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RESUMEN

Se valoro tres dilutores en la criopreservacion de semen de gallos de rifia, aplicando técnicas de
reproduccion asistida. Esta investigacion se realiz6 en el Laboratorio de Reproduccion Animal de
la Facultad de Ciencias Pecuarias perteneciente la ESPOCH, ubicada en la provincia de
Chimborazo, cantdn Riobamba, con una metodologia experimental, bajo un Disefio
Completamente al Azar, empleandose 3 tratamientos con 6 repeticiones, la unidad experimental
estuvo constituida por 1 gallo, con una duracion de 90 dias. La evaluacion de la motilidad masal
post descongelamiento de las dosis seminales reportaron diferencias altamente significativas entre
las medias de los tratamientos a (P<0,01), registrando un mayor valor para el dilutor 1+10 % de
glicerol con 51,83% a diferencia del dilutor 2+15% de glicerol con el cual se obtuvo el menor
porcentaje al descongelar las pajuelas con 10,33%, para la variable motilidad individual
reportando el mayor valor con el dilutor 1+10 % de glicerol, obteniendo 3 puntos, a diferencia
del menor valor el cual se registr6 para el dilutor 3 Andromed con 0,58 puntos, en cuanto a la
viabilidad espermaética, se registraron diferencias altamente significativas entre las medias de los
tratamientos a (P<0,01), reportando la mayor viabilidad espermatica al utilizar el dilutor 1+10 %
de glicerol con 47,5 %, a diferencia del menor valor el cual fue registrado con el dilutor comercial
Andromed con el 13,33%, lo cual nos permite deducir que los diluyentes utilizados en el proceso
de criopreservacion de semen en gallos de rifia influyeron sobre la calidad seminal. Concluyendo
gue las mejores caracteristicas microscopias se presentaron al utilizar el dilutor 1, con una
motilidad masal de 51,83%, individual de 3pts., y una viabilidad espermatica de 47,5%,
recomendando utilizar como base esta investigacién, para la conservacion seminal en aves,

especialmente en especies en peligro de extincion.

Palabras clave: <CRIOPRESERVACION>, <DILUTOR>, <PAJUELAS (DOSIS
SEMINAL)>, <ASIL (RAZA)>, <MOTILIDAD MASAL>, <MOTILIDAD INDIVIDUAL>.
<VIABILIDAD, <RIOBAMBA (CANTON)>.
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SUMMARY

Three dilutors were evaluated in the preservation of semen from kidney cocks, applying
assisted reproduction techniques. This research was carried out in the Animal
Reproduction Laboratory of the Faculty of Animal Sciences belonging to ESPOCH,
located in the province of Chimborazo, Riobamba canton. With an experimental
methodology, under a Completely Random Design, using 3 treatments with 6 repetitions,
the experimental unit consisted of 1 rooster, with a duration of 90 days. The evaluation
of post-defrosting mass motility of seminal doses reported highly significant differences
between treatment means at (P <0.01), registering a higher value for the 1 +10% glycerol
dilutor with 51.83% unlike the 2 + 15% glycerol dilutor with which the lowest percentage
was obtained by defrosting the straws with 10.33%, for the motility variable individual
reporting the highest value with the 1 + 10% glycerol dilutor, obtaining 3 points, unlike
the lower value which was registered for the 3 Andromed dilutor with 0.58 points, in
terms of sperm viability, highly significant differences were recorded between treatment
averages (P <0.01). reporting the greatest sperm viability when using the dilutor 1-10%
glycerol with 47.5%. unlike the lower value which was registered with the commercial
dilutor Andromed with 13.33%, which allows us to deduce that the diluents used in the
process of semen cryopreservation in kidney cocks influenced seminal quality.
Concluding that the best microscopy characteristics were presented when using dilutor 1.
with a mass motility of 51.83%, individual 3pts, and a sperm viability of 47.5%,
recommending using this research as a basis for seminal conservation in birds, especially

in endangered species.
KEYWORDS: <CRIOPRESERVATION>, <DILUTOR>, <PAJUELAS (SEMINAL DOSE)>,

<ASIL (RACE)>, <MASAL MOTILITY> <INDIVIDUAL MOTILITY <VIABILITY,
<RIOBAMBA (CANTON)>.
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INTRODUCCION

En las aves no pueden utilizarse las técnicas convencionales aplicadas a los espermatozoides de
mamiferos. La fisiologia de los gallos y la escasa repercusion que tuvo la inseminacion artificial
en general en la explotacion de las aves, ha provocado la existencia de pocas investigaciones
referentes a la crio conservacion de los espermatozoides de las aves; por ello es necesario la

realizacion de ensayos que mejoren los actuales métodos de crio congelacion del semen en aves.

La criopreservacion tiene como objetivo el mantenimiento de la viabilidad y funcionabilidad
celular a temperaturas bajas. La criobiologia se refiere a entender los efectos de las temperaturas
bajas sobre los sistemas celulares ya que el tiempo biolégico es una consecuencia de determinadas
reacciones bioquimicas y el frio prolonga el tiempo biol6gico puesto que enlentece estas

reacciones.

La criopreservacion involucra la suspension del semen en diluyentes con crioprotectores, ésta
técnica permite su almacenamiento de manera indefinida en nitrégeno liquido permitiendo la

creacion de un banco de genes, para posterior tener una mejor facilidad en el manejo.

La criopreservacion es significativamente letal para los espermatozoides, ademas produce
alteraciones morfoldgicas v fisiol6gicas que interfieren con su capacidad fertilizante, por lo que
se requiere adaptar esta técnica para cada especie, con protocolos eficientes para conservar la

integridad del espermatozoide.

Existen publicaciones de estudios sobre criopreservacion del semen de gallo de pelea, sin

embargo, todavia no estan dilucidadas dichas técnicas.

En la actualidad se esté practicando la inseminacion artificial y se difunde cada vez mas en el
sector avicola, permitiéndonos alcanzar mejores niveles productivos que no podrian conseguirse

sin ella y optimizar el trabajo de reproductor y del personal de trabajo de la explotacion.

La criopreservacion tiene por finalidad mantener la viabilidad espermética durante un ciclo de
congelacién, descongelacion y almacenamiento indefinido en nitrogeno liquido. Los Pioneros en
la reproduccion avicola asistida fueron Burrows y Quinn (1937), ellos desarrollaron el método de

masaje dorso abdominal en gallos para la extraccion y recoleccion de semen.



En cuanto al impacto que pudiera causar esta biotecnologia de la reproduccion en el medio donde
se desarrolle, no hay ninguna afectacion negativa, mas bien esta técnica es de gran importancia
por su aplicacion, ayuda en el mejoramiento genético y la recuperacion y el mantenimiento de

especies en peligro de extincion.

Este tipo de reproduccion asistida, requiere no mas de la aplicacion técnica sustentada en valores
éticos de un profesional con miras al desarrollo econémico, social y el respeto ecoldgico en el
medio ambiente dentro de un pais, por lo mencionado anteriormente nos hemos planteado los
siguientes objetivos:

General:

Aplicar técnicas de reproduccion asistida en gallos de rifia

Especificos:

Seleccionar gallos de mejor valor fenotipico y caracteristicas de rifia.

Entrenar gallos como donadores de semen.

Valorar la calidad del semen de gallos pre y pos congelamiento.

Preparar diferentes tipos de diluyente para conservacién y transporte de semen de gallos.



CAPITULO |

1. MARCO TEORICO REFERENCIAL

1.1. Gallos de combate

En la actualidad se tiene conocimiento de las peleas de gallos desde 3000 afios AC. En la India,
Persia, Grecia, Egipto y Japdn existiendo antiguos documentos de la gran aficion de la humanidad

por las peleas de gallos. (Mafias, 1996 ,p. 12)

El gallo de pelea pertenece a la especie Gallusdomesticus y se postula que tuvo su origen en dos
raices principales: GallusBankiva y GallusSonerati, ambas especies silvestres que vivian en

estado salvaje en Asia (Larbaletrier et al, 1957, p .9).

En América del Sur ain no estd definido si los primeros galliformes se dice que fueron
introducidos por los conquistadores o ya existian, afirmacion avalada en cartas de Cristdbal Colén
dirigida a los reyes de Espafia, en que sefiala que vio gallinas como las de Castilla, mas grandes

y con plumas como lana (Lasheras, 1960, p. 7).

1.2. Caracteristicas de los gallos de pelea

En la actualidad se reconoce a cuatro especies extintas de gallos silvestres que son las que dieron
origen a las razas actuales y son las siguientes: El gallo colorado (Gallusgallus), el gallo de Ceylan

(Galluslafayettei), el gallo de Sonnerat (Gallussonnerati) y el gallo verde de Java (Gallusvarius)
(Bundy,et al, 1960, p .6).

El gallo colorado (Gallus gallus) esta caracterizado por tener una golilla larga que va del color
dorado al rojo vivo. Las alas son verde metélico, el pecho negro, la cola negra. Por lo general es
poligamo, el color de las orejas es blanco o rojo y los huevos son de color blanco. Sus ojos varian
entre naranjo o rojo, el pico es amarillo. Las patas pueden ser de color gris, verdes y amarillas. El

tipo de cresta puede ser crestisierra o crestirosa con base simple. (Bixler, 1996, p. 4).



Tabla 1-1: Razas de aves de combate.

Occidentales Orientales
English Game Shamo
BatamGame Aseel
Espafiola de combate Calcuta
American Tipe Modern Game
Raza canaria Tuzo

Clarethatch

Kelso

Rould head
Fuente: Mafias, 1996.

Los gallos orientales de combate presentan ciertas caracteristicas que los hacen diferentes de los
gallos occidentales, también conocidos como europeos. Estos gallos orientales se caracterizan por
no tener barbas, por la escasez de su plumaje el cual es opaco y menos llamativo, las alas cortas,
la cola rala e inclinada hacia el suelo formando un angulo de 180° con la linea del tronco. Su
cresta de cojinete o trilobulada, son mas corpulentos y musculosos. (Bixler, 1996, p. 4)

1.3. Manejo

El manejo técnico los gallos de pelea es muy diferente a otras aves de interés zootécnico, debido
a su temperamento tan agresivo. Por ese motivo de los 7 a 8 meses de edad se seleccionan y
separan, ubicandolos en jaulas individuales, estos cuentan con corrales o voladeros bien amplios
con posaderos para ejercitarse, las jaulas tienen que estar ventiladas, pero sin corrientes de aire,

secos y con un piso blando de tierra con paja para que el ave pueda escarbar. (Pérez, 1999, p .8).

A los ocho meses se les corta la cresta y las barbillas A los 10 meses se realiza la primera
calificacién, la cual consiste en un andlisis de la condicion fisica, temperamento, morfologia,
cualidades combativas y de peso. Este proceso dura aproximadamente 1 meses durante el que se

lleva un registro de cada ave (Medina, 2003, p .14).

Las aves que han cumplido las expectativas o requeriditos de los criadores se conservaran y
regresaran a los voladeros, donde mantienen hasta tener una edad 6ptima para pelear, la cual en
el caso de las aves tipo espariol es a partir de los 15 meses de edad y en las de tipo oriental, a los

19 meses. (Pérez, 1999, p .8).



En cuanto al manejo de las gallinas es algo distinto, ya que estas se mantienen agrupadas en
corrales donde se establece una jerarquia social, sin que se observen mayores conductas de
agresividad. Estas se clasifican de acuerdo a la genética y progenie. Ubicandolas con otros gallos
de diferente descendencia para evitar consanguinidad o también si sus hermanos son bien

calificados son dejadas como futuras reproductoras, (Medina, 2003, p. 14).

Cuando el macho seleccionado ha cumplido con la edad adecuada para pelear, se realiza
nuevamente una calificacion para determinar si ha mantenido las caracteristicas que se evaluaron
anteriormente. Si esto es asi, el gallo serd trasladado hacia los corrales donde se realiza el
entrenamiento para las peleas. En esta etapa, que dura de 2 a 4 meses puede ser acondicionado
por el mismo criador 0 por una persona que se dedica a prepararlos. (Medina, 2003, p .15).

El objetivo es observar la condicion de salud y ejercitar para mejorar el estado fisico y resistencia
del ave. En este periodo se les suministra una dieta balanceada de alimento y vitaminas que
ayudan a mejorar la condicién del gallo. Posterior a los ejercicios recibe un bafio y masajes
musculares. El entrenamiento se realiza hasta que el gallero determine que el gallo esta en plena

forma para poder pelear, previo a una pelea se dejan descansar 7 a 10 dias. (Medina, 2003, p. 15).

Los resultados de cada pelea se ingresan a una estadistica del registro del propietario. Para ello se
hace un anélisis de sus aves y basandose en los resultados determina cuales cumplen las
condiciones para ser reproductores. Posteriormente, el criador en base a los antecedentes de los
padres y familias que estan en reproduccién determina cual o cuales son los reproductores que

estan transmitiendo las caracteristicas combativas y morfolégicas apropiadas. (Medina, 2003, p. 16)

1.4. Sistema reproductivo masculino del gallo

En las aves, el aparato reproductor del macho esta constituido por tres unidades morfo

funcionales: Los testiculos. Las vias deferentes, el 6rgano copulador. (Ricaurte 2008, p. 22)

14.1. Testiculos

Lo testiculos son 6rganos pares, de forma arrifionada, internos, situados entre la base de los
pulmones y el segmento intermediario de los rifiones. Aunque esta proximo a los sacos aéreos, su
temperatura es la misma que la temperatura corporal del animal (41 - 43° C). En consecuencia, la
espermatogénesis tiene lugar a esa temperatura y no a una inferior, como ocurre en algunos

mamiferos. (Ricaurte, 2006, p. 22)



El tubo seminifero desemboca, a través de la vesicula espermatica, en el urodeo. Cada una de las
dos vesiculas espermaéticas concluye en una papila eyaculadora con estructura de pene. Podemos
definir espermatogénesis como el conjunto de transformaciones sufridas por las células
germinales desde las espermatogonias hasta los espermatozoides, procesos que ocurren en el

epitelio seminifero. (Ricaurte, 2006, p .22)

Estas transformaciones se efectlan en estrecha relacién con las células somaéticas del epitelio
seminifero, las células de Sértoli y estan bajo control de las hormonas gonadotropashipofisarias.
Brevemente, la espermatogénesis tiene lugar en 3 fases consecutivas: divisiones

espermatogoniales, meiosis y espermatogénesis (Ricaurte, 20086, p. 22)

1.4.2. Conductos deferentes

Los espermatozoides una vez liberados a la luz interna de los tubulos seminiferos y por la
secrecion del liquido en los mismos hace que el conjunto se conduzca hasta la rete testis, de
estructura ciliada, lo cual ayuda en la propulsion de los espermatozoides, desde alli a través de

los conductos eferentes pasa por el epididimo y son transportados a los conductos deferentes.
(Duchi, 2009 p 22),

El tdbulo deferente desemboca, a través de la vesicula espermaética, en el urodeo. Cada una de las
dos vesiculas espermaticas concluye en una papila eyaculadora con estructura de pene. Los
espermatozoides testiculares no son maviles ni tienen poder fecundante, el estado de maduracion

lo adquieren en las vias deferentes. (Duchi, 2009, p. 22).

1.4.3. Organo copulador

Esta denominacién abarca el conjunto de los repliegues linfaticos de la cloaca, el falo y los
cuerpos vasculares para cloacales. Estos Gltimos son cuerpos ovoides, incrustados en la pared de
la cloaca, que se llenan de linfa en el momento de la ereccién. Dicha linfa transuda en la cloaca,
a través de los repliegues linfaticos, en forma de un fluido transparente, que puede mezclarse con

el semen. (Peralta, 2002, p. 2)

En el momento de la ereccidn, los repliegues redondeados de la cloaca se hinchan, formando una
ligera protuberancia hacia el exterior de la cloaca y constituyen un pequefio canal por donde se
evacua el esperma. El falo, vestigial en el gallo y el pavo, esta bien desarrollado y provisto de un

canal de forma espiral en las palmipedas. En el momento de la copula, hay un contacto entre las



cloacas del macho y la hembra en el primer caso, mientras que, en el segundo, hay una verdadera

penetracion. (Peralta, 2002, p .2)

1.5. Espermatogénesis

Este proceso es muy importante, ya que nos permite evaluar y utilizar los machos reproductores
y poner a punto métodos de cria y recria, mediante la evaluacion y el control de la produccion
testicular. Sin embargo, existen diferencias de produccion en funcion de la edad, el individuo, el
origen genético, las condiciones del medio. (Peralta, 2002, p .2).

1.5.1. Organizacion de los tabulos seminiferos

Los thbulos seminiferos estan limitados por tnica propia, que aisla el epitelio seminifero del
compartimiento intertubular y, por lo tanto, de la red arterio-venosa del testiculo. Esta pared,
responsable de los intercambios entre los compartimientos, esta formada por dos capas: externa,
gue colabora en el transporte de los espermatozoides hacia la salida del testiculo, e interna, o

membrana basal, que regula los intercambios extra e intratubulares de esta génada. (Peralta, 2002, p
2)

El epitelio seminifero propiamente dicho, estad formado por las células de sértoli y las células
germinales, con sus tres categorias principales: espermatogonias, espermatocitos | y
espermatidas. Ademas, recalca que la organizacion de las diferentes células germinales en capas
conceéntricas, que se extienden desde la membrana basal hasta la luz central, llamada ciclo del

epitelio seminifero, que ha sido perfectamente delimitado en las distintas especies de mamiferos.
(Peralta, 2002, p .2)

1.5.2. Transporte, maduraciéon y supervivencia de los espermatozoides en las vias

deferentes

Cuando los espermatozoides son liberados al lumen de los tdbulos seminiferos, van a la rete testis.
Pareceria que el mecanismo que ayuda al avance del semen son las células ciliadas presentes en
la pared de las vias deferentes, por un lado, y las células musculares que se contraerian, ayudando

al avance del mismo hacia el drgano copulador. ((Peralta, 2002, p. 2)



1.5.3. Caracteristicas del semen de los gallos

El volumen de los eyaculados, su contenido en espermatozoides y en consecuencia el nimero
total de espermatozoides por eyaculado varian considerablemente en funcion de: la especie y la
estirpe, el individuo y su estado fisiol6gico y las condiciones y el método de recoleccion, este

Gltimo puede ser por masaje abdominal, o por interrupcion de la cépula natural (Peralta, 2002, p .2)

Tabla 2-1: Volumen y contenido en espermatozoides de los eyaculados de diferentes especies
de aves domésticas.

Especie Volumen de los eyaculados (ml)  Contenido en espermatozoides
del semen (x 10*/mL)

Gallo estirpe ligera 0,2-0,8 1-4
Gallo estirpe pesada 0,3-15 3-10
Pavo 02-1,0 6-12
Pato comun 02-1.2 1-4

Fuente: (Sauveury de Riviers, 1992).

1.5.4. Morfologia y Fisiologia del espermatozoide de aves

Las aves por lo general, la célula espermatica es larga y cilindrica y rematada en punta en las dos
extremidades, esta constituida por tres segmentos, la parte acrosomal y nuclear (cabeza), parte

media y la cola; la parte mas ancha mide 0,5 um y con longitud media de 100 pm. (Etches, 1996, p.
12)

El volumen de la célula espermética puede ser de 10 um? si se compara que el espermatozoide
proviene de una espermatogonia que tiene 6 um de didmetro y 75 um3, el volumen del

espermatozoide se reduce. (Etches, 1996, p .12).

El acrosoma se origina del aparato de Golgi de la espermatogonias, contiene enzimas glucoliticas
y proteoliticas necesarios para la fertilizacion. En el nlcleo estan condensados los cromosomas.
La pieza intermedia y la cola derivan de las mitocondrias y el cito esqueleto de la célula de origen,
estas estructuras funcionales proporcionan la motilidad al espermatozoide, la porcion intermedia

esta unida a la cabeza por el centriolo proximal. (Etches, 1996, p. 12),

La parte intermedia de la cola contiene alrededor de 30 mitocondrias que se encargan del

metabolismo energético del espermatozoide. Los espermatozoides de las aves a nivel de testiculos



y conductos deferentes deben sobrevivir sin tener relacion con el sistema vascular que le proveera
de elementos requeridos para la respiracion y nutricion celular 16 como también utilizar esta via

para la eliminacion de desechos del metabolismo. (Etches, 1996, p. 12).

Ademas, la supervivencia de las células espermaticas en el tracto femenino se ve prolongada en
las glandulas colectoras o espermotecas, las mismas que tienen un sistema metabdlico especial
para mantener la capacidad fecundante del espermatozoide durante su permanencia in vivo.
(Etches, 1996, p. 12),

La capacidad de aprovechar sustratos energéticos para el metabolismo energético por parte del
espermatozoide es variable en funcion de la especie avicola. La célula espermatica de gallo bajo
condiciones anaerobias puede convertir la glucosa a lactato, sin embargo, este mecanismo

metabdlico es casi nulo en el espermatozoide del pavo. (Sauver, et al, 1992, p .74),

Los espermatozoides salen embebidos en las secreciones de los testiculos y conductos secretores
que proporcionan sustrato y tampones al medio. Ademas, al analizar la composicion quimica del
liquido seminal y plasma sanguineo de las aves no se considera la aportacion de glucosa del
plasma sanguineo de las aves no se considera la aportacion de glucosa del plasma linfatico al
semen por la baja concentracion de glucosa en este. (Duchi, 2009, p. 22).

1.6. Principales hormonas relacionadas con la reproduccion

1.6.1. Masculinas

El desarrollo testicular y la espermatogénesis se realiza en dos etapas del ave: prepuber y paber.

Las 17 edades en que tiene lugar una y otra etapa, sin embargo, depende de varios factores:

¢ Condiciones del medio (especialmente la iluminacidn).

e Origen genético de los gallos, presentandose, ademas

¢ Variaciones entre uno y otro individuo. (Peralta, et al 2002, p. 13)

Durante el periodo prepuber, el acontecimiento mas importante es la proliferacion activa de las
células de Sertoli, y en la linea germinal, divisiones celulares llegando a advertirse sélo

espermatocitos I. por lo que se produce un importante aumento en el peso medio de los testiculos.

Esta etapa dura unas 8-10 semanas. (Peralta, et al 2002, p. 13)



En el periodo paber, aparecen el resto de las células de la linea germinal, pudiendo advertirse
espermatozoides. Por ello se produce un gran aumento en el peso testicular. Esta etapa dura en
promedio unas 10 semanas, durante la madurez sexual, el peso testicular y el nimero de
espermatozoides estan en su apogeo, produciéndose paralelamente una evolucion en la calidad de
las gametas su capacidad de fecundacion, motilidad y duracién de la supervivencia in vitro son

mayores. (Peralta, et al 2002, p. 13)

Diferentes estudios realizados en aves, han demostrado la presencia de dos factores liberadores:
LHRH Iy 11, que presentan diferentes caracteristicas uno de otro. La LHRH I tiene una estructura
molecular semejante al GhnRH de mamiferos, y permanece mucho tiempo en la circulacion, ejerce
una accién prolongada sobre las gonadotrofinas (LH y FSH), mientras que la LHRH Il es 2,5
veces mas potente que la I, ejerciendo una accién rapida sobre la LH y rapidamente es

metabolizada. (Peralta, et al 2002, p. 13)

Incluso se han observado distintos efectos en machos respecto de las hembras. Dentro de las
gonadotrofinas, la LH controla la produccion de esteroides en las células de Leydig, mientras que
la FSH modula la funcién de las células de Sértoli. Entre las hormonas testiculares, la testosterona
es la mas importante, y junto con otros 18 androgenos, tienen su accién en el epitelio seminifero,

funcion que culmina con la produccion de espermatozoides. (Peralta, et al 2002, p .13)

A la vez, los andrégenos regulan la secrecion de gonadotrofinas hipofisarias, mediante
mecanismos de retroalimentacion negativos, asi como la actividad de los 6rganos reproductivos
accesorios y los caracteres sexuales secundarios del macho (Peralta, et al 2002, p.13)

1.7. Métodos de obtencion del semen

1.7.1. Recoleccion del semen

Uno de los métodos mas eficaces para la obtencion del semen es mediante el masaje dorso-
abdominal con ordefio de la cloaca, descrito por Burrows, W. y Quinn, P. (1935) y que en la
actualidad es el mas comun en aves como los gallos, pavos, faisanes, aves rapaces, columbiformes
e incluso aves de pequefio porte como fringilidos. (Mufioz 2011, p. 3)

Otro método utilizado en patos y rapaces es el de recogida con vagina artificial siempre que se

disponga de una hembra estimuladora o en el caso de las rapaces que el animal esté improntado.
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Independientemente de la técnica empleada siempre se debe efectuar un entrenamiento antes de

la puesta en préctica. Las técnicas empleadas en la recogida de semen son:(Mufioz 2011, p .3)

1.7.1.1. Obtencion del semen mediante masaje

Este método requiere de la mano de dos técnicos. Uno realiza el masaje en la region dorso-
abdominal al macho y lo sujeta al cabo de dos o tres pasadas de la mano, el ave levanta la colay
muestra la cloaca muy manifiesta con el pene en semieversion, se oprime la region lateral de la
cloaca, lugar donde se encuentran las vesiculas espermaticas consiguiendo la expulsion del

semen. (Mufioz 2011, p. 3)

Es entonces cuando la segunda persona debe recoger el semen por aspiracion evitando que se
contamine paralelamente con orina, heces, ya que estos fluidos tienen efectos desfavorables sobre

la calidad espermaética y poder fecundante del semen obtenido. (Mufioz 2011, p .3)

1.7.1.2. Obtencion del semen con ayuda de una hembra estimuladora

Para la obtencién del semen mediante una hembra estimuladora, es el mas utilizado en los patos,
alojando los machos en jaulas individuales, se les presenta una hembra para estimularlos y si la
hembra esta receptiva y el macho sexualmente activo, el cortejo se produce rapidamente. Es
entonces cuando se va a producir la copula cuando el operario debe hacer salir el pene haciendo
una ligera presién encima de la cloaca con la posterior ereccion de este y su consecuente salida

de semen. (Mufioz 2011, p. 4)

Para poder adiestrar los machos estos deben de iniciarse en el momento en que empiezan a ser
sexualmente activos. En el caso de las aves rapaces improntadas el que actia como estimulo
sexual para el macho, es el propio criador, aunque el mecanismo por el cual se produce este
estimulo en el ave no estd muy claro, la técnica consiste en hacer subir a la rapaz encima de una
especie de gorro que se pone en la cabeza el criador y que actia como mecanismo de recogida del

semen. (Mufioz 2011, p. 4)
1.7.2. Manejo del Semen fresco
Se recomienda realizar las colectas a los gallos de 2 a 3 veces por semana, e inmediatamente se

utiliza el semen fresco para inseminar a las gallinas. EI volumen promedio de cada gallo es de 04

a 0.5 ml/ave, se utiliza 0.1 ml para inocular al ave. (Jacome, 2005, p. 12)
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1.7.3. Manejo del Semen diluido

Se recomienda también que el esperma recolectado se diluye en lactato de ringer, con diluciones
1:2, a una temperatura de 40 °C y se debe utilizar el 0.1 ml de semen diluido para inseminar cada
ave. (Jacome, 2005, p .12)

1.8. Consideraciones para la extraccion de semen y la inseminacion

1.8.1. Consideraciones en el macho

Las consideraciones a tomar en cuenta en el macho son:

¢ Recorte de plumaje alrededor de la cloaca.

e Deben ser entrenados.

¢ Masajeados de 7-10 dias para facilitar la eyaculacion.

¢ Alimentar después de la coleccion de semen para reducir la contaminacion fecal.

o Control del peso corporal. (Santiago, 2010, p .7).

A veces se presenta la dificultad de conseguir la ereccion del érgano copulador en gallos asustados
y en los que son demasiado jovenes, también se debe a la falta de inexperiencia y préactica de la
persona que debe hacerlo. Por ende, es mejor empezar a practicar con gallos que se encuentren
aptos reproductivamente y hayan estado con gallinas. Al cabo de uno o dos dias de haberlos
colocado en las jaulas ya podemos iniciar las extracciones. (Santiago, 2010, p. 7).

Después de poco tiempo los gallos se habitlan y la ereccion del 6rgano copulador se producira
justo cuando lo colocamos sobre la mesa o el potro. En este caso ya sélo precisara de una presion
sobre las vesiculas seminales a ambos lados de la cloaca, a esto se le acompafia con ligeras
presiones en el abdomen. Por lo cual es normal que en las primeras extracciones en gallos jovenes

obtengamos alguna gota de sangre. (Francesch, 1994, p. 6)

A veces puede ocurrir que se consiga la erecciéon del drgano copulador, pero no se obtenga

secrecion de semen. Esto sucede cuando se practica con gallos que encuentran con gallinas en la
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jaula o cuando aquéllos son demasiado jovenes. Si esto sucediera por varias ocasiones puede

tratarse de un caso de esterilidad. Por lo que la cantidad de semen es variable. (Francesch, 1994, p. 6)

En gallos con edades desde 8 meses a 2 afios se puede esperar un promedio de 0,7 ml por
extraccion, cuando éstas se realizan diariamente. No es aconsejable, de cara a la fertilidad de las
muestras, realizar mas de una extraccion al dia. Lo que se ha visto es que una extraccién diaria,

frente a una semanal, favorece la fertilidad. (Francesch, 1994, p. 6)

1.9. Conservacion de semen de gallos

1.9.1. Conservacion de semen.

Existen dos maneras de conservar in vitro al semen. En términos generales el almacenamiento del
semen liquido es una practica frecuente que involucra la dilucidn del semen en amortiguadores a
baja temperatura (5°C aproximadamente) para ser utilizado en la IA. Se ha demostrado que,
dependiendo de los 51 ingredientes utilizados para hacer un diluyente, este tendra diferente

capacidad para conservarlo. (Sexton, 1988, p. 131).

La criopreservacion involucra la suspension del semen en diluyentes con crio protectores, ésta
técnica permite su almacenamiento de manera indefinida en nitrogeno liquido permitiendo la

creacion de un banco de genes, con ello se facilita el manejo posterior (Bakst, 1990, p. 91).

La conservacion espermatica en fresco y la criopreservacion son dos herramientas de la
reproduccion asistida que se ha perfeccionado para dicho propdsito, aunque existen riesgos que
estan aunados a estas técnicas como lo es el aspecto higiénico y la transmision de ciertas

enfermedades, los cuales deben ser considerados. (Thiber, et el, 2000, p .32)

1.9.2. Dilucion del semen fresco

El problema de si diluir o no el semen esta relacionado con el tiempo que vaya a transcurrir hasta
que este sea utilizado. En los casos en los que el semen es utilizado de 30-45 minutos tras su

obtencidn, no es necesario diluirlo. En cambio, cuando el tiempo sea superior es imprescindible

diluirlo a la vez que se recoge e incluso refrigerarlo. (Mufioz 2011, p .6)
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1.9.3. Caracteristicas de los diluyentes

Se dice que los diluyentes deben ser capaces de preservar la capacidad fecundante de los
espermatozoides, tamponar la acidificacion del medio como consecuencia del metabolismo de los
espermatozoides, aportar nutrientes de tipo energético en determinadas ocasiones y de preparar a
los espermatozoides para la congelacién. En el caso de que el semen diluido sea utilizado sin
haberse congelado, los diluyentes utilizados pueden ser soluciones tampdn que favorezcan la
capacidad fecundante de los espermatozoides. (Mufioz 2011, p. 6)

Los tampones del tipo fosfato de sodio deben ser descartados mientras que el TES puede utilizarse
si se utiliza a una concentracion de 65¢/1 para garantizar una presion osmética de 380-400 mosm/I.
Entre los diluyentes mas utilizados, encontramos los de Lake o de Sexton que cumplen con la

osmolaridad y ademas incluyen hasta varios sistemas tampon (citrato, acetato, BES o TES).
(Mufioz 2011, p .6)

1.9.4. Diluyentes de semen

Diluyentes més utilizados comunmente en aves es una solucion de 1% NaCl. La mayoria son
mezclas de amortiguadores de diferentes sales, la razén de la dilucion comunmente utilizada es
de 1:4 (semen: diluyente) y por lo general se debe inseminar de 30 a 45 min luego de colectar el
semen. Estos diluyentes permiten almacenar semen hasta por 24 h sin ningin efecto en la

fertilidad (Santiago, 2010, p. 7).

En un trabajo investigativo que se realiz6 en la obtencion y congelacion de semen de gallo
domestico usando como diluyente el glutamato de sodio donde se trabajaron 49 eyaculados de
gallos Plymouth Rock Barrada, el diluyente glutamato de sodio se prepar6 o fue elaborado con
0,9996 g de glutamato de sodio, 3 ml de yema de huevo, 10% de glicerol, 0,0011 g de

cloranfenicol en 27 ml de agua bidestilada. (Hernandez et al 2005, p .5)

La mayoria de los diluyentes para aves tienen al glutamato de sodio combinado con otros
ingredientes, pero en la actualidad existe la falta de algunos componentes, esto ha llevado a sugerir
algunas alternativas mas préacticas, como el empleo del glutamato de sodio con yema de huevo,
antibidtico y glicerol, que sirva como un medio para la conservacién de espermatozoides de gallo

durante el proceso de congelacion y descongelacion. (Hernandez et al 2005, p. 5)

También, se ha demostrado en los diluyentes convencionales utilizados para aves, que la adicion

de substancias como la albimina sérica bovina, ayuda a mantener por mayor tiempo y con una
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alta calidad los valores de movilidad espermaética del semen conservado en fresco a 7 °C por 24 h
(Bakst et al, 1992, p .15)

1.9.5. Tasa de dilucién

Una mayor dilucidon no aumenta el porcentaje de fecundidad sino todo lo contrario, una dilucién
excesiva puede dar lugar a una menor motilidad y a una disminucion en el poder fecundante de
los espermatozoides. La tasa de dilucion debe ser la justa para poder aportar todas las ventajas de

la dilucion. Asi el nivel adecuado de dilucion suele estar entre 1:2 y 1:3 para las distintas especies.
(Mufioz 2011, p. 6)

1.9.6. Conservacion en fresco

Los espermatozoides de gallo pueden ser conservados con capacidad fertilizante hasta por 24
horas. Para esto, es necesario proporcionar al menos una provision de oxigeno, suplir la fructosa
o0 glucosa en el diluyente, mantener el pH en intervalos de 6.0 a 8.8, mediante amortiguadores con
una mezcla de sales de fosfatos, citratos y amortiguadores organicos como el BES (N, N-bis (2
hidroxiethil)-2-aminoetano de &cido sulfénico) y el TES (N- tris (hidroximetil) metil-2-

aminoetano de &cido sulfénico). (Donoghue et al, 2000, p. 62).

Se ha demostrado que la conservacion en fresco en diluyentes, con el plasma seminal, este reduce

la peroxidacion de lipidos (Surai et al 1998, p .19)

Otros, son la temperatura y el tiempo de conservacion, ya que se ha demostrado que los
espermatozoides de gallo y pavo, son capaces de mantener reservas de energia en forma de ATP,
mediante la glucolisis y respiracion, con valores 6ptimos de estos parametros, a temperaturas de
5°C y no asi a 40 °C (Wambeke et al 1989, p. 30).

En otro estudio con espermatozoides de gallo, se evalud la viabilidad del semen fresco conservado
a4°C, enun periodo entre 0y 24 h post eyaculacion, observando una disminucion de la viabilidad
en un intervalo de 93 al 65 % aproximadamente. Otro factor que influye en la conservacion en
fresco de los espermatozoides es la tasa de dilucion, es por esto, que se han realizado estudios

para determinar la dilucién Optima para obtener los mejores resultados de fertilidad. (Chalah et al,
1998 p 23)

Otro factor que influye en la conservacion en fresco de los espermatozoides es la tasa de dilucion,

es por esto, que se han realizado estudios para determinar la dilucion Optima para obtener los
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mejores resultados de fertilidad. En espermatozoides de gallo, se ha demostrado que la mejor
dilucién fue en proporcion de 1:2 semen-diluyente, conservandolo el menor tiempo posible (1 h)

después de eyaculado. (Pereira et al, 1999, p. 20).

1.9.7. Métodos de criopreservacién de semen

El uso tecnologia para la criopreservacion de semen se ha desarrollado desde hace
aproximadamente 50 afios. Existen diferencias fisiologicas de las células espermaticas entre las
especies e incluso entre individuos, pero representa un problema sin resolver. A pesar de los
ensayos realizados en el campo de la criopreservacion espermatica, pocas técnicas permiten

supervivencias elevadas. (Hofmo et al, 1991, p .17).

Segun la velocidad de la curva de enfriamiento y descongelamiento de las células espermaticas.
Las técnicas de criopreservacion pueden clasificarse en protocolos de congelacién lenta con
descongelacién rapida, congelacion lenta con descongelacion lenta, congelacion ultra rapida y

vitrificacion. (Boiso, 2001 p 127).

En el caso de la congelacion lenta el descenso de la temperatura (curva de enfriamiento) se realiza
lentamente, en un congelador programable y ademas la adicion de crioprotector suele hacerse por
pasos. La descongelacién lenta también se lleva a cabo mediante el uso de un congelador
programable; la descongelacion rapida se realiza a temperatura ambiente o mediante el uso de un

bafio maria, para evitar la recristalizacién del agua (Boiso, 2001, p. 127).

La vitrificacion esta basada en la congelacion ultra rapida, pero utiliza una combinacién de
crioprotectores (solucién vitrificante) que al ser enfriada no cristaliza, sino que se torna viscosa y
pasa del estado liquido a un estado s6lido no estructurado similar al vidrio, sin formacion de hielo

y tomando de ahi su nombre (Rall et al, 1985, p .35).

1.9.8. Protocolos de congelacion

La etapa de enfriamiento es un periodo de adaptacion para los espermatozoides a un metabolismo
reducido, el semen ya diluido se enfria hasta los 5°C, a una velocidad de unos -0.2 a 0.4
°C/minuto. Generalmente, en las primeras dos horas se da la disminucidn de la temperatura de la
muestra hasta igualarse con su entorno (5°C). Una vez que el semen diluido alcanza los 5°C, por
ello se recomienda mantenerlo a esta temperatura durante 1.5 a 2 horas, este proceso es conocido

como equilibrado. (Salamon et al, 1995, p. 21).
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Durante este periodo los espermatozoides permanecen en contacto con el glicerol antes de la
congelacidn, permitiendo que el glicerol penetre en las células espermaticas y que se establezca
un equilibrio entre la concentracion intra y extracelular, pero no solo de glicerol, sino también del

resto de componentes osmaticamente activos (Salamon et al 1995, p .21).

La congelacion se realiza en vapores de nitrdgeno liquido, de forma manual o automatizada. En
la congelacion manual, la velocidad de congelacion se regula por la distancia de las pajuelas o
tubos al nivel del nitrégeno liquido (10 a 100 °C/minuto). Las pajuelas se colocan horizontalmente
en una gradilla a una distancia de 3-4 cm por encima de la superficie del nitrogeno liquido dentro

de una caja de poliestireno o de cualquier material aislante. (Evans et al 1990, p .14).

Las pajuelas se exponen a los vapores de nitrégeno liquido (-80 a -100°C) durante 10 a 20 minutos

y posteriormente son depositadas directamente en el nitrogeno liquido (-196 °C) (Evans et al 1990,
p. 14).

La congelacion automatizada se realiza mediante un biocongelador programable controlado por
un ordenador. Consiste en un arcén, en el cual va entrando de forma controlada el nitrégeno para

ir disminuyendo progresivamente la temperatura, ajustandose a una rampa previamente fijada)
(Evans et al 1990, p .14).

Si se preparan pellets o pastillas, se congelan las gotas de semen refrigerado (0.1-0.5 mL)
directamente sobre pequefios orificios realizados en una superficie de hielo seco o sobre un
polimero que se mantenga a una temperatura de entre -80 y -95°C, dejandoles alli durante 2-3

minutos, para luego transferirlos a nitrégeno liquido. (Evans et al 1990, p .14).

1.9.9. Descongelacion de semen

Como norma general, cuanto mas rapidamente se congele el semen, mas rapido se debe

descongelar a fin de obtener una mas rapida recuperacién de los espermatozoides.

En una investigacion no se encontro diferencias en la motilidad y vitalidad entre la descongelacion
de semen de gallo de raza Murciana a 32 °C durante 30 segundos sin diluyente, a 4 °C durante 7
minutos con diluyente BPSE, a 56 °C durante 8 segundos sin diluyente. Y, por ultimo, a 37 °C

durante 1 minuto, a temperatura ambiente y sin diluyente. (Duchi et al. 2010, p. 12)
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CAPITULO II

2. MARCO METODOLOGICO

2.1. Localizacion y duracion del experimento

El presente trabajo experimental se llevd a cabo en las instalaciones del Laboratorio de
Reproduccion Animal de la Facultad de Ciencias Pecuarias de la ESPOCH, que esta ubicada en
la provincia de Chimborazo, cantén Riobamba kilémetro 1% Panamericana Sur. A una altitud
de 2,754 msnm. La presente investigacion tuvo un tiempo de duracién de 90 dias. En la tabla 3-
2, se describe las condiciones meteoroldgicas del cantén Riobamba.

Tabla 3-2: Condiciones meteoroldgicas del canton Riobamba.

INDICADORES VALOR
Temperatura (°C). 13,45
Precipitacion (mm/afio) 42,80
Humedad relativa (%). 61,40
Viento / velocidad (m/s). 2,50
Heliofania (horas/ luz). 1317,60

Fuente: Estacion Meteoroldgica de la Facultad de Recursos Naturales 2017.

2.2. Unidades experimentales

Para esta investigacion, el Tamafio de la Unidad Experimental fue de un semoviente con un total

de dieciocho gallos aptos para la reproduccion, provenientes de la raza Asil de la misma parvada.

2.3. Materiales, equipos e instalaciones

2.3.1. Materiales de campo

e Jaulas metalicas

e Gallos de pelea
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Alimento

Comederos

Bebederos

Valdez

Pala y escoba

Mesa.

Materiales para colecta

Guantes quirurgicos

o Tijeras

o Papel aluminio

e Eppendorf de 1 mi

e Termbémetro

e Caja para transportar

e Mandil

2.3.2. Materiales de laboratorio (Calidad del semen)

e Colorantes eosina - nigrosina

e Diluyente

o Placas porta objetos
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o Placas cubre objetos

o Cajas petri

e Placas de Neubauer

e Vasos de precipitacion

e Balon volumétrico 100ml

o Pipeta de 5 ml desechables

o Papel absorbente

2.3.3. Equipos

Balanza manual

Microscopio

Tanque de nitrégeno

Placa calefactora

2.4. Tratamiento y disefio experimental

En la presente investigacion se evalu6 el efecto de la utilizacion de tres diluyentes para la crio
preservacion de semen de gallos de rifia, los tratamientos Fueron: tratamiento uno (D1) se empled
el diluyente Lake y Stewart ( 0.9996 g de glutamato de sodio, 3 ml de yema de huevo,0.0011 g
de florfenicol 27 ml de agua,10 % de glicerol) % y el tratamiento dos (D2) se administré Lake y
Stewart (0.9996 g de glutamato de sodio, 3 ml de yema de huevo,0.0011 g de florfenicol 27 ml
de agua,15 % de glicerol) D3 diluyente testigo (Andromed). Es decir, esta investigacion se
compuso de 3 tratamientos experimentales con 6 repeticiones un tamafio de la unidad
experimental de 1, dando un total de 18 unidades experimentales. Las unidades experimentales
fueron distribuidas bajo un disefio completamente al azar y para su analisis se ajusto al siguiente

modelo lineal aditivo:
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Ecuaciéni-2 Ecuacion lineal

Yijk = p + Ti + &ij

Donde:

Yijk: Valor de la variable en determinacion.

u: Media general.

Ti: Efecto del dilutor

eij: Efecto del error experimental.

2.4.1. Esquema del experimento

En la tabla 4-2, se describe el esquema del analisis de varianza que fue utilizado en la

investigacion.

Tabla 4-2: Esquema del Experimento.

TRATAMIENTO CODIGO REPETICIONES TUE* Rep. /trat.
Dilutor 1 més 10 % de glicerol T1 6 1 6
Dilutor 2 mas 15 % de glicerol T2 6 1 6
Dilutor 3 Andromed T3 6 1 6
TOTAL 18

Realizado por: Zambrano, Carlos 2019.
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En latabla 5-2, se indica el esquema del Analisis de Varianza (ADEVA).

Tabla 5-2: Esquema de ADEVA.

Fuente de variacion

Grados de libertad

Total
Tratamiento

Error

17

2

15

Realizado por: Zambrano, Carlos 2019.

2.5. Mediciones experimentales

e Volumen ml

e PH

e Color

e # de espermatozoides vivos (millones/ml)

e Células vivas / muertas (%)

e Morfologia

e Motilidad masal (%)

¢ Motilidad individual (%)

e Viabilidad

2.5.1. Econdémicos

e Costos de produccion USD
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2.6. Técnicas Estadisticas

En la presente investigacion los datos de campo obtenidos en cada uno de los tratamientos se
procesaron en el sistema estadistico SPSS e INFOSTAT (2013) para la estadistica inferencial,
mientras que, para el analisis descriptivo, se utilizd SPSS respectivamente, sometiéndose a los

siguientes analisis estadisticos. Bajo un sistema completamente al azar.
e Andlisis de varianza (ADEVA) a un nivel de significancia de p< 0,05y p< 0,01.

e Separacién de medias a traves de la prueba de Duncan a un nivel de significancia de p< 0,05

y p<0,01.
2.7. Procedimiento Experimental
2.7.1. Seleccion de los gallos por medio de las caracteristicas fenotipicas

Los criterios para la seleccion de los gallos par la presente investigacion se lo realizo tomando en

cuenta los siguientes parametros:

e De l1l.5a?2afos de edad

e Velocidad

e Resistencia

¢ Elegancia del plumaje

2.7.2. Produccion de semen de gallos

e Primero se realiz6 un sorteo, donde se ubicd a los gallos de forma individual en sus respectivas

jaulas ademas se instalé comederos y bebederos para cada uno.
e Luego se administré un desparasitante llamado (gallomec plus) que contiene ivermectina,

fenbendazole, y prazicuantel en razon de una tableta, ademas se administrd vitamina AD3E

en una dosis de 0.5 ml para mejora la fertilidad y evitar el estrés de las aves
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Se procedi6 a adiestrar los gallos donantes para la coleccion de semen mediante la técnica de
masaje dorso abdominal por 30 dias y 2 a 3 minutos por dia. Para tal ello, se construyé una

mesa que tuvo una altura de 1 m aproximadamente para la aplicacion de la técnica.

Luego se saca al gallo de la jaula y se sujeta con la mano derecha por las extremidades se
inmoviliza y se recuesta sobre la mesa, seguidamente con la mano izquierda y con el uso de
la yema de los dedos se procedié a dar masajes dorso abdominales a lo largo del lomo

terminando con los dedos pulgar y medio en la cloaca como si fuera a exprimir.

Luego que se entrend a los gallos, se procedié a preparar una férmula de diluyente para
conservar el semen y proceder con la evaluacion de la calidad seminal. Para elaborar el
diluyente los reactivos utilizados fueron: D1 (0,9996 g de glutamato de sodio, 3 ml de yema
de huevo, 0,0011 g de florfenicol en 27 ml de agua bidestilada, 10 % de glicerol). Para el D2
(0,9996 g de glutamato de sodio, 3 ml de yema de huevo, 0,0011 g de florfenicol en 27 ml de
agua bidestilada 15 % de glicerol), D 3 se utiliz6 el Andromed. El diluyente tiene que estar
una temperatura de 38°C manteniendo un osmolaridad de 500 a 600 medias / mol

2.7.3. Recoleccion de semen y evaluacion

Una vez que se tiene listo el diluyente se procedio a realizar la coleccidon del semen en el
laboratorio, y se procedié de la misma forma de extraccion mientras que la otra persona espera
atento el eyaculado. Ya colectadas el semen se recogid en tubos de Eppendorf, se coloco en

bafio maria con temperatura previamente regulada a 38 OC y se realiza su respectivo analisis.

Durante el andlisis del semen fresco se evalu6: volumen (ml), ph, color, concentracion
espermatica, morfologia (%), células vivas / muertas (%), motilidad masal (%), motilidad
individual en puntos y viabilidad, para después hacer una comparacion con el semen

descongelado.

El volumen fue determinado por volumetria, para la concentracion se prepar6 una relacion de
1:100, 100 pl de semen y 900 ul de solucién de gluteraldehido, de esta dilucion 10 pl de
semen diluido en gluteraldehido se transfirié a la camara de Neubauer para el respectivo
conteo bajo el microscopio (200x), la motilidad espermatica fue clasificada utilizando la
escala de 0 — 5 (0 = motilidad nula, 1= movimiento sin motilidad progresiva, 2 = motilidad
progresiva lenta, 3= movimientos laterales acompariados de motilidad progresiva lenta, 4=

motilidad progresiva rapida y 5= motilidad progresiva muy rapida); el porcentaje de vitalidad

24



fue analizada mediante percepcion sensorial subjetiva; y para determinar la morfologia
celular se realiz6 una extension vital sobre un porta objetos con una solucién de eosina —

nigrosina y observado bajo el microscopio (400x).

Para evaluar espermatozoides vivos, muertos se tifid con eosina — nigrosina, colocando
primero una gota de semen y sobre ella la tincion se hizo un frotis y se observo al microscopio.

Al evaluar el color, se procedié simplemente a determinar por observacion directa.

Para el recuento de espermas, se utiliz6 camaras de Neubauer en el que se contd un cuadro
dentro de los cuadros grandes y mediante la formula siguiente se determiné la concentracion

espermatica.

Concentracion de spz. = X*5*10*1000*FD

X= promedio de espermatozoides de las dos micro camaras

5= para llevar los 25 cuadros de la camara

10= para convertir a ul

1000= para convertir a ml

FD= factor de dilucion

2.74. Criopreservacion del semen

Los eyaculados fueron recogidos en forma individual en 0,5 ml diluyente Lake & Stewart
(1978), (0,9996 g de glutamato de sodio, 3 ml de yema de huevo, 0,0011 g de florfenicol en
27 ml de agua bidestilada mas 10% de glicerol para el tratamiento 1 y para el tratamiento 2
se aumenta el 15 % de glicerol y como tratamiento testigo se utiliz6 Andromed,
posteriormente se ajusta la relacion 1:10 de semen: diluyente mas glicerol, se homogenizan

los eyaculados hasta obtener un volumen total.

luego se coloco la muestra en una camara de enfriamiento a 4°C para que se estabilice la
solucion por 1 hora aproximadamente, al término de este tiempo se procede a embazar en
pajillas de 0,25 ml, se sella con alcohol polivilico en polvo, siempre manteniendo a la misma

temperatura.
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e Enun culer se procede a colocar el nitrogeno liquido a una altura de 3 cm luego se mete una

gradilla porta pajuelas a una altura de 6 cm del nitrégeno liquido por 6 minutos, después se

baja la gradilla a una altura de 4 cm por 4 minutos, y por Gltimo paso se dejan las pajuelas en

el nitrégeno por un minuto y con ello las pajuelas ya estan congeladas y se procede a colocar

en el tanque de nitrégeno para su almacenamiento.

2.7.5. Descongelacion del semen

Para la valoracién del semen descongelado en cuanto a las variables de motilidad masal e

individual, porcentaje de viabilidad, células vivas muertas, se procedio a la descongelacion de las

pajillas en cdmara fria a 4°C por 7 min. El semen descongelado fue transferido a tubos de ensayo

y mantenidos a la misma temperatura durante la evaluacion.

2.7.6. Costo por tratamiento

Se analiz6 el costo unitario de produccion de cada pajuela de 0,25 ml de los gallos.

2.8. Metodologia de Evaluacion
2.8.1. Semen fresco
2.8.1.1. Volumen de eyaculado (ml)

Para determinar el volumen del eyaculado, se utilizé Eppendorf a 1ml.

2.8.1.2. Concentracion espermaética (spz/ml)

Se utilizé el método de conteo en la cAmara de Neubauer, donde se procedid a realizar la dilucion

1:100 del semen con agua fisioldgica, quiere decir que por 2ml de agua fisioldgica al 1%, se

agrego 5ul de semen, con la ayuda de la micropipeta se mezcld6 homogéneamente.

Se limpio bien la cdmara de Neubauer y se procedi6 agregar 10l de la muestra en los dos bordes

de cada cuadrante posteriormente se colocd el cubreobjetos, verificar que la cAmara no presente

burbujas de aire, de ser el caso debe preparar nueva muestra.
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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 0 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 centra
Concentracion de spz = X*5*10*1000*FD

X= promedio de espermatozoides de las dos micro cAmaras

5= para llevar los 25 cuadros de la camara

10= para convertir a ul

1000= para convertir a ml

FD= factor de dilucion

2.8.1.3. Medicién de 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 recoleccién con la ayuda de una pinza, previamente limpia, desinfectada

y seca.

2.8.1.4. Color

Se realizé por medio de observacion.

2.8.1.5. Células vivas (%)

Para observar espermatozoides vivos se colocd una gota de semen en un porta objetos y
debidamente tinturado con eosina — nigrosina se procedio a realizar un frotis en otra porta objetos
y se observé al microscopio a un aumento de 400x y por determinacién subjetiva se calculd

mediante la siguiente relacion:

Ecuacion 2-2.formula para determinar las células vivas

Numero de espermatozoides muertos

Células vivas (%) = x 100

Numero de espermatozoides vivos
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2.8.1.6. Células muertas

Para observar espermatozoides muertos se colocé una gota de semen en una porta objetos y
debidamente tinturado con eosina — nigrosina se procedi6 a realizar un frotis en otro porta objetos
y se observé al microscopio a un aumento de 400x y por determinacién subjetiva se calculd

mediante la siguiente relacion:

Ecuacién 3-2.formula para determinar las células muertas

Numero de espermatozoides muertos

Células muertos (%) = 100

Numero de espermatozoides muertos

2.8.1.7. Motilidad masal (%)

La evaluacion de la motilidad espermatica se realiz6 observando al microscopio a un aumento de

400x, y por determinacion subjetiva se calificd de 0 a 100 %. Su relacién entonces fue:

Ecuacion 4-2 formula para determinar la motilidad masal

Numero de espermatozoides inmoviles

Motilidad masal (%) = x 100

Numero de espermatozoides moviles

2.8.1.8. Motilidad individual

La evaluacion de la motilidad espermatica se realiz6 observando al microscopio a un aumento de

400x, y por determinacion subjetiva se califico de 0 a 5

2.8.1.9. Morfologia

El procedimiento para evaluar la morfologia espermaética es el siguiente:

1- Se debe realizar por duplicado.

2- Depositar de 5-10ul de muestra bien homogenizada en el extremo del portaobjetos.
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3- Aplicar una gota de eosina-nigrosina

4- Extender la gota suavemente con otro portaobjetos.

5- Secar la muestra al aire

6- Fijar

7- Colorear (Técnicas de coloracion recomendadas: Papanicolaou o Diff-Quick)

8- Evaluacion de la morfologia espermatica por duplicado (% de formas normales) con

microscopio éptico con inmersion con objetivo 100x.

2.8.1.10.  Viabilidad

Para la determinacion de la vitalidad se coloc6 sobre un portaobjetos previamente calentado en
una platina térmica a 37 °C, una gota de semen y una gota de solucién de eosina-nigrosina
previamente calentada a 37°C para evitar el shock térmico, se mezcl6 durante 30 segundos. Luego
de un minuto se realizé un frotis, observandolo al cabo de dos min, sin cubreobjetos con aumento
100X.

Los espermatozoides muertos se tifien de rosa ya que la membrana deteriorada en los muertos se
hace permeable, mientras que los espermatozoides que se encontraron vivos en la tension se
visualizaron de color transparente. La determinacién dada en porcentaje se estimé con la siguiente
formula (Garabito 2003)

Ecuacion 5-2 formula para determinar la viabilidad espermatica

N2 de Epz.Vivos

x100
N2 de Epz. Contados (Vivos+Muertos)

% Epz. Vivos/Muertos =

2.8.2. Post-descongelacién
Se realiz6 la descongelacion después de 24 horas previo a la Criopreservacion, lo que consistié

en colocar la pajuela en el bafio maria a una temperatura 37 °C por un tiempo de 60 segundos ,

posteriormente se sec6 con una toalla absorbente, con un cortapajuelas se cort6 el primer extremo

29



donde se encuentra el alcohol polivinilico y se colocd boca abajo, en un tubo de eppendorf
previamente calentado en la placa térmica, después se corté el otro extremo y la muestra cayo por

efecto de la gravedad, se tom6 0.5 ul de muestra y se procedio a evaluar lo siguiente.

2.8.2.1. Motilidad masal, (%)

Se valoré mediante las ondas de movimiento de los espermatozoides tomando a consideracién los
criterios de (Cueto et al, 2016, p. 16), para la evaluacion del semen después de la congelacion, se
evalud un total de 36 pajuelas, en decir 2 por cada tratamiento y por 6 que fueron el nimero de
repeticiones.

2.8.2.2. 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
estimd que es mucho mas baja su valoracion en comparacion a la valorada antes de la congelacion,
esto se debe a diferentes factores como puede ser el shock térmico u otros factores, para su

estimacion se utilizé una escala subjetiva de 0 y 5 (0 es minimo y 5 es maximo)

2.8.2.3. Viabilidad espermatica (%)

Para la determinacion de la vitalidad se coloc6 sobre un portaobjetos previamente calentado en
una platina térmica a 37 °C, colocamos una gota de semen y una gota de solucion de eosina-
nigrosina previamente calentada a 37°C para evitar el shock térmico, se mezcla durante 30
segundos. Luego de un minuto se realiz6 un frotis, observandolo al cabo de 2 min, sin

cubreobjetos con aumento 100X.

Los espermatozoides muertos se tifien de rosa ya que la membrana deteriorada en los muertos se
hace permeable, mientras que los espermatozoides que se encontraron vivos en la tension se
visualizaron de color transparente. La determinacién dada en porcentaje se estimé con la siguiente

formula.

Ecuacion 6- 2 formula para determinar la viabilidad espermatica

N¢ de Epz.Vivos

x 100
N¢ de Epz. Contados (Vivos+Muertos)

% Epz. Vivos/Muertos =
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CAPITULO Il

3. MARCO DE RESULTADOS, DISCUSION Y ANALISIS DE RESULTADOS

3.1. Valoracion de tres dilutores en la criopreservacion de semen de gallos de rifia.

Al finalizar la presente investigacion se determind la respuesta de los semovientes al método de
extraccion seminal al igual que las caracteristicas macroscépicas y microscopicas de las muestras
seminales fresca perteneciente a los gallos de rifia de la raza Asil de 1,5 a 2 afios de edad, ademas
se evaluaron las caracteristicas microscépicas motilidad masal, motilidad individual y viabilidad
espermatica al post descongelamiento reportando los siguientes resultados.

3.1.1 Respuesta animal al entrenamiento para extraccion de semen.

En la tabla (6-3) se observa los resultados de los gallos sometidos al entrenamiento para la
extraccion de semen con la técnica del masaje dorso abdominal. Durante el experimento se
realizaron 18 intentos de recoleccion para cada tratamiento, es decir 3 intentos por gallo. En total
en los tres tratamientos se dieron 54 intentos, de los cuales 31 fueron efectivos reportando el 92,

5% de efectividad del método utilizado en la presente investigacion.

Tabla 6-3: Respuesta al entrenamiento de extracciones seminales de los gallos de raza Asil

RESPUESTA
Parametros R1 R2 R3
Total, de intentos 18,00 18,00 18,00
Eyaculados efectivos, total 16,00 17,00 17,00
Eyaculados efectivos, % 88,88 94,44 94,44

Realizado por: Carlos Alfredo Zambrano Zambrano, 2020.
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3.1.2. Evaluacion de las caracteristicas macroscopicas del semen fresco de gallos de la

raza Asil.

3.1.2.1. Volumen (ml).

La evaluacion de las muestras seminales frescas con respecto al volumen del eyaculado report

en la presente investigacion un promedio de 0,43+0,024 ml como se indica en la tabla (7-3).

Tabla 7-3:  Caracteristicas macroscopicas del semen fresco de gallos de la raza Asil.

Caracteristicas Promedio Desviacién Estandar
Volumen 0,43 0,024

Ph 6,98 0,075

Color Bl -

Bl: Blanco lechoso.
Realizado por: Carlos Alfredo Zambrano, 2020.

Con respecto a los resultados obtenidos Sanchez (2012), quien al evaluar las caracteristicas
seminales de los gallos sevillanos de raza Pintada manifiesta, que en los gallos el volumen de
eyaculacion depende de muchos factores entre los cuales se encuentran la edad (disminuye con la

edad), estado sanitario, alimentacion, habilidad del personal recolector, etc.

Tene (2014), quien al utilizar bioestimulantes en la produccién de semen de gallos e inseminacion
artificial en gallinas criollas, reporto 0,32 + 0,03 ml de eyaculado en las muestras seminales

frescas valores que son similares a los obtenidos en la presente investigacion.

Los resultados reportados son inferiores a los registrados por Duchi et al. (2009), Quienes al
realizar estudios en la criopreservacion de semen de gallo como una alternativa para la
recuperacion y conservacion de la gallina de raza Murciana, observaron en muestras seminales
frescas de 6 gallos en edades de 1,5 a 2, valores de 0,55 + 0,07 ml de volumen seminal, las
diferencias encontradas entre esta y la presente investigacion se atribuyen a la raza de gallos

utilizada y el tiempo de entrenamiento de los semovientes.

3.1.2.2.  pH.

En el anélisis del pH de las muestras seminales provenientes de los gallos de raza Asil se reporto

promedios de 6,98+0,075 acercandose el mismo a un pH neutro a lo que Donoghue y Wishart
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(2000), manifiestan que el intervalo de tolerancia en pH para los espermatozoides de aves es
amplio, un pH 4cido, reduce la movilidad, la produccién de acido lactico y el consumo de oxigeno,
mientras que un pH alcalino aumenta el metabolismo y en ambos casos se reduce sensiblemente

la fertilidad de los espermatozoides.

Los resultados obtenidos son superiores a los reportados por Cumpa y Pomahuali (2009), quienes
al realizar la evaluacion comparativa del &cido ascorbico y del tocoferol sobre la fertilidad de
semen en gallos cruzados de 30 meses, registraron valores de 7,4y 7,5 en pH a diferencia de los
resultado de Jacome (2005), quien en su investigacion sistema de produccién en aves pesadas por

inseminacion artificial registro un pH de 6.

3.1.2.3. Color.

La coloracién que presentaron los eyaculados de los gallos de raza Asil en las diferentes

extracciones seminales fue Blanco Lechoso (BI).

En concordancia con los resultados obtenidos Sanchez (2012),indica que el color del semen en
los gallos puede oscilar desde blanco lechoso hasta colores ligeramente amarillentos con leve
cremosidad en su consistencia, mismos que son predictores de un material genético de buena
calidad y con altas concentraciones espermaticas, mientras que las tonalidades grisaceas o
amarillentas indican una escasa concentracion espermatica, resultados obtenidos al evaluar las

caracteristicas seminales de los gallos sevillanos de raza Pintada.

Los resultados obtenidos son similares a los registrados por Jacome (2005), quien en su
investigacion sistema de produccion en aves pesadas por inseminacion artificial registro un color

blanco en las muestras seminales frescas.

3.1.3. Evaluacion de las caracteristicas microscopicas del semen fresco de gallos de la
raza Asil.
3.1.3.1. # de espermatozoides vivos (millones/ml)

Una caracteristica de gran importancia en la calidad seminal de una muestra es la concentracion
espermatica, ya que de esta depende la cantidad de dosis seminales que se puedan obtener de cada

eyaculado.
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La concentracion espermatica del semen de los gallos Asil en la presente investigacion presentd

promedios de 2,59 x 10°+ 5,55 x 108 spz. /ml, como se muestra en la tabla (8-3).

Tabla 8-3: Caracteristicas microscépicas del semen fresco de gallos de la raza Asil.

Caracteristicas Promedio Desviacién Estandar
# de spz.. vivos ( mill/ml) 2,59x10° +5,55x 108
Células vivas/muertas (%) 95,33 +0,81
Morfologia (%) 89,66 +0,51
Motilidad Masal (%0) 94,83 +0,98
Motilidad Individual (pts.) 4,01 +0,25

Realizado por: Carlos Alfredo Zambrano Zambrano, 2020.

Los resultados obtenidos son similares a los reportados por Juares et al. (2018), quienes al evaluar
el efecto de la edad sobre la calidad del semen en gallos Rhode Island Rojos en el Municipio de
Tarimbaro, Michoacan-México, determinaron valores de 2x10%pz./ml, de concentracion
espermatica en muestras seminales de gallos en edades de 14 a 18 meses, argumentando que a

mayores edades en las aves la concentracion espermatica disminuye.

Con respecto a la presente investigacion los resultados obtenidos por Duchi et al. (2009), quienes
al realizar estudios en la criopreservacion de semen de gallo como una alternativa para la
recuperacion y conservacion de la gallina de raza murciana, determinaron concentraciones
espermaticas de 4,55x10° spz./ml, siendo estos resultados superiores a los de la presente
investigacion al igual que los resultados obtenidos por Cumpa y Pomahuali (2009), quienes al
realizar la evaluacion comparativa del &cido ascorbico y del tocoferol sobre la fertilidad de semen
en gallos cruzados de 30 meses, registraron concentraciones espermaticas en rangos de 309,7 +

32,94x107 spz./cc y 400,3 + 87,62 x107 spz./cc, en muestras seminales frescas.
Permitiéndonos inferir que la diferencia de estas investigaciones con el presente trabajo puede
deberse a factores como la edad, el individuo, origen genético, las condiciones del medio y la

experiencia de la persona que realiza la extraccion seminal en los semovientes.

3.1.3.2. Células vivas / muertas (%)

Con respecto a la variable células vivas/muertas (%), se determiné un 95,33+0,81 %, de células

vivas en relacion al 4,67+0,19 % de células muertas observadas en las muestras seminales frescas.
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Los resultados obtenidos son similares a los reportados por Herrera (2005), quien al realizar
criopreservacion y evaluacion fisioldgica y reproductiva de espermatozoides de tres especies de

aves, reporto valores de 97,7 £ 0,4 % de viabilidad espermatica en muestras seminales frescas.

Siendo a su vez superiores a los reportados por Duchi et al. (2009), quienes al realizar estudios
en la criopreservacion de semen de gallo como una alternativa para la recuperacion y
conservacion de la gallina de raza Murciana, determinaron viabilidades espermaéticas de 82,63 %,
al igual que los resultados presentados por Jacome (2005), quien en su investigacion sistema de
produccidn en aves pesadas por inseminacion artificial registro un 97 % de viabilidad espermatica
en semen fresco, debiéndose estas diferencias a la genética de los semovientes utilizados en la

presente investigacion.

3.1.3.3. Morfologia

La morfologia espermética es un componente esencial de la evaluacion seminal, en todas las
especies de producciéon animal, ya que la disminucion del porcentaje de espermatozoides
normales esta correlacionado con una disminucion en la fertilidad. Es asi que en la presente
investigacion la morfologia espermética de las muestras seminales analizadas provenientes de los
gallos de raza Asil registro un promedio de 89,66+0,51% de espermatozoides normales y el 10,34

+0,49% de anormalidades espermaticas entre las cuales se encontraron doble cola y cola doblada.

En el analisis de la célula espermatica de los gallos se encontr6 una forma distinta a las células
espermaticas de otras especies de interés zootécnico, caracteristicas estructurales como las que
describe Gilbert en el afio de 1995 citado en Herrera (2005), quien indica que el espermatozoide
de las aves, en general difiere con la forma de la célula espermatica de otras especies como los
mamiferos, ya que posee una cabeza alargada en forma de curva filamentosa que mide entre 12

a 13 um, y una cola con una longitud aproximada de 87 a 100 um.

En la cabeza se encuentra el acrosoma de 2 um de largo. Esta region contiene enzimas
proteoliticas que son requeridas durante la fertilizacion. La parte media, con 4 um de largo,
contiene mitocondrias, y en la cola se extienden fibras centrales, relacionadas con el centriolo
proximal y distal. En su parte méas ancha el espermatozoide mide cerca 0.5 um, Gilbert en el afio
de 1995 citado en Herrera (2005)

Los resultados obtenidos son similares a los reportados por Toscano et al. (2017), quienes al

realizar estudios sobre las anormalidades esperméticas en el guajolote criollo (Meleagris
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gallopavo) en México, obtuvieron valores de 88,54% de células espermaéticas normalesy el 11,46

* 1,53 % de anormalidades morfoldgicas totales.

De las cuales destacan los defectos en la cabeza del espermatozoide con un 27,72 + 2,98 %, que
incluyen cabeza hinchada, doblada, en forma de sacacorchos, pequefia o larga, desprendida o con
nudos, después le siguen los defectos del acrosoma (13,05 * 2,67 %), que incluyen acrosoma en
forma de coma, separado o hinchado y en menor proporcion las anormalidades de la pieza media
(2,11 + 1,38 %), como hinchazdn, flexion, engrosamiento y desprendimiento parcial o total y de
la cola (7,38 + 2,98 %) que también incluyen desprendimiento, dobladas enrolladas y con nudos.

3.1.3.4. Motilidad Masal (%).

La motilidad masal en las muestras seminales frescas reporté promedios de 94,83 + 0,98 %,
siendo este parametro fundamental para determinar la calidad seminal de los eyaculados, ya que
es una de las mas importantes expresiones de la funcién espermaética, que, segin algunos autores,
puede ser uno de los factores que mejor se correlacionan con la fertilidad, misma que se valora

mediante las caracteristicas del movimiento del semen en un porcentaje del 1 al 100 %.

Los resultados obtenidos son mayores a los registrados por Blanch etal. (2011), quienes al
investigar sobre la calidad in vitro del semen crioconservado de gallos de la raza Gallina
Valenciana de (Chulilla, resultados preliminares), reportaron una motilidad masal de 77 + 7%, en
muestras seminales frescas, al igual que (JAcome 2005), quien registro promedios de 82,3%, en
semen fresco provenientes de machos Hubbard HI-Y, en la investigacion sistema de produccion

en aves pesadas por inseminacion artificial.

3.1.3.5. Motilidad Individual (pts.)

La evaluacion de las muestras seminales fresca con respecto a la motilidad individual registro
promedios de 4,01+0,25 puntos (pts.), pardmetros que es indicativo de que los espermatozoides
son viables, su valoracion estad basada en la observacion del movimiento individual de las células

con el fin de determinar el porcentaje de células moviles en el eyaculado Vale (2011).

En concordancia con los resultados obtenidos Duchi et al. (2009), quienes al realizar estudios en
la criopreservacion de semen de gallo como una alternativa para la recuperacion y conservacion
de la gallina de raza Murciana, reportaron motilidades individuales de 4,04 pts., en semen fresco

resultados que son similares a los reportados en el presente trabajo.
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Los resultados obtenidos en la presente investigacion son superiores a los registrados por Blanch
et al. (2011), quienes al investigar sobre la calidad in vitro del semen crioconservado de gallos de
la raza Gallina Valenciana de Chulilla (resultados preliminares), reportaron una motilidad

individual en promedio de 3,05 pts., correspondiente al 61 %.

3.1.4. Evaluacion de las caracteristicas seminales en la criopreservacién, frente a la

utilizacion de tres diluyentes seminales.

3.1.4.1. Motilidad Masal.

En el andlisis de la motilidad masal al post descongelamiento de la dosis seminal en la presente
investigacion se reportaron diferencias altamente significativas entre las medias de los
tratamientos a (P < 0,01), registrando el mayor valor para el tratamiento dilutor 1 + 10 % de
glicerol con 51,83 % de motilidad masal a diferencia del tratamiento dilutor 2 + 10 % de glicerol
con el cual se obtuvo el menor porcentaje al descongelar las pajuelas con 10,33 % de motilidad

masal, como se muestra en la tabla (9-3) y en el grafico (1-3).

Motilidad Masal (%)

60,00
50,00
40,00
30,00 51,83
20,00
- &
0,00
Dilutor 1 + 10% Dilutor 2 + 15% Dilutor 3 Andromed
Glicerol Glicerol

TRATAMIENTOS

Gréfico 1-3. Comportamiento de la motilidad masan %, al utilizar tres dilutores en la

criopreservacion de semen de gallos Asil.

Realizado por: Carlos Alfredo Zambrano Zambrano, 2020.
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Tabla 9-3: Caracteristicas microscopicas al post descongelamiento tras el efecto de tres dilutores en la criopreservacion de semen de gallos de raza Asil.

Tratamientos
Variables Dilutor 1 + 10% Dilutor 2 + 15% Dilutor 3 Andromed E.E PROB. SIG.
Glicerol Glicerol
Motilidad Masal (%6) 51,83 a 10,33 b 11,83 b 0,66 0,0001 **
Motilidad Individual 3 a 0,67 b 0,58 b 0,08 0,0001 x
Viabilidad Espermética (%) 47,5 a 13,5 b 13,33 b 1,15 0,0001 folad

E.E: Error Estandar.

Prob. > 0,05: No existen diferencias estadisticas.

Prob. < 0,05: Existen diferencias significativas.

Prob. < 0,01: Existen diferencias altamente significativas.

Medias con letras iguales no difieren estadisticamente de acuerdo a la prueba de Duncan

Realizado por: Carlos Alfredo Zambrano Zambrano, 2020.
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Los resultados obtenidos en la presente investigacidn son superiores a los reportados por Herrera
(2005), quien al realizar criopreservacion y evaluacion fisioldgica y reproductiva de
espermatozoides de tres especies de aves, reporto valores de 36 + 3,9 de movilidad en las dosis
seminales al post descongelamiento al utilizar en la crioconservacion dimetilsulfoxido (DMSO)

en gallos (Gallus domesticus).

Con respecto a los resultados obtenidos estos son inferiores a los reportados por Blanch et al.
(2011), Quienes al investigar sobre la calidad in vitro del semen crioconservado de gallos de la
raza Gallina Valenciana de Chulilla (resultados preliminares) reportaron el 67,5 % de motilidad
masal al post descongelamiento con la utilizacion del 10 % de glicerol en los diluyentes utilizados
para la crioconservacion seminal, las diferencias encontradas entre esta y la presente investigacion
pueden deberse a los componentes de los diluyentes seminales utilizados y al proceso de

crioconservacion de las dosis seminales.

3.1.4.2. Motilidad Individual

Al analizar microscépicamente las dosis seminales al post descongelamiento se registré
diferencias altamente significativas entre las medias de los tratamientos a (P<0,01), para la
variable motilidad individual reportando el mayor valor al criopreservar las dosis seminales con
el dilutor 1 + 10 % de glicerol, obteniendo 3 puntos en la escala de calificacion para la motilidad
individual, a diferencia del menor valor el cual se registro para el tratamiento dilutor 3 Andromed

con 0,58 puntos, como se muestra en el grafico (2-3).

Motilidad Individual (pts.)

3
2,5
2
1,5
1
0
Dilutor 1 + 10% Dilutor 2 + 15% Dilutor 3 Andromed
Glicerol Glicerol

TRATAMIENTOS

Grafico 2-3. Comportamiento de la motilidad individual pts., al utilizar tres dilutores en la
criopreservacion de semen de gallos Asil.

Realizado por: Carlos Alfredo Zambrano Zambrano, 2020.
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Duchi et al. (2009), en su estudio de criopreservacion de semen de gallo, los resultados
obtenidos en el andlisis de las dosis seminales al post descongelamiento evaluados en una
escala de 0 — 5 pts., por determinacion subjetiva, registro una motilidad individual de 3,57pts.,

valores que son similares a los reportados en la presente investigacion.

A diferencia de los resultados obtenidos Tomas et al. (2013), quienes al evaluar el efecto de la
concentracion de glicerol y de la tasa de dilucion sobre la calidad in vitro y la capacidad
fecundante del semen crio conservado de gallos de raza gallina Valenciana de Chulilla,
obtuvieron valores de 2 pts., en la motilidad individual correspondiente a 40,1 % al utilizar
el 11% de glicerol en los diluyentes seminales como crioprotector seminal, valores que son
inferiores a los dela presente investigacion debiéndose estos resultados a factores genéticos,

ambientales al igual que la individualidad de cada semoviente en estudio.

3.1.4.3. Viabilidad Espermética (%)

En la cuantificacion de la viabilidad espermética o células vivas y muertas presentes dentro de
las dosis seminales analizadas de cada uno de los tratamientos en estudio, se registraron
diferencias altamente significativas entre las medias de los tratamientos a (P<0,01), reportando la
mayor viabilidad espermatica al utilizar el dilutor 1 + 10 % de glicerol con 47,5 %, a diferencia
del menor valor el cual fue registrado con el dilutor comercial Andromed con el 13,33 %, lo cual
nos permite deducir que los diluyentes utilizados en el proceso de criopreservacion de semen en
gallos de rifia influyeron sobre la calidad seminal referente a la cantidad de células espermaéticas

vivas a comparacion de las células muertas, como se muestra en el grafico (3-3).

Viabilidad Espermatica (%)

50
47,5
40
30
20
10
0
Dilutor 1 + 10% Dilutor 2 + 15% Dilutor 3 Andromed
Glicerol Glicerol

Gréfico 3-3. Comportamiento de la viabilidad espermatica %, al utilizar tres dilutores en la
criopreservacion de semen de gallos Asil.

Realizado por: Carlos Alfredo Zambrano Zambrano, 2020
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Los resultados obtenidos son inferiores a los reportados por Duchi et al. (2009), en su estudio de
criopreservacion de semen de gallo una alternativa para la recuperacion y conservacion de la
gallina de raza Murciana, reportaron una media de 83,33% de células espermaticas vivas
frente al 12,67% + 2,67 de mortalidad; mientras que Tomas et al. (2013) quienes al evaluar el
efecto de la concentracion de glicerol y de la tasa de dilucion sobre la calidad in vitro y la
capacidad fecundante del semen crio conservado de gallos de raza gallina Valenciana de
Chulilla, obtuvieron valores del 70,3 % de viabilidad espermatica al utilizar en los diluyentes

seminales el 11% de glicerol para la crio conservacion seminal.

Las diferencias entre esta y la presente investigacion puede deberse al proceso de
crioconservacion seminal, componentes de los diluyentes seminales y a los factores

ambientales.

3.2. Evaluacion Econdmica

Para la valoracion de tres dilutores en la criopreservacion de semen de gallos de rifia, en lo que
correspondiente al analisis economico se determiné el costo de inversion por dosis seminal
reportando valores de $ 1,55 USD, para los tratamientos dilutor 1+10% de glicerol y dilutor
2+15% de glicerol, a diferencia de $ 1,47 USD, reportados en el dilutor 3 Andromed, siendo
estos valores temporales los cuales pueden variar, ya que se encuentran valorados en el tiempo en

gue se realizo la presente investigacion, como se muestra en la tabla (10-3).
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Tabla 10-3:  Analisis Econdmico por tratamiento utilizado para la crioconservacion seminal de
gallos de rifia.
Dilutor 1+10% de glicerol
Producto Unidad Cantidad Precio Unitario Total
N°de gallos 6
Insumos
Huevos U 1 0,15 0,15
Glutamato de sodio g 0,99 0,05 0,05
Florfenicol ml 0,0011 0,3 0,00033
Agua bidestilada ml 10,5 0,27 2,84
Glicerol ml 0,03 0,3 0,01
Jeringas U 2 0,25 0,50
Guantes 1 0,25 0,25
Pajuelas 40 0,1 4,00
Nitrégeno liquido Kg 21 2,5 52,50
Alcohol poli vinilico g 10 0,16 1,60
Total 61,89
Costo: pajuela/tratamiento 1,55
Dilutor 2 +15% de glicerol
Producto Unidad Cantidad Precio Unitario Total
N°de gallos 6
Insumos
Huevos U 1 0,15 0,15
Glutamato de sodio 0,99 0,05 0,05
Florfenicol mi 0,0011 0,3 0,00033
Agua bidestilada mi 10,5 0,27 2,84
Glicerol mi 0,05 0,3 0,02
Jeringas 2 0,25 0,50
Guantes 1 0,25 0,25
Pajuelas ] 40 0,1 4,00
Nitrégeno liquido Kg 21 25 52,50
Alcohol poli vinilico g 10 0,16 1,60
Total 61,90
Costo: pajuela/tratamiento 1,55
Diluyente 3 Andromed
Producto Unidad Cantidad Precio Unitario Total
N°de gallos 6
Insumos
Jeringas U 2 0,25 0,50
Guantes 1 0,25 0,25
Pajuelas 40 0,1 4,00
Nitrégeno liquido Kg 21 25 52,50
Alcohol poli vinilico g 10 0,16 1,60
Dilutor Andromed ml 6 8,76 52,56
Agua bidestilada ml 10,5 0,27 2,84
Total 58,85
Costo: pajuela/tratamiento 1,47

Realizado por: Carlos Alfredo Zambrano Zambrano, 2020
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CONCLUSIONES

o El método de entrenamiento de los gallos se los realiz6 a través de la técnica de masaje
dorso abdominal con el cual se obtuvo una efectividad del 92,5%, este método es una
alternativa para reproduccion asistida en aves, y conservar la genética de las mejores

estirpes de aves.

o En la evaluacion de la calidad espermética de muestra seminales frescas, pertenecientes a
los gallos de raza Asil se obtuvieron las siguientes caracteristicas macroscopicas: color
blanco lechoso, volumen 0,43+0,024 ml; y microscopicas concentracion espermatica
2,59x10°% 6,9 de pH, células vivas muertas (95 %), morfologia (89,6%), motilidad masal
(94,8 %), matilidad individual (4 pts.), pardmetros que se encuentran dentro de los rangos

para criopreservacion seminal.

o En cuanto a la valoracién de las dosis seminales al post descongelamiento existieron
diferencias altamente significativas entre los tratamientos como respuesta al uso de
dilutores en el proceso de criopreservacion seminal, obteniendo las mejores caracteristicas
microscopias en el dilutor 1(glutamato de sodio, florfenicol, agua bidestilada, yema de
huevo y glicerol al 10 %), con una motilidad masal de 51,83%, individual de 3pts., y una

viabilidad espermaética de 47,5%.

o La variacion de las caracteristicas microscopicas del semen post congelacion quizas puede
verse influenciada por la raza, temperatura, edad y los tipos de dilutores que se utilizaron

en el proceso de conservacion seminal.



RECOMENDACIONES

o Seleccionar gallos que hayan iniciado su etapa reproductiva, con miras a obtener una mejor

efectividad al momento del entrenamiento y extraccion del seminal.

o Utilizar la técnica de masaje dorso abdominal de forma correcta, ya que podemos causar

dafo a nivel interno ocasionando un sangrado y con ello la contaminacién de la seminal.

o Para la criopreservacién del semen se tiene gque tener a consideracion las variaciones de las
temperaturas debido a que influyen directamente sobre las caracteristicas microscépicas

del semen.

o Realizar futuras investigaciones utilizando semen criopreservados de gallos en la

inseminacion artificial de gallinas.

o Ampliar la investigacion en especies de aves que se encuentren en riesgo o en peligro de

extincion.

o Difundir la informacion con los criadores de gallos de pelea para obtener una mejor

alternativa de conservar la calidad genética de nuestros gallos.
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