guarda relacion 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 Orellana
(2009), 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 determinacion del porcentaje de la morfologia y anormalidades segun Castro et al., (2017), en
su investigacion 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 investigacion.

3.3. Evaluacion de las caracteristicas seminales post-descongelamiento de los
carneros Pelibuey y Black Belly frente a la utilizacion de dos diluyentes

comerciales.

La finalidad de diluir el semen es aumentar el volumen del eyaculado y facilitar la preservacién
de la viabilidad espermaética por un tiempo mayor. Un diluyente eficiente mantiene o mejora el
medio que rodea al esperma suministrandole energia y proteccién (Gordon, 1997 citado por
Guerrero et al, 2009).

3.3.1. Motilidad masal, (%)

a. De acuerdo a la raza (Factor A)

Al analizar la variable porcentaje de motilidad masal post-descongelacion de las pajuelas

sometidas a la conservacion con dos tipos de diluyentes comerciales, no se registraron diferencias
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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 (tabla 6-3).

Tabla 6-3: Evaluacion de las caracteristicas microscopicas post descongelamiento de las dosis
seminales pertenecientes a los carneros Pelibuey y Black Belly, con respecto al
factor A (razas).

Raza
_ Factor A

Variables Pelibuey Black Belly EE. Prob. Sig.
M.m (%)

11,67 a 13,75 a 1,34 0,29 ns
M.i (pts)

1,17 b 1,38 a 0,07 0,045 *
V (%)

12,07 a 14,08 a 1,44 0,34 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
Realizado por: Chunata Mantilla Shirley 2019.

b. De acuerdo a los diluyentes (Factor B)

El efecto de los diluyentes comerciales en la conservacion seminal, no se reportd diferencias
estadisticas (P>0,05), entre las medias del factor B, registrando para el diluyente Andromed
valores de 12,29%, a comparacion de diluyente seminal One Step para el que se obtuvo el 13,13
% de motilidad masal (tabla 7-3).
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Tabla 7-3:  Evaluacion de las caracteristicas microscopicas post descongelamiento de las dosis
seminales pertenecientes a los carneros Pelibuey y Black Belly, en el efecto de dos
diluyentes comerciales (factor B).

Diluyente

Variables Factor B
E.E. Prob. Sig.
Andromed One Step 9
M.m (%) 12,29 a 13,13 a 1,34 0,67 ns
M.i (pts) 1,21 a 1,33 a 0,07 0,20 ns
V (%) 12,34 a 13,81 a 1,44 0,48 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
Realizado por: Chunata Mantilla Shirley 2019.

C. De acuerdo a la interaccion (Factor AxB)

De acuerdo a la interaccidn 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 latabla (21-3). Lo que nos lleva a deducir que no existié en el proceso de conservacion seminal
una relacién directa entre las razas ovinas y los componentes que constituyen los diluyentes
comerciales utilizados en la presente investigacién, como se muestra en la tabla (8-3) y en el
gréafico (2-3)
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Tabla 8-3: Valoracion post descongelamiento de las dosis seminales bajo el efecto de las razas

(Pelibuey y Black Belly) y los diluyentes comerciales (Factores A x B).

Pelibuey

Black Belly

Interaccion (A x B)

Variables Andromed  OneStep  Andromed  One Step E.E. Prob.

M.m (%) 1208 a 1125 a 1250 a 1500 a 1,90 0,40
M.i (pts) 1,17 a 117  a 1,25 a 150 a 0,09 0,20
V (%) 1208 a 1206 a 1260 a 1556 a 2,03 0,48

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
Realizado por: Chunata Mantilla Shirley 2019.

Motilidad masal (%)

16,00%
14,00%

12,00%
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2,00%

0,00%
AlB1 AlB2

A2B1 A2B2

Tratamientos

Gréafico 2-2: Comportamiento de la Motilidad masal (%) post-descongelacion para la

interaccion raza (Black Belly y Pelibuey) por diluyentes comerciales

(Andromed y One step).
Realizado por: Chunata Mantilla, Shirley 2019
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Con respecto a los resultados obtenidos estos son superiores a los reportados por Escudero
(2015), quien al realizar preservacion de semen ovino mediante vitrificacion 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 Gomez et al., (2018), quienes al
investigar la Categorizacion de Criopreservacion del Semen Ovino de Acuerdo a la Cinética
Espermatica a la descongelacion, en ovinos Pelibuey y Black Belly, reportaron un 51, 68 % de

motilidad masal post-descongelacién en las dosis seminales.

3.3.2. Motilidad individual, (pts)

a. De acuerdo a la raza (Factor A)

En el andlisis de la varianza correspondiente a la motilidad individual post-descongelamiento, 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

registr6 1,17 puntos.

b. De acuerdo al diluyente (Factor B)

Al analizar el factor B (diluyentes comerciales), no se registraron diferencias estadisticas con
respecto a la motilidad, 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.

C. De acuerdo a la interaccion (Factor AxB)

Al realizar el analisis de la interaccion Factores A x B, perteneciente a la motilidad individual no
se present0 diferencias estadisticas significativas (P>0,05), obteniendo el rango més alto en el
tratamiento A2B2 con 1,50 puntos a comparacion de los tratamientos A1B1y A1B2 con 1,17

puntos en los dos tratamientos, como se muestra en el gréfico (3-3).
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Motilidad Individual (pts.)
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Gréfico 3-3: Comportamiento de la Motilidad individual (%) post-descongelacién para la
interaccion raza (Black Belly y Pelibuey) por diluyentes comerciales (Andromed

y One step).
Realizado por: Chunata Mantilla, Shirley 2019

Los valores registrados en la presente investigacion son similares a los obtenidos por Cervera et
al., (2013), quienes en su estudio del Efecto de la adicion de un surfactante (Orvus Es Paste®) en
el diluyente de congelacion 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- descongelacion y para TT (sin OEP) 1 punto.

Por otro lado, Cabrera et al., (2011), en su investigacion Efecto del dilutor tris y citrato con yema
de huevo de codorniz sobre la viabilidad espermatica 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 evalud a la raza Assaf que presenta para el T1 (TRIS), una motilidad

individual post- descongelacién de 61,7% + 6,5; corresponde a 3 puntos y para el T2 (CITRATO)
presento una motilidad individual de 55,7%z 8,5 que equivale a 2,7 puntos, por tal estos valores
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son superiores a los obtenidos en la investigacion, las mismas que pueden diferir por utilizar

diferente protocolo de congelacion y diferente diluyente.

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

3.3.3. Viabilidad espermética, (%)

a. De acuerdo a la raza (Factor A)

En cuanto a la variable de viabilidad espermatica en la evaluacion microscépica, no se registraron
diferencias estadisticas entre las razas ovinas al post- descongelamiento de las pajuelas,
reportandose el mayor valor de este parametro en las dosis seminales del carnero Black Belly con
14,08 % de viabilidad espermatica a comparacion de los valores registrados por el semoviente de

la raza Pelibuey, con 12,07%, en el analisis.

b. De acuerdo al diluyente (Factor B)

En el analisis del factor B (diluyentes comerciales), no se reportd diferencias estadisticas
(P>0,05), obteniendo el mayor valor para el diluyente One Step con 13,81 % de viabilidad
espermatica post descongelacion seminal, en comparacion al menor valor el cual se registrd con

el diluyente Andromed con el que se obtuvo 12,34%.

C. De acuerdo a la interaccion (Factor AxB)

La viabilidad espermatica post-descongelacion en relacién a la interaccion de las razas y
diluyentes, no mostrd diferencias significativas a una (P>0,05), registrandose la mayor viabilidad
espermatica en el tratamiento A2B2 con 15,56%, y difiriendo numéricamente con A1B2 que

obtuvo una viabilidad de 12,06%. Como se muestra en el grafico (4-3).

Los resultados obtenidos en la presente investigacion son inferiores a los de Gomez et al., (2018),

quienes en su investigacion categorizacion de la crio preservacion del semen ovino de acuerdo a
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la cinética espermatica a la descongelacion, en carneros (Black Belly y Pelibuey) crio preservados
con Triladyl y yema de huevo, determino a las 24 horas de su conservacion una viabilidad de
41,77 %= 5,34 post- descongelamiento.

Viabilidad Espermatica (%)
18,00%
16,00%
14,00%
12,00%
10,00 12,08%
8,00%
6,00%
4,00%
2,00%

0,00%
AlB1 AlB2 A2B1 A2B2

Graéfico 4-3:  Comportamiento de la Viabilidad espermatica (%) post-descongelacion para la
interaccion raza (Black Belly y Pelibuey) por diluyentes comerciales (Andromed

y One step)
Realizado por: Chunata Mantilla, Shirley 2019.

De la misma manera Cervera et al., (2013), quienes al adicionar un Surfactante (Orvus Es Paste)
en el diluyente comercial de congelacion Triladyl®, en ovinos Katahdin obtuvo una viabilidad
espermatica a los 17 dias post-descongelacién 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,
obtuvo una viabilidad de 21,98 % + 1,27.

De la misma manera los datos obtenidos son superiores a los de Guerrero et al., (2009), quienes
en su investigacion de Uso de Dilutores Hipertonicos en la Criopreservacion de Semen Ovino, en
ovinos Black Belly con una edad de 2-3.5 afios, se obtuvo una viabilidad espermatica post-
descongelacion con el tratamiento 1 Dilutor Tris-Treolasa datos promedio de 34.4 % % 6,6;
mientras que en el tratamiento 2 Dilutor Tris-Lactosa obtuvo 24,3 % + 5,0
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Los resultados obtenidos en la presente investigacion de acuerdo a cada variable en el post
descongelamiento pueden deberse a varios factores entre los cuales manifestaremos la forma de
extraccion seminal, adaptacion de los carneros al método de extraccion, raza, condiciones de
humedad y temperatura adversas en el proceso de conservacién seminal, al igual que el efecto de

los diluyentes comerciales utilizados.

3.4, Costo tratamiento

Al realizar la valoracion del contenido seminal de dos razas ovinas tropicales y dos tipos
de diluyentes para su conservacion, desde el punto de vista econdmico se determind el costo
de inversion por dosis seminal reportando valores de $ 2,21 USD, para el diluyente Andromed y
$ 2,18 USD para el diluyente One step, siendo estos datos temporales mismos que pueden variar,
ya que estan valorados en el tiempo y momento en que se realizo la investigacion, como se

muestra en la tabla (22-3).
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Tabla 9-3: Evaluacién econdmica de los tratamientos con la utilizacion de diluyentes comerciales Andromed y One Step.

Andromed
Producto Unidad Cantidad P. Unitario $ P. Total $
N° animales 2
Insumos
Tubo centrifuga (14ml) u 4 0,35 1,40
Tubo de microcentrifuga (2ml) u 15 0,12 1,80
Pajuelas (0,5 ml) u 72 0,11 7,92
Diluyente Andromed ml 18 0,49 8,82
Nitrogeno liquido kg 45 2,6 117
Alcohol polivinilico g 15 0,16 2,40
Mano de obra 4 5 20
Total 159,34
Costo: pajuela/Tratamiento 2,21

One step

Producto Unidad Cantidad P. Unitario $ P. Total $
N° animales 2
Insumos
Tubo centrifuga (14ml) u 4 0,35 1,4
Tubo de microcentrifuga (2ml) u 15 0,12 1,8
Huevos u 4 0,25 1
Pajuelas (0,5 ml) u 72 0,11 7,92
Diluyente One Step ml 18 0,35 6,30
Nitrogeno liquido kg 45 2,6 117
Alcohol polivinilico g 13 0,16 2,08
Mano de obra 4 5 20
Total 157.5
Costo: pajuela/tratamiento 2,18

Realizado por: Chunata Mantilla Shirley 2019.
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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 més alto fue
del ovino Pelibuey con 1,83 ml en relacion al volumen de Black Belly 1,43 ml, obteniendo
un mayor nimero de dosis seminales con una concentracion de 200 x 10° espermatozoides

por pajuelas de 0,5 ml.

Al evaluar las variables microscépicas en semen fresco la que presento una mejor calidad
seminal fue el carnero Black Belly con una motilidad masal (95,25%), concentracion
espermatica (2540,50 x10° spz/ml)y un porcentaje de células vivas-muertas (97,25%),
seguido del carnero Pelibuey con una motilidad masal (91,25%), concentracion espermatica
(2329,50 x10° spz/ml)), células vivas-muertas (94%).

Se comprobé gue en la motilidad individual al momento de la post-descongelacion esta 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 relacion al Pelibuey con 1,17 pts. Cabe recalcar que si existe
diferencias numéricas entre los tratamientos teniéndose al tratamiento A2B2 con el rango méas

alto permitiéndose obtener una mejor calidad del semen congelado.
En la evaluacién econémica obtenemos que el mejor tratamiento es al emplear el diluyente

comercial One Step donde se obtuvo un valor de 2,18 USD por dosis seminal, seguido de la

utilizacién del diluyente Andromed con 2,21 USD por cada pajuela.
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RECOMENDACIONES

e 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 la etapa refrigeracion - congelacion donde pueden existir pérdidas en la

evaluacion post-descongelacion.

e Compartir la informacion obtenida de la zona subtropical con asociaciones de ovinocultores
en razas tropicales dedicados a programas de mejoramiento genético con la finalidad de
aprovechar la calidad seminal y difundir la I.A a nivel nacional, que se enfoquen en la

elaboracién y comprobacion de las pajuelas.

e Efectuar investigaciones posteriores de biotecnologias reproductivas utilizando los
reproductores de la raza Pelibuey y Black Belly que tras la evaluacion macroscopica y
microscopica del semen este nos indica un buen contenido seminal que puede ser
aprovechado en programas de reproduccion que permitan realizar procesos de mejoramiento

genético.
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ANEXOS



Anexo 1.  Motilidad masal % post descongelacion en comparacion con los dos diluyentes
comerciales (Andromed y One step) en la conservacion del semen en la Estacion
Experimental Pastaza

Extracciones

Genética Diluyente | 1 i v
Pelibuey Andromed 20,00 6,67 13,33 8,33
Pelibuey One Step 13,33 11,67 13,33 6,67
Black Belly Andromed 13,33 13,33 15,00 8,33
Black Belly One Step 13,33 13,33 16,67 16,67

Realizado por: Chunata Mantilla, Shirley 2019

ADEVA
F. Var Gl S. Cuad. C. Medio Fisher P. Fisher

Total 15 204,86

Genética 1 17,36 17,36 1,20 0,29
Diluyente 1 2,78 2,78 0,19 0,67
Int AB 1 11,11 11,11 0,77 0,40
Error 12 173,61 14,47

CV % 29,93

Media 12,71

Realizado por: Chunata Mantilla, Shirley 2019

Separacion de medias segun Tukey (P<0,05)

Genética Media Grupo
Pelibuey 11,67 a
Black Belly 13,75 a
Diluyente Media Grupo
Andromed 12,29 a
One Step 13,13 a
Int AB Media Grupo
AlB1 12,08 a
AlB2 11,25 a
A2B1 12,50 a
A2B2 15,00 a

Realizado por: Chunata Mantilla , Shirley 2019



Anexo 2.

Motilidad individual (pts) post descongelacion en comparacion con los dos
diluyentes comerciales (Andromed y One step) en la conservacion del semen en

la Estacion Experimental Pastaza.

N° Extracciones

Genética Diluyente | 1 i v
Pelibuey Andromed 1,33 1,00 1,33 1,00
Pelibuey One Step 1,00 1,33 1,33 1,00
Black Belly ~ Andromed 1,33 1,33 1,33 1,00
Black Belly  One Step 1,33 1,33 1,67 1,67
Realizado por: Chunata Mantilla, Shirley 2019
ADEVA
F. Var gl S. Cuad. C. Medio Fisher P. fisher
Total 15 0,72
Genética 1 0,17 0,17 5,00 0,05
Diluyente 1 0,06 0,06 1,80 0,20
Int AB 1 0,06 0,06 1,80 0,20
Error 12 0,42 0,03
CV % 14,66
Media 1,27
Realizado por: Chunata Mantilla, Shirley 2019
Separacion de medias segun Tukey (P<0,05)
Genética Media Grupo
Pelibuey 1,17 b
Black Belly 1,38 a
Diluyente Media Grupo
Andromed 1,21 a
One Step 1,33 a
Int AB Media Grupo
AlB1 1,17 a
AlB2 1,17 a
A2B1 1,25 a
A2B2 1,50 a

Realizado por: Chunata Mantilla, Shirley 2019



Anexo 3. Viabilidad espermatica (%) post descongelacion en comparacion con los dos
diluyentes comerciales (Andromed y One step) en la conservacion del semen

en la Estacion Experimental Pastaza.

N° Extracciones

Genética Diluyente | 1 i v

Pelibuey Andromed 19,83 8,25 12,58 7,67
Pelibuey One Step 17,17 12,33 12,17 6,58
Black Belly ~ Andromed 16,17 12,83 13,50 7,92
Black Belly  One Step 15,58 13,00 17,83 15,83

Realizado por: Chunata Mantilla, Shirley 2019

ADEVA
F. Var gl S. Cuad. C. Medio Fisher P. fisher

Total 15 231,66

Genética 1 16,17 16,17 0,98 0,34
Diluyente 1 8,63 8,63 0,52 0,48
Int AB 1 8,88 8,88 0,54 0,48
Error 12 197,99 16,50

CV % 31,06

Media 13,08

Realizado por: Chunata Mantilla, Shirley 2019

Separacion de medias segun Tukey (P<0,05)

Genética Media Grupo
Pelibuey 12,07 a
Black Belly 14,08 a
Diluyente Media Grupo
Andromed 12,34 a
One Step 13,81 a
Int AB Media Grupo
AlB1 12,08 a
AlB2 12,06 a
A2B1 12,60 a
A2B2 15,56 a

Realizado por: Chunata Mantilla , Shirley 2019
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