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RESUMEN

La presente investigacion tuvo como objetivo la criopreservacion de semen ovino de la raza
Pelibuey y Blackbelly en la provincia de Pastaza. En el desarrollo de la investigacion sus
tratamientos fueron, TO (Diluyente +0,0 mg CLC), T1(Diluyente +0,5 mg CLC), T2(Diluyente
+1,0mg CLC) , (Diluyente +1,5 mg CLC) y se aplico un disefio completamente al azar con
arreglo combinatorio de factores en donde el factor A=razay el factor B= dosis de CLC (mg/120
millones de espermatozoides), se evaluaron 3 repeticiones (pajillas) por tratamiento; las técnicas
estadisticas analizadas fueron estadistica descriptiva en las variables macroscopicas en semen
fresco ; volumen mly pH del eyaculado se utilizo la estadistica descriptiva (media y desviacion
estandar), para las variables microscépicas de semen pre-congelaciéon (motilidad masal puntos,
motilidad individual %, vitalidad %, concentracion espermatica millones spz/ml,
morfoanomalias %) se utilizé la media y para las variables post congelacion, motilidad
individual %, viabilidad espermatica %, integridad de la membrana, morfologia % los datos
obtenidos se tabularon con el programa Infostad donde se utilizo la separacion de medias a través
de la prueba de Tukey de <0,05. Dentro de los resultados obtenidos en las variables pre-
congelacién; no presentaron diferencias significativas mientras que en las variables post
congelacién no presentaron diferencias significativas sin embargo en la variable de la integridad
de la membrana % existieron diferencias estadisticas significativas para los machos Pelibuey y
Blackbelly con valores deT0:11,33%; T1:25,67%; T2:27,67%; T3: 18,67% y TO0:18%;
T1:38,33%; T2:25,7%; T3:22,33% respectivamente, el costo total fue de 594, 98 USD. Se
concluye que el semen de los ovinos tuvo las mejores caracteristicas para la congelacion y la
adicion de CLC post congelacion puede mejorar la integridad de la membrana del
espermatozoide, no obstante, se recomienda utilizar diferentes niveles de CLC para contrastar los

resultados obtenidos en el siguiente estudio.

Palabras clave: <CRIOPRESERVACION>, <COLESTEROL>, <CICLODEXTRINA>,
<INTEGRIDAD DE LA MEMBRANA>, <SEMEN >.
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ABSTRACT

The objective of this research was the cryopreservation of sheep semen of the Pelibuey and
Blackbelly breeds in the province of Pastaza. In the development of the research, the treatments
were TO (Diluent +0.0 mg CLC), TI (Diluent +0.5 mg CLC), T2 (Diluent+1.0 mg CLC), (Diluent
+1.5 mg CLC) and a completely randomized design were applied with a combinatorial
arrangement of factors where factor A= race and factor B = dose of CLC (mg/120 million
spermatozoa), three replicates (straws) were evaluated per treatment. The statistical techniques
analyzed were descriptive statistics for macroscopic variables in fresh semen. Descriptive
statistics (mean and standard deviation) were used for the ml and pH of the ejaculate. For the pre-
freezing microscopic semen variables (mass motility points, individual motility %, vitality %,
sperm concentration million spz/ml, morpho-anomalies %), the mean was used, and for the post-
freezing variables, individual motility %, sperm viability %, membrane integrity, morphology %.
The data obtained were tabulated with the Infostad program, where the separation of means was
used through the Tukey test of <0.05. Among the results obtained in the pre-freezing variables,
there were no significant differences, while in the post-freezing variables, there were no
significant differences; however, in the variable of membrane integrity %, there were significant
statistical differences for Pelibuey and Blackbelly males with values of TO:11.33%; T1:25.67%;
T2:27.67%; T3: 18.67% and TO: 18%; T1:38.33%; T2:25.7%; T3:22.33%, respectively. The total
cost was 594 98 USD. It is concluded that sheep semen had the best characteristics for freezing.
and the addition of post-freezing CLC can improve sperm membrane integrity. However, using

different levels of CLC to contrast the results obtained in the following study is recommended.

Keywords: <CRYOPRESERVATION>, ~ <CHOLESTEROL>, <CYCLODEXTRIN>,
<MEMBRANE INTEGRITY>, <SEMEN >.

1582-UPT-DBRA-2023

Dra. Gloria Isabel Escudero Orozco MsC.
C.1. 0602698904
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INTRODUCCION

La obtencion y fraccionamiento del semen de un carnero genéticamente sobresaliente para su
puesta en fresco permite acelerar la mejora de las caracteristicas productivas de los rebafios,
aumentando el nimero de crias obtenidas en relacién con las que se obtendrian en monta natural.
Las técnicas de congelacion de material genético hacen ain mas posible la propagacion y

diseminacion de genes, asi como su preservacion por periodos de tiempo mas largos (INTA, 2019,
p. 2).

La criopreservacion de semen y la inseminacion artificial (1A) son técnicas que se aplican en la
reproduccion, por lo general se usan en la mayoria de las especies ganaderas, pero la inteligencia
artificial mediante semen congelado es muy utilizada en ovinos, principalmente debido a las bajas
tasas de fertilidad que se consiguen. La baja tasa de prefiez puede deberse al perjuicio inducido a
los espermatozoides a lo largo del proceso de criopreservacion. Si en la membrana del
espermatozoide se produce un dafio esta alteraria su funcion metabdlica, causando una baja
capacidad del semen incluso llegaria a no servir para futuros proyectos reproductivos. Como
resultado los espermatozoides no pueden sobrevivir en el aparato reproductivo de la hembra por

largos periodos de tiempo provocando a que suceda una fecundacién sin éxito (Ruiz, 2018, p. 3).

Varios estudios manifiestan que la adicion de ciclodextrinas cargadas de colesterol directamente
al semen puede aumentar la funcionalidad de la criopreservacién de esperma en algunas especies
de interés ganadero. Para agregar colesterol, pueden usar oligosacaridos ciclicos Ilamados
ciclodextrinas, que tienen una superficie exterior hidrofilay una superficie interior hidréfoba. Las
ciclodextrinas pueden cargarse con colesterol antes de su insercion y, como tales, serviran como
medio de transporte para incorporarse a las membranas plasmaticas de los espermatozoides antes
de la congelacién del material genético, generando una mejor funcion con respecto a su fluidez y
seguridad frente a cambios osmoticos y cambios de temperatura que puede tener durante la

criopreservacion (Castillo, 2019, p. 34).

Esta investigacién ayudara a la criopreservacion del semen de pelo en la provincia de Pastaza
utilizando una tecnologia de congelacion y conservacion de la genética de los reproductores y
mejorar las condiciones genotipicas de las futuras crias, a través de la congelacion de semen se
logrard almacenar el material genético durante largos periodos de tiempo tomando en cuenta la
importancia de las condiciones técnicas que se usan en el cuidado de la criopreservacion del

semen para obtener mejores resultados en proyectos futuros.



CAPITULO |

1. DIAGNOSTICO DEL PROBLEMA

1.1. Planteamiento del problema

En la provincia de Pastaza, el 28,34% de la poblacion econdmicamente activa se dedica a la
agricultura, silvicultura, caza y pesca; sin embargo, esta actividad presenta como grandebilidad la
inexistencia de datos de rendimiento y rentabilidad y la presencia de suelosfragiles, por tanto, la
ganaderia bovina es el rubro pecuario de mayor incidencia, la mismaque revela una produccion y
productividad baja debido a la inaptitud del suelo y al inadecuado manejo; un alto porcentaje de
personas (19.265) que trabajan en el sector agropecuario no perciben remuneracion
(GADPP_PDOT, 2018, p.118).

Como una potencial alternativa agropecuaria, aparece la crianza de los ovinos de pelo, que, segin
los productores agropecuarios, la falta de conocimientos y escasa informacionlocal sobre el
manejo, sanidad, alimentacion, produccion y reproduccién hace que los ovinos se manejen de
manera tradicional, impidiendo un buen progreso de esta actividadpecuaria que posee grandes
atributos (PROPEA,2022, p. 6).

La criopreservacion espermatica es usado en todo el mundo como una herramienta fundamental
en los programas de mejoramiento animal, su uso se constituye en un mediopractico para aumentar
el tamafio genéticamente seguro de las poblaciones ganaderas, permitiendo de este modo
mantener la biodiversidad y asegurar la conservacion fisica deuna especie (Medina, Velasco, &
Cruz, 2005, p. 8).

1.2. Justificacion

La siguiente investigacion tuvo por objetivo evaluar la calidad espermatica del semen de los
ovinos de pelo de la regién amazonica de las razas Pelibuey y Blackbelly criopreservado con
diferentes niveles de ciclodextrina cargada de colesterol en la provincia de Pastaza, la importancia
de esta investigacion es conservar la genética de un reproductor de alta aptitud genotipica para
mejorar y almacenar sus espermas por un amplio tiempo guardando asi su descendencia por afios,
el siguiente trabajo de investigacion busca encontrar a que dosificacion de CLC es la adecuada
para conservar el esperma del ovino amazonico, consiguiendo asi tener una eficacia al momento
de realizar una inseminacion artificial, mejorando la produccién e incrementado la rentabilidad

en una produccion de ovinos de pelo.



1.3. Objetivos

1.3.1. Obijetivo general

Criopreservar el semen de ovino de la raza Pelibuey y Blackbelly en la provincia de Pastaza.

1.3.2. Objetivos especificos

e Evaluar la calidad espermatica de semen ovino pre y post congelacion sometido a los
diferentes tratamientos.

o Utilizar varios niveles de ciclodextrina cargada de colesterol (0; 0,5; 1y 1,5mg/120 millones
de espermatozoides) como agente crioprotector en semen ovino criopreservado con un
diluyente comercial.

o Determinar los costos de los diferentes tratamientos de la investigacion.



CAPITULO II

2. MARCO TEORICO

2.1.Produccién ovina en Ecuador

En la Amazonia ecuatoriana, el 82% de las tierras agricolas son pastizales, lo que indica que la
ganaderia pertenece a los rubros mas importantes para la economia campesina. En los Gltimos
periodos de tiempo la ganaderia ha experimentado un aumento monumental en la Amazonia
ecuatoriana, lo que ha provocado el crecimiento de la deforestacion y una frontera agricola que
tiene efectos adversos sobre los ecosistemas, un sistema de produccion proteica sostenible cuyo
desarrollo en la region fue lento, con 12.285 ovinos de 355.897 a nivel nacional en la region
Amazonica. (Moyano, 2020, pp. 53)

2.2. Anatomia y fisiologia reproductiva del ovino reproductor

2.2.1. Testiculos

Los testiculos son 6rganos endocrinos facilmente palpables que irradian cambios en la estacion y
en la fisiologia reproductiva del carnero, dichos 6rganos se encuentran ubicados cada uno en su
propio compartimento y cada uno es una unidad completa y libre. Varias células especializadas,
como las células de Leyding, estan dispersas por los testiculos para producir la hormona
testosterona la misma que es esencial para la formacion general de espermatozoides, la libido
sexual y el mantenimiento de la funcionalidad testicular de los 6rganos secundarios como:
préstata, vesiculas seminales y glandulas de Cowper. La espermatogénesis aumenta con el peso

y el diametro testicular de los ovinos (Reinoso, 2014, p. 7).

En esta especie, es muy significativo la posicion testicular ya que a la palpacion del grosor
epididimal y el volumen del parénquima son determinantes para la fertilidad. A simple
perspectiva en las glandulas que producen mayor volumen de espermatozoides se aprecian las

colas con mayor aumento de tamafio (Mufioz, 2019, p. 13).

Los testiculos poseen dos funciones principales:
a) Producir espermatozoides viables fértiles

b) Producir las hormonas masculinas.

En la ilustracion 1-2 se observan las partes anatdmicas de los testiculos del carnero.
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Cordon espermatico

Cabeza del epididimo

Testiculo

Cola del epididimo

llustracion 2-1: Esquema anatémico del testiculo del ovino.
Fuente: (INIA, 2018, p. 3).

2.2.2. Escroto

Este 6rgano se encuentra cubierta de piel que sostiene y protege los testiculos. Tiene una cantidad
grande de glandulas sebaceas y sudoriparas para controlar la temperatura del escroto y funcionar
correctamente en el ovino macho, asi como en otras especies, deben mantener los testiculos a una

temperatura mas baja que el resto del cuerpo, lo cual facilitara al escroto regular la temperatura
de los testiculos (Mufioz, 2019, p. 13).

2.2.3. Epididimo

Segun (Genovese, 2014, p. 10), el epididimo estd ubicado dentro de la bolsa escrotal en la parte
principal del testiculo del ovino, estd compuesto por la cabeza, cuerpo y cola, su funcion principal
es proteger, transportar y maduracion de los espermatozoides.

2.2.4. Conducto deferente

Es un conducto pequefio que tiene regularmente forma de cilindro, esta situado en la cola del
epididimo finalizando en la uretra, conectan el epididimo con los conductos eyaculatorios

interviniendo el recorrido del esperma entre éstos, es el encargado de Transporte y

almacenamiento de espermatozoides (Galota, 2019, p. 21).



2.2.5. Uretra

De acuerdo (Reinoso, 2014, pag. 18), menciona a la uretra como un 6rgano urogenital que conduce
orina y semen, estd compuesto por dos partes; la parte pelviana y la peniana, la parte pelviana es
donde se encuentra la uretra en la parte del piso pélvico y la parte peniana la cual esta contenida

por una capa de tejido eréctil juntas tienen como funcién excretora y reproductiva en el macho.

2.2.6. Pene

Es el drgano copulador del macho de tipo fibroelastico, rico en tejido cavernoso y eréctil,
constituido por un extremo libre llamado glande, un cuerpo intermedio y una raiz, cubierto
externamente por el prepucio, cuando se encuentra en estado de ereccion el pene cumpliré con la
funcion de la eyaculacion donde este se encarga de alojar el semen en el 6rgano reproductor de la
hembra (NUiiez, 2018, p. 5).

2.2.7. Glandulas accesorias

Las glandulas accesorias estan compuestas por un grupo de secreciones exocrinas que aportan en
su mayoria del plasma seminal, rico en hidratos de carbono, citratos, proteinas, aminoacidos,
enzimas, vitaminas hidrosolubles y sustancias minerales. El plasma seminal es un medio acuoso
particularmente apropiado para el desarrollo de las funciones vitales de los espermatozoides
(Mufioz, 2019, p. 5).

2.3. Sistema regulador del aparato reproductor del macho

De acuerdo con (Mufioz, 2019, p. 20), el sistema reproductivo masculino de los mamiferos esta
basado de un complicado sistema de retroalimentacién que involucra al hipotalamo, la hipofisis
anterior y los testiculos, ABP, proteina fijadora de andrégenos, proteina fijadora de andrégenos y
testosterona, Estrogeno, Hormona estimulante del foliculo, Gonadotropina, Testosterona y
Hormona luteinizante. Todas estas hormonas cumplen diferentes funciones en el macho como
generacion del livido, espermatogénesis, mantencion del aparato reproductivo, formacion de

glandulas accesorias etc...
2.3.1.  Glandula pineal
Citando a (Roa, 2018, p. 4), la funcion de la glandula pineal es la secrecion de hormonas,

especialmente la melatonina; que se libera en funcion de la presencia de estimulos del medio
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exterior a través de cambios de luz; que actdan claramente en la actividad del pinealocito,
impulsando en los periodos oscuros para la secrecion de melatonina, en el ganado ovino la
melatonina es una hormona que tiene relevancia al momento de que el macho realice la
reproduccién ya que debido a las variaciones de luz que puede tener el afio va depender de la

accion reproductiva del ovino.

2.3.2. Espermatogénesis

La espermatogénesis es donde principalmente se van a producir los espermatozoides dicha accion
se realizara en los testiculos del macho, antes de que se produzca la pubertad, la diferenciacion
celular se manifiesta primero por la presencia de espermatocitos primarios, que generalmente
degeneran a la fase de paquiteno debido a que no existe produccién hormonal. A medida que se
acerca la pubertad, las espermatogonias comienzan a multiplicarse rapidamente, mientras que en
el espacio intersticial las células mesenquimales también comienzan a diversificarse, dando lugar
a las células de Leydig, existen tres fases en la formacion de espermatozoides: génesis de

espermatocitos, mitosis, meiosis, y maduracion (Lozana, 2016, p. 27).

2.4, Estructura del espermatozoide

2.4.1. Cabeza

Desde un punto de vista de (Sandoval, 2007, p. 107), la cabeza del espermatozoide tiene una cabeza
en forma de ovalo y mide aproximadamente entre 5 a 8 micras, consta de estructuras importantes
como el acrosoma y el nicleo donde alojan el material genético de la especie el cual es

responsable del aporte hereditario.

2.4.2. Acrosoma

De acuerdo con (Espejo, 2019, p. 4), el acrosoma se encuentra ubicado en la cabeza del
espermatozoide, posee enzimas hidroliticas y proteoliticas para la incrustacion del semen en la

fertilizacion.

2.4.3. Nducleo

Se encuentra en la cabeza del espermatozoide y es donde quedan condensados la mitad del nimero

de cromosomas de la especie o la mitad informacidn genética del futuro embrion. Esta parte es la

Unica parte que penetra en el dvulo y por lo tanto es la parte mas importante del esperma. Su
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principal papel es fusionarse con el nucleo del dvulo para completar la composicidn genética de

la nueva especie al nacer (Espejo, 2019, p. 4).

En la ilustracién 2-2 se observa la estructura del espermatozoide.

Cabeza |
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mitocondrial ) Centnolos

Mitocondrias

Filamento axial

Vaina librosa
iCola
- El filamento axial
e '.'-'. contienc la

== ordenacion de
microtubulos (9 +
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Membrana celular

\ I
A Picza terminal

llustracion 2-2: Esquema de la estructura del espermatozoide.

Fuente: (Valdéz, 2013, p. 22)

24.4. Cola

Segun (Espejo, 2019, p. 3), la funcidn principal es permitir la movilidad espermatica mediante su
movimiento ondeante el cual permitird impulsar al espermatozoide hacia el dvulo. La cola de los
espermatozoides puede tomar ciertos defectos los cuales son; cola corta, cola doble, cola
enrollada, cola en forma de horquilla, cola doblada, cola gruesa e incluso rota, esto dependera de

la calidad de semen que se recolecte de la especie y posteriormente se analice en el laboratorio.

2.4.5. Membrana plasmatica del espermatozoide

La membrana plasmatica del semen es una estructura maltiple y dindmica que representa cinco
comandos distintos: acrosoma, segmento ecuatorial, region post acrosémica, pieza intermedia y
cola, adicional; interviene en el reconocimiento y transporte de moléculas con funciones
especificas que permiten al espermatozoide se adapte a su metabolismo a su espacio proximo, el

cual ayuda a reconocer al 6vulo en la reproduccion (Rubio, 2009, p. 2).



Otros pensadores (Salviano, 2011, p. 6), describen a la membrana plasmatica el cual esta contenido
principalmente por: lipidos, proteinas y principalmente por fosfolipidos, colesterol y gllcidos. La
membrana posee como base una doble capa de fosfolipidos y este varia de acuerdo con cada
especie y estado fisiologico que presente. Los espermatozoides que posee todo mamifero estan
compuestos de membrana plasmatica el cual rodeara al espermatozoide desde la cabeza hasta el

flagelo.

2.4.6. Problemas en la membrana plasméatica en el proceso de congelacion

Los problemas que pueden reaparecer en la membrana plasmética del espermatozoide estan
relacionados principalmente con el proceso de congelacion y descongelacion del liquido seminal,
lo que afecta significativamente la integridad estructural y funcional de los dominios de estas
membranas, provocando un efecto de contaminacion que empeora los resultados. de la evaluacion

de la motilidad, descongelacion de viabilidad y viabilidad de espermatozoides (Rubio, 2009, p. 4)

2.5. Métodos de recoleccién de semen en ovinos

2.5.1. Vagina artificial

El método de la vagina artificial es el método més utilizado para obtener semen en ovejas. Esta
compuesto por un tubo cilindrico de goma recubierto interiormente por una capa de latex unida a
un cono también de latex, el cual se conecta a un tubo de recoleccidn puede ser de vidrio o plastico
en el cual se alojara la muestra de semen. El espacio que existe entre el tubo de goma y la funda
se llena con agua caliente a una temperatura de 50 grados Celsius aproximadamente, lo que genera
presion y temperatura en el pene del macho de la especie que se recolecta el semen en este caso
el ovino. El método de la vagina artificial tiene ventajas y desventajas. Entre los primordiales
estan su parecido con la copula o monta natural, y la habilidad facil de su aplicacion; Las
desventajas incluyen la necesidad del acondicionamiento del macho durante un tiempo, el cual
debe recibir un entrenamiento previo para se acostumbren al uso, cuya duracion depende del
carnero. El otro inconveniente es que con cierta frecuencia se observa la imposibilidad de la
recoleccion de material genético cuando el animal tiene dificultades fisicas o psiquicas el cual
van a impedir la actividad de recoleccién (Ledesma, 2012, p. 40).

En la ilustracion 3-2 se visualiza la vagina artificial que se usa en la recoleccién de semen en

ovinos.



llustracion 2-3: Vagina Artificial usado en ovinos/caprinos.
Fuente: (INIA, 2018, p. 2).

2.5.2. Electro eyaculador

Este método esta asociado con un aparato en forma cilindrica, el cual se introduce en el recto del
macho, dicho objeto tiene 3 electrodos que guia los pulsos de voltaje. El objeto se encaja en el
recto del animal con los electrodos orientados hacia la zona abdominal, los pulsos de mayor
voltaje estimulan los nervios sensitivos y las glandulas vesiculares, lo que provoca la polucion.
Las desventajas incluyen una menor eficiencia en la recoleccion de esperma, debido a un posible
contacto con orina, porque la estimulacion eléctrica puede causar un reflejo y hacer que el animal
orine. Ademas, el uso inadecuado del equipo puede provocar un dafio eyaculatorio por la

mordacidad de la técnica o por una escasa estimulacion de la mucosa rectal (Ledesma, 2012, p. 41).

En la ilustracién 4-2 se muestra el uso del electro eyaculador en el carnero.

llustracion 2-4: Electro eyaculador aplicado en un ovino
Fuente: (PROPEA, 2022, p. 11)
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2.6. Criopreservacion de semen

La criopreservacion de semen es un método que permite conservar el material genético durante
largos periodos de tiempo. Esta tecnologia es una alternativa al establecimiento de bancos de
genes para mantener la biodiversidad y asegurar la preservacion de las especies. Durante el
proceso de criopreservacion, los espermatozoides estdn expuestos a varias condiciones
desfavorables, haciéndolos susceptibles al choque térmico y al estrés osmotico, estan condiciones
puede provocar varios cambios estructurales y funcionales en los espermatozoides e incluso dafiar

la motilidad y las membranas de los espermatozoides (Guerrero, 2009, p. 14).

2.6.1. Diluyentey sustancias crio protectoras

Cuando se congela los espermatozoides estos para su supervivencia y prolongar el tiempo de vida
necesitan de una dilucién, dicha dilucion de semen se elabora por motivos técnico, practico y
biol6gico (Ledesma, 2012, p. 48).

2.6.2. Funciones de los diluyentes en la criopreservacion de semen

Segun (Ledesma, 2012, p. 55) los diluyentes tienen las siguientes funciones.

o  Ampliar el volumen del semen para que pueda ser utilizado en inseminaciones multiples,
aprovechando mejor los sementales.

e  Prolongacion de la vida media de ESPZ eyaculado.

o Proteger a los espermatozoides del golpe de frio.

o Mantener una presién osmotica y un equilibrio electroliticos adecuados.

e  Proporcionar nutrientes como fuente de energia.

o Mantener un equilibrio de pH adecuado.

o Evite el crecimiento bacteriano agregando antibidticos al diluyente.

2.6.3. Diluyentes para la conservacion de semen ovino

Los diluyentes para la preservacion de semen ovino en estado fresco se subordinan en diluyentes
naturales y los diluyentes que provienen de cualquier casa comercial. Los primeros contienen al
menos un componente de origen natural, mientras que los sintéticos no tienen ningun ingrediente
natural y siempre se conoce con precision su composicion. Los diluyentes naturales incluyen

leche entera, leche de vaca desnatada, en polvo o tratada a temperatura muy alta o yema de huevo,
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gue generalmente su funcion principal es la proteccion de la membrana del espermatozoide. Los
diluyentes sintéticos contienen un tampén de pH, generalmente tris-[hidroximetil] aminometano
y citrato. Tris es un compuesto alcalino que debe asociarse con citrato para mantener la viabilidad
de los espermatozoides. Estos diluyentes también contienen una fuente de energia como glucosa

o fructosa, y un crioprotector como el glicerol (Ledesma, 2012, p. 49).

2.6.4. Manipulacién y almacenamiento de semen congelado

Las pajillas se almacenan en la porta pajuelas identificados anteriormente en las cestas del termo
de nitrogeno liquido. Las pajillas se almacenan en cestas con elevadores. Se encomienda usar un
tapon totalmente seco para acondicionar las pajillas en las cestas. Durante el almacenamiento en
el periodo de congelacion de semen, es importante controlar periédicamente cada 8 o cada 15 dias
para controlar el nivel de nitrégeno liquido en el termo, asumiendo que no debe estar por debajo
de los 10 cm. Al manipular el semen en el termo, es importante no levantar las cestas por encima

de la boca del termo ya que podria dafiarse el material genético (Cueto, 2018, p. 22).

2.6.5. Ciclodextrina

Las ciclodextrinas son moléculas que forman oligosacaridos ciclicos con unidades de 6, 7 y 8 D-
glucosa unidas mediante enlaces glicosidicos a-1-4, denominadas ciclodextrinas a, B y y
respectivamente, Gltimamente reconocidas como excipientes para uso farmacéutico. Su estructura
molecular es hidréfila por fuera y relativamente lipofilica por dentro y, de acuerdo con estas
caracteristicas, son capaces de formar complejos de inclusion mediante enlaces no covalentes,
gue estabilizan una amplia variedad de moléculas tanto en medios liquidos como sélidos,
especialmente las ciclodextrinas, en las que se pueden insertar cavidades de partes 0 moléculas

completas (Espinosa, 2005, p. 4).

En la ilustracion 5-2 se observa la estructura de la ciclodextrina.

llustracién 2-5: Ciclodextrina
Fuente: (Ldpez, 2011, p. 6)
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Las ciclodextrinas son conocidas como la reina de la encapsulacién molecular al ser una molécula
muy simple se puede obtener de forma natural a través de enzimas microbianas, tienen forma de
un anillo troncoconico, esta peculiar representacion permite encapsular una gran variedad de
moléculas organicas e inorganicas, se denominan moléculas huésped ya que se encuentra dentro

de su estructura interna (Lopez, 2011, p. 8).

2.6.6. Relacion fosfolipido/colesterol en el semen

La membrana esta compuesta por una bicapa lipidica que consta de varios tipos de fosfolipidos,
proteinas integrales y colesterol. Cada especie de fosfolipido tiene una temperatura de transicion
de fase diferente. Cuando la membrana experimenta una disminucién de la temperatura, se
produce un cambio en la fase de fosfolipidos de la fase de cristal liquido a la fase de gel y las
cadenas de acidos grasos que la componen se vuelven rigidas y paralelas. Cuando la membrana
vuelve a su temperatura inicial, los fosfolipidos vuelven a su estado liquido, pero ni estos ni las
proteinas vuelven a sus ubicaciones originales, lo que provoca un cambio en la funcién de la
membrana plasmaética. En consecuencia, se observa un aumento de la permeabilidad a los cationes
y al agua, alteraciones en los procesos de difusién que involucran a las proteinas integrales,
disminucién de la actividad de las enzimas asociadas a la membrana, etc. El colesterol modula la
fluidez de la membrana: por encima de la temperatura de transicion de los lipidos que forman la
membrana, el colesterol disminuye la fluidez de la membrana, mientras que cuando la temperatura

desciende por debajo de la temperatura de transicion, el colesterol tiene el efecto contrario
(Guerrero, 2009, p. 23).

2.7. Evaluacién del semen ovino en la pre-congelacion (pruebas macroscépicas)

2.7.1. Volumen

El volumen va a depender del método de recoleccién y de las condiciones fisioldgicas del carnero.
El semen estd compuesto por las secreciones de varias glandulas. Los testiculos y el epididimo
aportan Unicamente con el 5% del contenido principalmente compuesto por espermatozoides y
testosterona, mientras que las glandulas del aparato reproductor masculino que producen una
parte del semen aportan entre el 46% y el 80% cuyas enzimas son encargadas de la coagulacion
del semen y fructosa, la préstata entre el 13% y el 33% (sustancias diversas), incluido el antigeno
prostatico especifico implicado en la licuefaccion seminal y las glandulas bulbouretrales y
uretrales entre el 2%y el 5% (Toro, 2009 p. 4). El volumen del ovino macho adultos segun estudios

se han demostrado que consta de 0,5 a 2ml, a diferencia del ovino joven de 0,5 a 0,7 ml. De
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acuerdo con las investigaciones realizadas también se ha concluido que el mejor método de

extraccion y recoleccidn de semen es a través de la vagina artificial (valdéz, 2013, p. 30)

2.7.2. Olor

Segun (Castro, 2022, p. 32), el olor se caracteriza a uno peculiar y Unico, el material extraido
directamente desde un tubo de recoleccion puede tornarse con un aroma neutral, normal e incluso,
en caso de haberse contaminado la muestra esta se adhiere con el olor de la orina, si el animal se
encuentra en malas condiciones el olor cambiard a una putrefaccion dando como resultado un

animal enfermo.

2.7.3. Ph

El pH debe 7medirse en la primera hora después de la recoleccion de la eyaculacion. Para ello, se
aplica una gota de semen en el papel de pH y se toma la lectura en el lapso de 30 segundos. Los
resultados pueden variar y estar entre 7,2 'y 7,8. Valores de pH superiores a 7,8 indican infeccion
0 secreciones prostaticas anormales, mientras que valores inferiores a 6,5 0 7,0 en una muestra
sin espermatozoides indican obstruccion del conducto eyaculador, conductos congénitos o

anomalia bilateral. en caso de anomalias funcionales de las vesiculas seminales (Toro, 2009, p. 6)
2.8. Evaluacién del semen ovino en la pre-congelacion (pruebas microscopicas

2.8.1. Motilidad masal (%)

La motilidad masal del semen se evalUa por la fuerza del movimiento de las olas en una escala
subjetiva que va de 0 a 5 (0, minimo; 5, maximo). Para congelar la eyaculacion, se recomienda
gue esta masa tenga una movilidad de 4 o superior (Cueto, 2018, p. 9).

2.8.2. Motilidad individual (%)

Desde el punto de vista de (INTA, 2019, p. 9), la evaluacion de la motilidad espermatica individual
tiene como objetivo determinar el nimero de células con motilidad flagelar observadas en

diferentes campos de un portaobjetos del nimero total de espermatozoides en el eyaculado

obtenido con ayuda de un microscopio.
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2.83. Vitalidad (%)

El parametro de viabilidad de los espermatozoides es Util para determinar si los espermatozoides
inmaviles estan vivos o muertos. El porcentaje de espermatozoides vivos se puede determinar

mediante varios métodos, uno de los cuales es la tincién con eosina (Toro, 2009, p. 8).

2.8.4. Morfoanomalias (%)

La morfologia de los espermatozoides esta relacionada directamente con la motilidad, por lo
general, los espermatozoides en otro tipo de animales, como conejos, cerdos y ovejas, tienen
forma de cabeza ovalada de forma regular, y cuando esta sucia se aprecian zonas bien definidas

como la zona acrosomal cubre méas de un tercio cabeza y sub-acrosoma cubren toda la cabeza.
(Avalos, 2018, p. 10).

La morfologia espermética se realiza en el laboratorio donde el frotis se realiza tomando una gota
de la muestra de semen aplicando en el portaobjetos y seguidamente se aplica una solucién de
tincion, se deja secar, y la evaluacion de la morfologia se realiza bajo aceite de inmersion, los
espermatozoides se visualizan de un color violaceo, las anormalidades que generalmente se
muestran son: mal formacién de la cabeza, tamafio de la cabeza , doble cabeza, sin cola, cola

quebrada, cola enrollada (Gémez, 2018, p. 4).

2.9. Evaluacion Posto- Congelaciéon de semen (pruebas microscépicas)

2.9.1. Motilidad individual (%)

El porcentaje de motilidad progresiva son determinados después de la descongelacion del semen
del carnero y luego de 2 horas de incubacion, es necesario observar y examinar especificamente
los espermatozoides que se mueven en direccién vertical, los espermatozoides que transitan en
circulo o alrededor en un comportamiento inusual son espermatozoides que se consideran
anormales. La relacion que se muestra es el porcentaje de espermatozoides con la primera funcion

rectilinea del nimero total de espermatozoides normales siendo valor méas bajo es 50% (Gomez,
2018, p. 9).

2.9.2. Viabilidad espermética (%)

La viabilidad espermética es el factor mas importante y tiende a disminuir si hay problemas con

el almacenamiento de esperma. La vida del esperma después de la descongelacion suele ser
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delicada cuando la prueba muestra un alto nivel de contaminacion y organismos inespecificos,
aunque no pueden causar enfermedades reproductivas, pueden afectar el rendimiento de los

espermatozoides al competir con ellos por la obtencion de nutrientes y de oxigeno (Rubio, 2009, p.
6).

2.9.3. Integridad de la membrana (%)

La integridad de la membrana plasmaética ha sido uno de los parametros de la valoracion seminal
mas estudiados en cuanto a criopreservacion seminal, el papel que cumple es ser el responsable
de las interacciones celulares, metabolismo espermético e incluso esta involucrado en la
fecundacion permitiendo la capacitacion, la reaccion acrosomica y la funcién con el oocito, estas

actividades permiten y avalan la productividad del macho (Rubio, 2009, p. 5).

De acuerdo con (Guevara, 2013, p. 1) la integridad de la membrana del espermatozoide contribuye al
reconocimiento y transporte de moléculas, tiene funciones que aseguran la adaptacion del
metabolismo del espermatozoide al medio circulante, proporcionando un sistema molecular para
el reconocimiento del ovocito. De ello se deduce que durante el examen del espermatozoide se
presta gran atencion a la integridad de su MP, asi como a la membrana acrosomal (AM); la
posibilidad en algunos casos de examinarlos juntos o por separado usando tinciones blandas para

observar a traves de un microscopico.
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CAPITULO III
3. MARCO METODOLOGICO
3.1. Localizacién y duracién del experimento
El presente proyecto de investigacion se realizé dentro del proyecto PROPEA en la Estacion
Experimental Pastaza de la ESPOCH, ubicada en el Km. 34 via Puyo - Macas. Se encuentra en
las coordenadas, 01° 41°S 77°56’W, a una altitud de 1040 msnm. El trabajo experimental tuvo
una duracion de 8 semanas, en las cuales se realizaron las diferentes actividades como: seleccion
de los machos reproductores, acondicionamiento de los animales, analisis de las diferentes
variables, recoleccion y tabulacion de datos.

Las condiciones climéticas de la Estacion Experimental Pastaza se presentan en la tabla 1-3.

Tabla 3-1: Condiciones meteoroldgicas de la Estacion Experimental Pastaza

Parametros Valores
Temperatura, °C 17
Precipitacion 2233mm
Viento 6km/h

Fuente: (Pastaza, 2022).
Realizado por: Mullo, Sandra,2023.

3.2.Unidades experimentales

Para el desarrollo de la investigacion, se trabajo con un total de 24 unidades experimentales
(pajuelas evaluadas) las cuales fueron tomadas de los 4 tratamientos y 3 repeticiones realizadas
por las 2 razas Blackbelly y Pelibuey.

3.3. Materiales, Equipos e Insumos

3.3.1. Materiales

. Overol

. Tijera

. Papel aluminio

. Guantes de nitrilo
. Botas
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3.3.2.

3.3.3.

Papel Desechable
Esferos
Libreta de apuntes

Vagina artificial

Materiales de laboratorio

Placas cubre objetos

Placas porta objetos

Caja Petri de vidrio

Cémara de Neubauer

Balon volumétrico de 100ml
Micropipetas (0 — 10 pL; 100 — 1000 pL)
Pipetas pasteur

Papel Absorvente

Papel tornasol o pH

Tubos de ensayo

Vaso de precipitacién de 50 y 100 ml
Pajuelas para envasar semen

Alcohol polivinilo

Goblets

Tanque de nitrégeno liquido

Jeringas de 1y 10ml

Equipos

Balanza analitica

Microscopio 6ptico

Placa calefactora

Computadora

Temporizador

Vortex

Bafio Maria

Horno calibrado a 37 grados centigrados

Termometro
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3.3.4. Insumos

. Diluyente Triladyl

. Glucosa

. Acido citrico

. TRIS

. Cloroformo

. Colesterol

. Ciclodextrina

. Metanol

. Colorante eosina nigrosina
. Agua bidestilada

. Yemas de huevo frescos

3.4. Tratamientos y disefio experimental

En el presente estudio se utilizd6 un macho reproductor de la raza Pelibuey y uno de la raza
Blackbelly, se extrajo el semen de los ovinos seleccionados, el mismo que fue evaluado macro y
microscOpicamente para determinar si es factible procesar, se utilizé un disefio completamente al
azar con arreglo combinatorio de factores, en donde el factor A fue la raza de los ovinos y el factor
B fueron las dosis de Complejo Colesterol Ciclodextrina (CLC) (0, 0,5; 1,0y 1,5 mg/120 millones
de espermatozoides), se evaluaron 3 repeticiones (pajillas) por tratamiento, las cuales se ajustaron

al siguiente modelo lineal aditivo:

Yij = p + Ai + Bj + ABij + €ijk
Donde:
Yij: Valor estimado de la variable.
M: Media general.
Ai: Efecto de las razas de ovinos.
Bj: Efecto de las dosis de CLC
ABIj: efeto de la interaccion entre AB

Eijk: efeto de la aleatorizacion

A continuacién, en las Tabla 2-3 se muestra el esquema del experimento.
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Tabla 3-2: Esquema del experimento

Raza Diluyente + (CLC) Codigo REP (N° de pajuelas) | TUE* | TOTAL
Pelibuey Diluyente +0 mg PCLCO 3 3
Pelibuey Diluyente +0,5 mg PCLCO05 |3 1 3
Pelibuey Diluyente +1 mg PCLC10 |3 1 3
Pelibuey Diluyente +1,5 mg PCLC15 |3 1 3
Blackbelly Diluyente + 0 mg BCLCO 3 1 3
Blackbelly Diluyente + 0,5 mg BCLC05 | 3 1 3
Blackbelly Diluyente +1,0mg BCLC1,0 | 3 1 3
Blackbelly Diluyente +1,5mg BCLC15 | 3 1 3
24 24

TUE: Tamafio de la unidad experimental
Realizado por: Mullo, Sandra, 2023.

3.5. Mediciones experimentales

3.5.1. Evaluacion macroscépica pre- congelacién (semen fresco)

Aspecto

Volumen del eyaculado (ml)
Color

Olor

e Ph

3.5.2. Evaluacion microscopica pre- congelacion

Motilidad masal (puntos).
Motilidad individual (%).
Vitalidad (%).

Concentracion espermatica (millones spz/ml).
Morfologia (%).

3.5.3. Evaluacion post-congelacion

Motilidad individual (%)

Viabilidad espermatica (%)

Integridad de la membrana (%)
Morfologia (%)
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3.5.4. Determinacion de costos

e Total $ por cada tratamiento

3.6. Andlisis estadistico y pruebas de significancia

« En las variables macroscépicas de semen fresco pre-congelacion como volumen de eyaculado
y pH del eyaculado se utilizo la estadistica descriptiva (media y desviacién estandar).
« Para las variables microscépicas de semen fresco pre-congelacion (motilidad masal, motilidad
individual, vitalidad, concentracion espermética, morfoanomalias) se utiliz6 la media.
« Para las variables post congelacion de semen criopreservado se utiliz6 la separacién de medias

a través de la prueba de Tukey de p<0,05.

En la tabla 3-3 se observa el esquema del ADEVA.

Tabla 3-3: Esquema del ADEVA

Fuente de variacion Grados de Libertad
Total 23
Razas 1
Niveles de CLC 3
Interaccion AB 3
Error experimental 16

Realizado por: Mullo, Sandra, 2023.

3.7.Procedimiento experimental

3.7.1. Seleccion, preparacion, elaboracion de CLC y extraccion de semen ovino

e Seleccion de los reproductores: Los dos machos reproductores fueron previamente
seleccionados en base a los registros de produccion y reproduccién para el presente trabajo
experimental.

e Preparacion del reproductor: Seleccionados a los reproductores que se utilizaron en el
trabajo investigativo se procedid a la preparacion mediante la administracion de productos
que garanticen la calidad del eyaculado para obtener un eyaculado de excelente calidad y

adecuado para su posterior analisis.

21



e Elaboracidn de la Ciclodextrina Cargada de Colesterol

e Enun tubo de ensayo se afiadié 1ml de cloroformo +200mg de colesterol se homogeniza la
solucion con ayuda de un vértex.

e Enun tubo de ensayo se afiadié 2 ml de metanol + 1 gramo de ciclodextrina se homogeniza
la solucién con ayuda de un vértex.

e Del tubo de ensayo de: CHCI3 +200mg de C27H460 se extrajo 450 pL de la solucion y se
pasa al tubo de ensayo de: CH3OH + ciclodextrina el cual se mezcld con la ayuda de un
volrtex se homogeniza la solucion.

e Del tubo de ensayo de la solucidn final se colocé en una caja PETRY de vidrio y dejo incubar
de 24 ha 48 horas en un horno a 36 — 37 grados centigrados.

e Preparacion del medio TALP: En un balén de 100 ml se afiadié 50 ml de agua bidestilada, a
continuacion, se afiadié 2.27 g de TRIS, 1.19G de acido citrico y 0.36g de glucosa se disolvio
bien la mezcla hasta obtener una solucién completamente homogénea.

e Extraccion de semen: Se incorpor6 a los reproductores de las dos razas Pelibuey y
Blackbelly a un corral con las hembras en celo para posteriormente extraer el semen con
ayuda de una vagina artificial la cual contendrd agua a 60 grados Celsius, se utiliz6 un
lubricante no espermicida, el material seminal se colect6 en un tubo falcon. Las ovejas fueron

previamente sincronizadas mediante la administracion de benzoato de estradiol.

3.8. Metodologia de la evaluacion

3.8.1. Evaluacion macroscopica pre-congelacion

e Aspecto: Dicho analisis se visualizo el semen en el estado que se encontrd, el semen puede
presentar 2 aspectos ya sea normal (granuloso) o anormal (liquido).

e Volumen del eyaculado (ml): Se utilizé un tubo graduado donde el valor se determiné a
través de la lectura directa expresada en mililitros (ml).

e Color: Se evalu6 por medio de la visualizacién directa del eyaculado dentro del tubo colector
basado en los siguientes criterios: Blanco cremoso, blanco lechoso, transparente o
translucido.

e Ph: Con papel tornasol se evalu6 un Ph en donde se sumergi6 el papel en el eyaculado

considerando un Ph normal, entre 6,2y 6,8.
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3.8.2. Evaluacion microscopica pre-congelacion

3.8.2.1. Motilidad masal (puntos)

Para la evaluacién de la motilidad masal se tom6 una microgota (5 pL) de semen fresco la cual
se incorpor6 sobre una placa porta objetos a una temperada de 37°C, se observé sin colocar el
cubreobjetos con un lente de 10x para determinar este pardmetro. La escala de medicion
correspondi6 al movimiento en masa de los espermatozoides en donde si se visualiz6 movimiento
en ondas y vigorosidad se calificd con una puntuacion de 5, pero si demostr6 lo contrario la

puntuacion ira disminuyendo.

3.8.2.2. Motilidad individual (%)

Para la evaluacion de la motilidad individual se tom6 una muestra con ayuda de una micropipeta
limpia, 1 microgota (5 pL) de semen ovino fresco en una solucion isoténica de NaCl- al 0,9%
misma que se coloco sobre un portaobjetos a una temperatura de 37°C y seré cubierta con un
cubreobjetos; la observacion se realiz6 en un microscopio 6ptico con un aumento de 40X, para la
estimacion se evalu6 si mas de la mitad de los espermatozoides que hay en el campo poseen
movimiento o no, se observo espermatozoides que presentaron un movimiento en forma rectilinea
alos cuales se los considerd normales, caso contrario los que se muevan en circulo se consideraron

anormales.

El porcentaje se obtuvo de los espermatozoides con movimiento rectilineo progresivo sobre el
total de los espermatozoides observados en la placa, valores a ser comparados con la siguiente

escala de 0 a 100% como se observa en la Tabla 4-3.

Tabla 3-4: Valoracion de la Motilidad Individual Progresiva segun la Sociedad Americana de
Theriogenologia

Clasificacion Motilidad progresiva individual Valor %
Pobre Muy lento y errético <50
Aceptable Lineal lento y generalizado 60-70
Bueno Lineal moderadamente rapido 70-80
Muy bueno Lineal rapido 80-100

Fuente: (Mancheno, Andrés, 2021).
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3.8.2.3. Vitalidad (%)

Para establecer la viabilidad espermaética se utilizo la técnica con tincion de (eosina-nigrosina)
misma que radico en agregar 10 pL de la tintura sobre 10 pL de la muestra de semen puro en un
portaobjetos con una temperatura previa de 37°C, luego se procedié a mezclar bien y reposar un
minuto, posteriormente se realizé un frotis para finalmente dejar secar. La muestra se visualizd
en un microscopio a un aumento de 100X, contando un minimo de 100 espermatozoides en

diferentes campos del portaobjetos.

Los espermatozoides con cabeza roja o rosa oscuro fueron considerados muertos ya que
posiblemente tienen la membrana obstruida, mientras espermatozoides con cabeza blanca o rosa

claro fueron tomados como vivos es decir tienen una membrana sana.

El resultado sera expresado como porcentaje y por determinacion subjetiva se calculara mediante

la siguiente relacion:

Numero de espermatozoides muertos *100

Viabilidad espermatica (%) =
p ( A)) Numero de espermatozoides vivos

3.8.2.4. Concentracién espermatica (millones spz/ml)

La concentracion espermatica se calculé mediante la cdAmara de contaje celular neubauer, donde
se recolect6 en un tubo eppendorf de 2ml y se coloc agua destilada, a continuacién, elaboré una
dilucion 1:400 en relacion semen/agua destilada, se recogi6é una microgota de esta dilucion y se

afiadio en la camara de neubauer para realizar el conteo.

Se contaran 5 cuadros como se muestra en la ilustracién 1-3.

e
SEE SEE
.

\

llustracion 3-1: Camara de contaje celular neubauer.
Fuente: (Mancheno, Andrés, 2021).
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Una vez realizado el conteo de espermatozoides en los 5 cuadros se aplicara la siguiente formula:

millones)

Concentracién spz ( = spz contados * 5 * 10 x 10 * 1000 * 400

ml

En donde:

# spz contados: Total de espermatozoides contados en los 5 cuadros
5: numero de cuadros contabilizados

10: profundidad en milimetros de la cAmara

1000: factor de transformacion de microlitros a mililitros

400: factor de dilucion
3.8.2.5. Morfoanomalias (%)

Para determinar esta variable se usé la misma placa del analisis de viabilidad espermaética en
donde se observd la estructura espermatica con un aumento de 100X, para ello se contabilizaron
las células sin rarezas y tomadas como normales, cuando la cabeza y flagelo son regulares, y
como anormales las que tienen alguna de las siguientes caracteristicas: cabezas muy grandes o
muy pequefias, doble cabeza, flagelos doblados, flagelos enrollados, flagelos maltiples o sin
flagelo, también es comun encontrar espermatozoides con presencia de gota citoplasmatica

proximal o distal.

Se contaran un total de 100 espermatozoides por campo y se utilizara la siguiente férmula para

transformarlo a porcentaje.

Numero de espermatozoides anormales 00

Morfoanomalias (%) =
f ( /0) Numero de espermatozoides normales

3.8.2.6. Pre-dilucion del semen

Una vez extraido el semen se elabor6 una primera dilucién 1:1 (vol: vol) en donde al mismo

volumen de eyaculado se le agreg0 el diluyente previamente preparado y a la misma temperatura.

Dilucién del semen: Realizados los calculos de nimero de espermatozoides viables y nimero de

dosis se procedio a la dilucion final del semen con el diluyente previamente preparado.
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3.8.2.7. Estabilizacion y acondicionamiento de los espermatozoides

La estabilizacion y acondicionamiento de los espermatozoides radicd en ofrecer a la célula el
tiempo y un ambiente apto para que ésta elimine toda el agua intracelular y la sustituya por el
diluyente, con el proposito de que al instante de la congelacién y descongelacion no se formen
cristales de hielo los cuales abririan la membrana celular deteriorando asi al espermatozoide. Para
esto se conservé la muestra de semen diluido a temperatura ambiente (14 — 20 oC) y bajo luz
Ultravioleta durante un tiempo de 45 minutos.

3.8.2.8. Envasado y sellado de pajillas

Una vez diluido que el semen se encontré completamente diluido se realizé el envasarlo en pajillas
de 0.25 ml, el envasado se ejecutd con la ayuda de una jeringa de insulina para posteriormente
con la ayuda de otra jeringa sacar un poco de semen de la pajilla con el objetivo de dejar una
burbuja de aire para impedir que esta reviente al instante de la descongelacion y se sellaran con
alcohol polivinilo. Esta diligencia se la cumpli6 a temperatura ambiente que oscilara entre los 16
y 24 °C.

3.8.2.9. Curvas de temperatura

Las curvas de temperatura tuvieron como objetivo el descenso controlado y lento de la
temperatura para que la célula espermatica no tenga cambios violentos de la misma, dichas curvas
iniciaran reduciendo la temperatura de 20 °C a 5 °C en 30 minutos (velocidad: -0.5 °C/min) a
través de la adicion de hielo en un cooler con agua. Una vez que se logro la temperatura deseada
se metieron las pajillas en una cdmara de enfriamiento por un periodo de 4 horas a una temperatura

de 4 °C para mantener un equilibrio perfecto.

3.8.2.10. Congelacion

La congelacion se elabor6 mediante vapores de nitrégeno liquido ubicando las pajillas en un rack
con capacidad de 50 pajillas dentro de un cooler en el cual se afiadié 2 cm de nitrdgeno liquido.
El descenso de temperatura se hizo en relacion con los siguientes valores y tiempos: primer
descenso de 4 °C a -6 °C en 10 minutos (velocidad -1 °C/min), esto se consigui6 poniendo el rack
a 6 cm del nitrogeno liquido. Segundo descenso de -6 °C a -196 °C en 4 minutos (velocidad -
47.50 °C/min), esto se logré colocando el rack a 2 cm del nitrogeno liquido. Realizado este

descenso se empaparon las pajillas en el nitrogeno liquido del cooler para su enfriamiento.
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3.8.3. Evaluacion espermatica del semen post congelacion

3.8.3.1. Motilidad individual (%)

e Se utilizé un microscopio Optico (aumento 40X) a una temperatura de 37°C en donde el semen
fue diluido en una solucidn isotonica de NaCl- al 0,9%, para poder observar individualmente
a los espermatozoides.

e Enlaevaluacion de lamotilidad individual de los espermatozoides se apreciaron el porcentaje
de células espermaticas con movimiento progresivo lineal (MPL), para ello, se recogi6 con
una micropipeta (esterilizada), 1 gota (de 10 pL) del semen diluido mismo que fue ubicado
sobre un portaobjeto a temperatura de 37°C y protegido con un cubreobjetos; el analisis se
hard en un microscopio a 40X, para la estimacién se evalu6 si mas del 50% de los
espermatozoides que hay en el campo poseen movimiento o no, ahi se observé los
espermatozoides que se mueven en forma rectilinea a los cuales se los denominaron
normales, caso contrario si los espermatozoides se mueven en circulo se nombran anormales.

e El porcentaje de los espermatozoides se calcula con el movimiento rectilineo progresivo sobre
el total de los espermatozoides visualizados en la placa, valores a ser comparados con la
siguiente escala de 0 a 100%.

3.8.3.2. Viabilidad espermética (%)

e Para establecer la viabilidad espermaética se utilizé la tincion de (eosina- nigrosina) misma
que radico en afiadir 10 pul de Eosina G (colorante rojo) sobre 10 pl de la muestra de esperma
en un portaobjetos temperado a 37°C se mezcld6 muy bien para luego agregar 10 ul de
Nigrosina (colorante negro) y homogenizarla nuevamente y dejar en reposo durante 1 minuto,
se realizo finalmente el frotis y se dej6 secar al aire.

e La muestra se visualizd6 en un microscopio a 100X, contando un minimo de 100
espermatozoides en diferentes campos del portaobjetos.

e Los espermatozoides con cabeza roja 0 rosa oscuro son considerados muertos mientras
espermatozoides con cabeza blanca o rosa claro son denominados como vivos.

e El resultado fue mencionado como porcentaje y por determinacion subjetiva y se calculd

mediante la siguiente relacion.

. iy . Numero de espermatozoides muertos
Viabilidad espermatica (%) = — L4 - - *100
Numero de espermatozoides vivos

27



3.8.3.3. Integridad de la membrana

e Para la evaluacidn de esta variable se tomé como referencia el test Hipoosmotico (HOST) en
el cual se elabord una solucidn de fructosa al 2.7% (solucién A) y una solucién de Citrato de
sodio 1.47% (solucion B).

e El medio hipoosmotico se elaboro al instante de utilizar, mezclando 0.5 ml de solucién A con
0.5 ml de solucion B, al que se agregara 0.1 ml de semen descongelado. Esta mezcla se dejé
incubar durante 20 minutos a 37 °C.

o Finalmente se afiadi6 10 pL de la mezcla incubada entre porta y cubreobjetos, y se visualizd
en un microscopio con contraste de fases en donde se contabiliz6 como minimo 100
espermatozoides y se concluy6 el nimero de espermatozoides con membrana funcional (colas
y/o segmento intercalar hinchados y enrollados), y el nimero de espermatozoides con
membrana deteriorada (cola y/o segmento intercalar recto, delgado y sin enrollamiento.

Los resultados se expresaran en porcentaje de reaccion total de espermatozoides con membrana

funcional utilizando la siguiente férmula:

A

100
A+B

Int. Membrana =

En donde:

Int. Memb= Integridad de membrana (por ciento).

A = NUumero de espermatozoides con end6smosis positiva.
B = NUmero de espermatozoides con enddésmaosis negativa.

A + B = N° total de espermatozoides contabilizados (100 espermatozoides).

Se considerara una muestra normal de semen si méas del 60 % experimentan hinchazoén de la cola

y menos del 50 % se considerara anormal.

3.8.3.4. Morfoanomalias (%)

Para determinar esta variable se realiz6 de la misma metodologia en el cual se calculd la
morfologia en la pre congelacion , donde se us6 la misma placa del andlisis de viabilidad
espermatica, se observé la estructura espermatica con un aumento de 100X, para ello se
contabilizé las células sin anomalias mismas que seran clasificadas como normales cuando la
cabezay flagelo son normales, y como anormales aquellos que mostraron alguna de las siguientes

clases de morfoanomalias: cabezas muy grandes, cabezas muy pequefias, doble cabeza,
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flagelos doblados, flagelos enrollados, flagelos multiples o sin flagelo, también es comun
encontrar espermatozoides con presencia de gota citoplasmatica proximal o distal. Se contaran un
total de 100 espermatozoides por campo y se utilizara la siguiente formula para transformarlo a
porcentaje:

. Numero de espermatozoides anormales
Morfoanomalias (%) = — P : *100
Numero de espermatozoides normales

3.8.3.5. Determinacion de costos

Se determiné el valor de los todos los materiales que se utilizaron en cada tratamiento en la

investigacion para determinar el valor total.
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CAPITULO IV

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.Valoracion macro y microscopica del semen ovino de la raza Pelibuey y Blackbelly pre-

congelacién en la Estacién Experimental Pastaza

4.1.1. Valoracion macroscépica

4.1.1.1. Volumen

Para la variable del volumen del eyaculado de semen ovino de las razas Pelibuey y Blackbelly se
obtuvieron valores de 1,6 +/- 0,282 ml y 1,35 +/- 0,070 ml y respectivamente. A pesar de los
valores reportados (Ramirez, 2020, p. 8) obtuvo eyaculados de 0.5 a 2.0 ml existiendo una variacién
debido a la edad, tamafio, condicion corporal de los animales seleccionados en su investigacion.
Segun (Cueto, 2018, p. 9), menciona que el volumen de semen recolectado mediante una vagina
artificial, generalmente se obtiene un promedio de eyaculado aproximadamente 1ml existiendo
rangos de 0,7-3ml, este va de acuerdo las condiciones fisioldgicas y reproductivas del ovino, asi

como también la habilidad del recolector.

A continuacion, en la tabla 1-4 se observa los resultados de pre-congelacion.

Tabla 4-1: Valoracion espermética de semen fresco de las razas Pelibuey y Blackbelly pre-

congelacidn en la Estacién Experimental Pastaza

ESTADISTICAS VOLUMEN
DESCRIPTIVAS | RAZA | EYACULADO (ml) PH ASPECTO COLOR OLOR
Blanco
Media PB* 1,6 6,65 | Normal Cremoso Neutro
Desviacion
estandar PB* 0,282 0,21
Blanco
Media BB* 1,35 6,6 | Normal Cremoso Neutro
Desviacion
estandar BB* 0,070 0,14

*PB: Pelibuey, *BB: Blackbelly
Realizado por: Mullo, Sandra, 2023.

4.1.1.2. Ph

Los resultados obtenidos para esta variable antes de la congelacion de semen ovino fueron de 6,65
+/- 0,21 y 6,6+/- 0,14 respectivamente. (Gomez, 2018, p. 2) donde manifiesta que el Ph del semen

presenta un valor normal si se encuentra en un rango de 6 y 7, si estos valores tienen a elevarse o
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disminuirse, quiere decir que posiblemente existié contaminacion en el semen como: presencia

de orina, impurezas u otras afecciones que aporte aparato reproductor.

Los datos obtenidos guardan relacion con los resultados obtenidos por (Castro, 2018, p. 3), el cual
en una investigacion realizada sobre calidad de semen refrigerado de carneros los eyaculados de

los ovinos presentaron un Ph de 6.6 y 6.8 siendo un valor adecuado para el semen de ovinos.

4.1.1.3. Aspecto

Los resultados que se obtuvieron en esta variable del semen ovino para la raza Pelibuey y
Blackbelly presentaron un aspecto normal antes de la congelacion del semen, (Carrillo, 2016, p. 3)
en su investigacion acerca de semen de ovinos de pelo criollo colombiano obtuvo resultados como
aspecto normal y acuoso, (Lépez, 2018, p. 2) menciona que estas caracteristicas seminales provienen

de animales sanos y es apta para su analisis como se observan en la tabla 1-4.

4.1.1.4. Color

Para la variable de color el semen de los ovinos machos raza Pelibuey y Blackbelly presentaron
una tonalidad de blanco cremoso, (Castro, 2018, p. 3) quien en su investigacion sobre la calidad de
semen refrigerado de carneros obtuvo eyaculados colores blancos cremosos una caracteristica

adecuada para los ovinos.

Al respecto (Gémez, 2018, p. 2), indica que el color del semen del carnero se considera normal los
gue van de blanco al amarillento, mientras que los colores como el rosado, amarronado y verdoso
indicarian una patologia. Por su parte (Carrillo, 2016, p. 8) en su investigacion sobre la caracterizacion
seminal de individuos ovinos criollos de pelo obtuvo resultados color blanco con aspectos lechoso
y cremoso siendo caracteristicas similares a los obtenidos en el presente estudio, sefialando que
los eyaculados con desviaciones a color rojizo, pueden indicar presencia de sangre asi como

colores grises, marrones indican presencia de contaminacién o infecciones.

4.1.1.5. Olor

Los resultados expuestos para la variable de olor de semen del macho raza Pelibuey y Blackbelly

presentaron un olor neutro, (Mejia, 1998, p. 68) menciona que las caracteristicas macroscopicas como

el color y olor del semen deben ser inspeccionados lo mas rapido posible después de recogido el

semen. El olor debe ser caracteristico de cada especie y animal y por lo particular no debe ser

muy fuerte. Por otro lado (zamora, 2022, p. 9) indica en su investigacidn sobre congelacién de semen
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de ovino que el olor del carnero es normal, neutro e inodoro, caracteristicas similares a la presente

investigacion.

4.1.2. Valoracion microscopica

Los resultados obtenidos de la valoracion microscopica se muestran en la tabla 2-4.

Tabla 4-2: Valoracién microscopica de semen fresco de las razas Pelibuey y Blackbelly pre-

congelacion en la Estacion Experimental Pastaza.

MACHO Motilidad Motilidad Vitalidad Concentracion Morfoanomalias
masal individual (%6) (%) espermatica (%)
(ptos) (millones de spz/ml)
PB 4 87,5 80 3700 20
BB 3 72,5 70 1800 30

*PB: Pelibuey, *BB: Blackbelly
Realizado por: Mullo, Sandra, 2023.

4.1.2.1. Motilidad masal (puntos)

Al realizar la valoracién espermaética de la motilidad masal del semen de ovino en los machos
Pelibuey y Blackbelly en la pre-congelacién presentaron una media de 4y 3 puntos. De acuerdo
con (Ureria, 2021, p. 3), la motilidad masal se realiza utilizando una escala de 0= sin movimiento a
5= movimientos muy fuertes, de tal manera que esta técnica es suficiente para detectar a los

eyaculados en donde los espermatozoides estan muertos o simplemente son poco maviles.

Al respecto (Cueto, 2018, p. 6), menciona que la motilidad masal considerable pre-congelacion de un
eyaculado debe ser desde 3 0 mayor. Por otro lado (Gémez, 2019, p. 32) en su investigacion realizada
sobre evaluacion de espermatozoides crio preservados de ovinos de pelo en condiciones de trépico
reportd una media de 3.82 puntos de motilidad masal, resultado que se encuentra en el rango de
los que se obtuvieron en esta presente investigacion, por lo que se concluye que las muestras

recolectadas de las diferentes razas son aptas para la criopreservacion.
4.1.2.2. Motilidad individual (%)
Los resultados obtenidos para esta variable en las razas Pelibuey y Blackbelly obtuvieron una

media de 87,5% y 72,5 %, segUn (Hernandez, 2020, p. 50), la motilidad individual de semen en ovinos
se evalla de 80-100% muy bueno, 60-80% bueno, 40-60% media, 20-40% pobre y 0-20% mala.
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Al respecto (Guerrero, 2009, p. 5) sefiala como caracteristica seminal acerca de la motilidad individual

de ovinos de pelo es de un 87.7 + 4.6 %.

Los datos reportados en la presenta investigacion se encuentran en un rango de buena es decir que
los movimientos de los espermatozoides son vigorosos, pero las ondas y remolinos no son rapidos,

sin embargo, del 70 al 85% constan de células activas.

4.1.2.3. Vitalidad (%)

Al realizar la evaluacién de la vitalidad en los reproductores Pelibuey y Blackbelly dio como
resultados una media de 80 y 70%. Al respecto (Taday, 2020, p. 25), indica que la vitalidad es la
proporcion de espermatozoides totales vivos de acuerdo con la introduccion del colorante, el cual

permite saber si los espermatozoides inmoviles estan con vida o inertes.

Citando a (Escudero, 2015, p. 59), menciona que un 70-85% porcentaje de vitalidad es apta para la
congelacién del semen ovino, ya gque al momento de la congelacidon solo alrededor del 50% de los
espermatozoides mantienen su viabilidad post congelacion. Los resultados reportados en la

presente investigacion se encuentran en el rango para la congelacion.

4.1.2.4. Concentracién espermatica (millones spz/ml)

En cuanto a la variable concentracion espermatica los reproductores de la raza Pelibuey y
Blackbelly reportaron una media de 3700 y 1800 millones spz/ml. (Cueto, 2018, p. 5), menciona el
volumen y la concentracién espermatica son variables que deben evaluarse antes de su manejo,
para realizar una adecuada dilucion segun el volumen y nimero de espermatozoides totales a
inseminar por dosis. La media del volumen del eyaculado de un ovino reproductor es de 1ml (0,7-

3ml), y su concentracion espermatica varia entre 2000 - 6000 x10° spz/ml.

Teniendo en cuenta a la investigacion realizada por (Gémez, 2019, p. 41), reporta una media de 3800
x10° spz/ml y un minimo de 1560 x10° spz/ml en ovinos de pelo en condiciones de trdpico,
(Orellana, 2009 p. 53) reportd una concentracion espermatica de semen ovino de la raza Blackbelly
de 2458 x10° spz/ml con un minimo de 1320x10° spz/ml, mientras que (Palomera, 2021, p. 4) Obtuvo
una concentracion espermatica en la raza Pelibuey de 1732x10° spz/ml. Los datos conseguidos
son similares a los obtenidos en la presente investigacion, cabe recalcar que dichos valores son

extraidos de animales de diferentes edades.
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4.1.2.5. Morfoanomalias (%)

Al realizar la evaluacion de las morfoanomalias de semen fresco de los ovinos machos se registrd
en laraza PB y BB, 20% y 30%, de acuerdo con el estudio realizado por (Carvajal, 2018, p. 54),
sobre la evaluacion de la calidad espermatica de semen en ovinos de tropico presentd 10, 14 y
11% valores que son menores que los presentados, hay que tomar en cuenta que dichos animales

se encontraron en diferentes edades y en condiciones ambientales diferentes.

Sin embargo, se asemejan a los observados por (Calixto, 2014, p. 185), donde menciona que entre los
pardmetros del semen fresco de carnero pueden presentar morfoanomalias de 25,4%; 23,5% y
24,9%, los resultados pueden diferir debido a otros elementos que no se toman en cuenta en la

presente investigacion como: factores climéticos, uso de hormonas, edad, alimentacion etc....

4.2.Valoracion del semen ovino de la raza Pelibuey y Blackbelly post congelacion aplicando
Ciclodextrina Cargada de Colesterol en la Estacion Experimental Pastaza

4.2.1. Motilidad individual (%)

Al analizar la variable motilidad individual de la raza Pelibuey no se observan diferencias
estadisticas significativas (P > 0.05), siendo el menor valor perteneciente al T1Y T2 con 11,67%
para el semen criopreservado con 0,5y 1mg de Complejo Colesterol Ciclodextrina, y el mayor
valor se present6 en el TO con 34,17 % para semen criopreservado con 0.00 mg de CLC. Mientras
que en la raza Blackbelly tampoco se observan diferencias estadisticas significativas (P > 0.05),
siendo el menor valor 15,83% correspondiente al T2 para el semen criopreservado con 1.00mg
de Complejo Colesterol Ciclodextrina, y el mayor valor se present6 en el TO con 49,17 % para

semen criopreservado con 0.00 mg de CLC.

A través del andlisis de regresion que se efectu6 para la motilidad individual del macho Pelibuey
el cual se ilustra en el grafico 1-4, se registrd que los datos se ajustan a una tendencia cuadratica
en donde se observa que el coeficiente de determinacion ( R?), indica que el 63% de la varianza
de la motilidad individual esta explicada por los niveles de CLC, mientras que 37% restantes esta

en dependencia de otros factores que no se consideraron en la presente investigacion.
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lustracion 4-1: Regresion de la motilidad individual de semen criopreservado con CLC en

el macho Pelibuey.
Fuente: Mullo, Sandra, 2023.

Mediante el analisis de regresion que se efectud para la motilidad individual del macho Blackbelly
que se ilustra en el grafico 2-4, se registré que los datos se ajustan a una tendencia cuadratica,
donde el coeficiente de determinacion (R?) indica que el 81% de la varianza de la motilidad
individual se basa en los niveles de CLC, mientras que el 12% restante son factores que no

considerados en la presenta investigacion.
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llustracion 4-2: Regresion de la motilidad individual de semen criopreservado con CLC en

el macho Blackbelly.
Realizado por: Mullo, Sandra, 2023.

De acuerdo con (Souza, 2020, p. 6) de su trabajo de investigacion demostraron que las muestras

tratadas con CLC presentaron un porcentaje de motilidad individual post descongelacion por
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Encima de 45 %. Por otro lado (Sandoval, 2007, p. 5), €n su investigacion encontré resultados de motilidad individual de (69%,37%,23%) para semen
criopreservado con diferentes dilutores. Estos valores pueden cambiar debido a la utilizacion de diferentes diluyentes o crioprotectores, ya que estas

sustancias no contienen la misma composicion quimica u organoléptica.

A continuacién, en la tabla 3-4 se muestra los resultados de la valoracion seminal post congelacion.

Tabla 4-3: Valoracion del semen ovino de la raza Pelibuey y Blackbelly post congelacion aplicando Ciclodextrina Cargada de Colesterol en la Estacion
Experimental Pastaza.

Evaluacién Post- Congelacion del semen criopreservado con CLC de la raza Pelibuey Y Blackbelly

RAZA PB RAZA BB E.E | Prob | Sig
T0 T1 T2 T3 T0 T1 T2 T3
0 0,5 1 1,5 0 0,5 1 15

Motilidad individual (%) 3417 | A | 1167 | A |1167| A 20 A | 4917 | A| 3167 | A | 1583 | A 17,5 A | 451 0,09 | NS
Viabilidad espermatica (%) 3917 | A | 1167 | A |1083]| A 20 A | 5333 | A| 3083 | A 15 A 175 A | 599 0,3 NS
Integridad de la membrana (%) | 11,33 | D | 25,67 |BC|2767| B 18,67 | CD 18 CD| 3833 | A | 2567 |BC| 2233 |BC| 18 0,007 | *
Morfoanomalias (%) 1733 | A 16 Al 14 A | 1333 | A | 1533 | A | 1833 | A | 1633 | A | 1767 | A | 2,26 0,56 | NS
*PB: Pelibuey

*BB: Blackbelly

*E. E: Error experimental

* Prob: Probabilidad; >0,05: no es significativo; <0,05: es significativo
*Sig: Significancia

Realizado por: Mullo, Sandra, 2023.
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422.  Viabilidad (%)

En los resultados de la viabilidad de la raza Pelibuey no se observan diferencias estadisticas
significativas (P > 0.05), siendo el menor valor 10,83 % correspondiente al T2 para el semen
criopreservado con 1.00mg de Complejo Colesterol Ciclodextrina, y el mayor valor se presentd
en el TO con 39,17 % para semen criopreservado con 0.00 mg de CLC, mientras que la raza
Blackbelly tampoco se observaron diferencias estadisticas significativas (P > 0.05), siendo el
menor valor perteneciente al T2 con 15% para el semen criopreservado con 1 mg de Complejo
Colesterol Ciclodextrina, y el mayor valor se presentd en el TO con 53.3 % para semen
criopreservado con 0.00 mg de CLC.

El andlisis de regresion que se efectu6 para la viabilidad del macho Pelibuey que se ilustra en el
grafico 3-4, se registro que los valores se ajustan a una tendencia cuadratica, en donde se observa
que el coeficiente de determinacion ( R?), indica que el 57% de la viabilidad esta explicada por
los niveles de CLC, mientras que 20% restantes estd en dependencia de otros factores que no se

consideraron en la presente investigacion.

70

60 y = 36,667x2 - 66,667x + 38,333

R2=0,5736

50 %=57
< P=0,0215944333264611
2 40
o
.|
3 30 Q
<
> 20

10

0

0 0,2 04 0,6 0,8 1 1,2 14 1,6
Niveles de CLC (mg)

lustracion 4-3: Regresion de la viabilidad de semen criopreservado con CLC en el macho

Pelibuey.
Realizado por: Mullo, Sandra, 2023.

Mediante el anlisis de regresion que se efectud para la viabilidad del macho Blackbelly que se
ilustra en el gréafico 4-4, se registrd que los datos se ajustan a una tendencia cuadratica, en donde

se observa que el coeficiente de determinacion ( R?), indica que el 80% de la viabilidad esta
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explicada por los niveles de CLC, mientras que 20% restantes esta en dependencia de otros

factores que no se consideraron en la presente investigacion.
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llustracion 4-4: Regresion de la viabilidad de semen criopreservado con CLC en el macho

Blackbelly.
Realizado por: Mullo, Sandra, 2023.

Se encontraron resultados mayores al evaluar los diferentes niveles de CLC en semen ovino
(Souza, 2021, p. 9) con valores superiores a un 68% de viabilidad espermatica en la adicion de
complejo ciclodextrina, sin embargo (Salmon, 2016, pag . 10) menciona al aumentar el colesterol
en la membrana plasmatica usando CLC, las membranas espermaéticas permanecen mas fluidas a
bajas temperaturas y menos permeables al agua durante los cambios osméticos, mejorando asi su
tolerancia a la criopreservacion, lo que resulta en un menor dafio a los espermatozoides,
membrana con niveles adecuados de colesterol y, en consecuencia, el mantenimiento de la
motilidad de los espermatozoides después de la criopreservacion, por otra parte (Vargas, 2019, p.
122) en su investigacion obtuvo resultados de semen ovino post congelacién presentando una
viabilidad de 40%.

Los resultados presentados en la presente investigacion pueden variar con otras investigaciones a

consecuencia de que no se utilizaron los mismos niveles de CLC o por la falta del uso de este.
4.2.3. Integridad de la membrana
La estimacion de los resultados para la variable integridad de la membrana de la raza Pelibuey se

observaron diferencias estadisticas significativas (P < 0.05), siendo el menor valor perteneciente
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al TO con 11,33% para el semen criopreservado con 0,00 mg de Complejo Colesterol
Ciclodextrina, y el mayor valor se present6 en el T2 con 27,67 % para semen criopreservado con
1 mg de CLC.Mientras que para la raza Blackbelly tampoco se observaron diferencias
estadisticas significativas (P < 0.05), siendo el menor valor 18% correspondiente al TO para el
semen criopreservado con 0.00mg de Complejo Colesterol Ciclodextrina, y el mayor valor se

presentd en el T1 con 38,33 % para semen criopreservado con 0.05 mg de CLC.

A través del anélisis de regresion que se efectud para la integridad de la membrana del macho
Pelibuey que se ilustra en el grafico 5-4, se registré que los datos se ajustan a una tendencia
cuadratica en donde se observa el coeficiente de determinacion ( R?), indica que el 98% de la
varianza de la integridad de la membrana esta relaciona a los niveles de CLC, y el 2% son factores

gue no se consideraron en la presente investigacion
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llustracion 4-5: Regresion de la Integridad de la membrana de semen criopreservado con

CLC en el macho Pelibuey
Realizado por: Mullo, Sandra, 2023.

Mediante el analisis de regresion que se efectud para la integridad de la membrana del macho
Blackbelly que se ilustra en el grafico 6-4, se registré que los datos partiendo desde 0,00 hasta
0,05mg se observa una proyeccion positiva, desde el punto 0,05 hasta 1 mg se observa una
proyeccion negativa, y desde la misma hasta 1,5 una tendencia positiva en donde se visualiza que
por cada miligramo de aumento en el complejo CLC la integridad de la membrana aumenta un
18%. El coeficiente de determinacion ( R?), indica que el 82% esta explicado por los niveles de
mg que se aplican de CLC en cada tratamiento y el 18% restante son factores que no se consideran

en la presente investigacion.
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llustracion 4-6: Regresion de la Integridad de la membrana de semen criopreservado con

CLC en el macho Blackbelly.
Realizado por: Mullo, Sandra, 2023.

Los resultados reportados por (Souza, 2021, p. 6) con un 28%, 31%,35% de integridad de la
membrana a muestras de semen post congelacion tratadas con CLC, donde se menciona que las
membranas son altamente inestables y susceptibles de ruptura debido a la devastacién de lipidos
y colesterol. Durante la crioconservacion, los espermatozoides sufren estrés mecanico debido a
las variaciones osmoticas en la membrana plasmatica. En los espermatozoides existe una gran
cantidad de mitocondrias densamente empaquetadas alrededor de las fibras densas que rodean el
axonema, que son responsables de la produccion de trifosfato de adenosina (ATP), y la sintesis
de ATP mitocondrial depende del alto potencial de la membrana mitocondrial, cuyo aumento en
este potencial resulta en una mejor funcion mitocondrial, el uso de CLC puede haber elevado los
niveles de ATP intracelular, y promueve la proteccion de las mitocondrias y las estructuras
flagelares de los espermatozoides contra el dafio causado por la congelacién y descongelacion,

aumentando asi la produccion de ATP.

Por otro lado (Castillo, 2019, p. 8), report6 50%; 56; y 63% en la integridad de la membrana en el
semen post congelacion de ovinos tratados con complejo de ciclodextrina, estos resultados son
mayores a la presente investigacion debido a que existieron factores que no se tomaron en la

presente investigacion.
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A pesar de los porcentajes de integridad de membrana que se encontraron en la actual
investigacion, no todos los estudios concluyen lo mismo debido a que la informacién en carneros

es bastante limitada en donde el semen haya sido tratado con complejo ciclodextrina.

4.2.4. Morfoanomalias (%)

Para la valoracion de los resultados de morfoanormalidades de la raza Blackbelly no se observan
diferencias estadisticas significativas (P > 0.05), siendo el menor valor 16,3% correspondiente al
T2 para el semen criopreservado con 1mg de Complejo Colesterol Ciclodextrina, y el mayor valor
se presentd en el T1 con 18,33 % para semen criopreservado con 0.05 mg de CLC, mientras que
la raza Pelibuey tampoco se observaron diferencias estadisticas significativas (P > 0.05), siendo
el menor valor perteneciente al T2 con 14% para el semen criopreservado con 1 mg de Complejo
Colesterol Ciclodextrina, y el mayor valor se presentd en el TO con 17,33 % para semen
criopreservado con 0,00 mg de CLC.

Con respeto al estudio realizado por (Castillo, 2019, p. 6) con 11%, 10% de morfoanomalias en el
semen de carnero tratado con CLC los resultados son inferiores a los de la presente investigacion,
(Pozo, 2019 p. 5) con 5% de morfoanomalias en semen criopreservado con diferentes dilutores.
Los resultados pueden variar debido al uso mismo de CLC y otros materiales que no se

consideraron en la presente investigacion.

4.3. Determinacion de costos

En la tabla 4-4 se detalla los costos unitarios de cada uno de los rubros que fueron utilizados para
la criopreservacion de semen ovino en la Estacion Experimental Pastaza, determinandose que el
costo unitario por cada tratamiento tuvo un valor unitario de 148,73%, mientras que el costo total

fue de 594, 98%.

Tabla 4-4: Costos de criopreservacion de semen ovino

Tratamientos Diluyente Diluyente Diluyente Diluyente

+0 mg +0,5 mg +1mg +1,5mg
Agua bidestilada de 10 ml 2,50 2,500 2,500 2,500
Agua Inyectable de 500 ml 3,80 3,800 3,800 3,800
Nitrogeno liquido 18,90 18,900 18,900 18,900
Papel Aluminio 1,50 1,500 1,500 1,500
Guantes de nitrilo 2,50 2,500 2,500 2,500
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Papel desechable 1,00 1,000 1,000 1,000
Placas porta objetos 3,25 3,250 3,250 3,250
Placas cubre objetos 2,90 2,900 2,900 2,900

Caja Petri 2,75 2,750 2,750 2,750
Vaso precipitado de 100ml 14,00 14,000 14,000 14,000
balon volumétrico de 100ml 7,15 7,150 7,150 7,150
Jeringas 1,00 1,000 1,000 1,000
Puntas para micropipetas 10,80 10,800 10,800 10,800
Papel tornasol o Ph 3,50 3,500 3,500 3,500
Goblets 11,25 11,250 11,250 11,250
Alcohol polivinilo 1,80 1,800 1,800 1,800
Diluyente Triladyl 45,00 45,000 45,000 45,000
Ciclodextrina 0,00 0,01 0,02 0,03
Glucosa 0,02 0,020 0,020 0,020
Acido Citrico 0,06 0,060 0,060 0,060
Fructosa 3,50 3,500 3,500 3,500
Citrato de sodio 3,50 3,500 3,500 3,500
Colesterol 1,40 1,400 1,400 1,400
Metanol 5,15 5,150 5,150 5,150
Eosina (nigrosina) 1,50 1,500 1,500 1,500
148,730 148,740 148,750 148,760
TOTAL, USD$ 594,980

Realizado por: Mullo, Sandra, 2023.

Con el fin de beneficios académicos, y para futuras investigacion que se realicen en la
reproduccion ovina en la provincia de Pastaza, a cargo de futuras asociaciones que se dediquen a

la investigacion sobre produccion ovina de pelo.
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CAPITULO V

5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

Después de analizar los resultados obtenidos en la presente investigacion, se llegd a las siguientes

conclusiones.

» Al determinar la valoracion macroscopica del semen pre-congelacion (fresco) para las razas
Pelibuey y Blackbelly, las muestras seminales mostraron un aspecto normal, color blanco
cremoso, olor neutro, Ph promedio de 6,65 y volumen de eyaculado promedio de 1,6 ml para
el macho Pelibuey y PH promedio de 6,6 y 1,35 ml para el Blackbelly, por lo cual se considero6

gue dichos animales fueron aptos para la colecta, procesamiento y criopreservacion de semen.

» Al determinar la valoracion microscépica para para la raza Pelibuey la motilidad masal
reporté un valor de 4 puntos, motilidad individual de 87,5 %, vitalidad del 80%, concentracion
espermatica de 3700 000 000 (spz/ml) y morfoanomalias del 20%. Mientras que la raza
Blackbelly se determiné una motilidad masal de 3 puntos, motilidad individual de 72,5 %,
vitalidad 70%, concentracion espermatica 1800 000 000 (spz/ml) y morfoanomalias del 30%.
Dichos valores cumplen con las caracteristicas recomendadas para criopreservar el semen

ovino.

» Los resultados obtenidos postcongelacion al usar diferentes niveles de CLC en cuanto a la
motilidad individual, viabilidad y morfoanomalias en las muestras de semen no presentaron
diferencias estadisticas significativas entre las muestras evaluadas; sin embargo, en la
variable integridad de la membrana existieron diferencias estadisticas significativas para los
machos Pelibuey y Blackbelly con valores deT0:11,33%; T1:25,67%; T2:27,67%; T3:
18,67% y T0:18%; T1:38,33%; T2:25,7%; T3:22,33% respectivamente.

» En el presente estudio se determind que los costos totales para crio preservar el semen ovino

cargado con diferentes niveles de ciclodextrina con colesterol fueron de 594, 98 USD.
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5.2. Recomendaciones

» Ejecutar planes de nuevas tecnologias para el mejoramiento de la produccion de ovinos de
pelo en condiciones ambientales de tropico en la provincia de Pastaza, buscando el
mantenimiento de la conservacion de la genética de los animales con el objetivo de obtener

semovientes de calidad para futuros productores de la zona.

» Elaborar futuras investigaciones en la criopreservacion de semen ovino con el objetivo de
incrementar la fertilidad en esta especie, especialmente que sean aplicables en la region

amazénica.

» Utilizar diferentes niveles de CLC para contrastar los resultados obtenidos en el siguiente
estudio.
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ANEXOS

ANEXO A:  VALORACION SEMINAL MACROSCOPICA (PRE- CONGELACION)
Vol.
Edad Eyaculado
Macho | (meses) | Aspecto (ml) D.S. Color | Olor | pH D.S.
Blanco
BB 15 Normal 1,35 0,070710678 | cremoso | Neutro| 6,6 |0,141421356
Blanco
PB 12 Normal 1,6 0,282842712 | cremoso | Neutro | 6,65|0,212132034
ANEXOB: VALORACION SEMINAL MICROSCOPICA (PRE- CONGELACION)
Motilidad Concentracion
masal Motilidad individual espermatica | Morfoanomalias
MACHO (ptos) (%) Vitalidad (%) (spz/ml) (%)
PB 87,5 80 3700 20
BB 72,5 70 1800 30
ANEXO C:  MOTILIDAD INDIVIDUAL (POST-CONGELACION).
RESULTADOS EXPERIMENTALES
REPETICIONES
T (Nivelesde CLC) | Raza I I Il Suma | Promedio
0 BB 50 52,5 45 147,5 49,17
0.5 BB 37,5 27,5 30 95 31,67
1 BB 27,5 10 10 47,5 15,83
15 BB 27,5 12,5 12,5 52,5 17,50
0 PB 45 37,5 20 102,5 34,17
0.5 PB 12,5 12,5 10 35 11,67
1 PB 17,5 10 7,5 35 11,67
15 PB 30 15 15 60 20,00
Promedio general 23,96
Desviacion
estandar 14,2
Coeficiente de
variacion 32,58




ANALISIS DE VARIANZA

Fuente de SC GL | CM F p-valor
variacion
Raza (Factor A) 504,17 1 | 504,17 | 8,27 | 0,0110
T (Niveles de CLC) 2701,04 | 3 | 900,35 | 14,77 | 0,0001
Raza (Factor A) *T(Niveles) | 468,75 | 3 | 156,25 | 2,56 | 0,0910
Error 975,00 | 16 | 60,94
Total 4648,96 | 23

PRUEBA DE SEPARACION DE MEDIAS SEGUN TUKEY (P<0,05)

RAZA FACTOR Medias n E.E Rango
A
BB 28,54 12 2,25 A
PB 19,38 12 2,25 B
Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0,05)

ANEXO D:  VIABILIDAD (POST-CONGELACION).

RESULTADOS EXPERIMENTALES

REPETICIONES
T (Niveles de CLC) Raza I Il Il Suma Promedio
0 BB 65 50 45 160 53,33
0.5 BB 35 27,5 30 92,5 30,83
1 BB 27,5 10 7,5 45 15,00
15 BB 27,5 12,5 12,5 52,5 17,50
0 PB 60 40 17,5 1175 39,17
0.5 PB 12,5 12,5 10 35 11,67
1 PB 15 10 7,5 32,5 10,83
1,5 PB 30 15 15 60 20,00
Promedio general 24,79
Desviacion estandar 16,83
Coeficiente de
variacion 41,83




ANALISIS DE VARIANZA

Fuente de SC GL CM F p-
variacion valor
Raza (Factor A) 459,38 | 1 | 459,38 4,27 | 0,0553
T (Niveles de CLC) 3903,13 | 3 |1301,04 | 12,10 | 0,0002
Raza (Factor A) *T(Niveles) | 428,13 | 3 | 142,71 1,33 | 0,3005
Error 1720,83 | 16 | 107,55
Total 6511,46 | 23
PRUEBA DE SEPARACION DE MEDIAS SEGUN TUKEY (P<0,05)
RAZA FACTOR A Medias n E.E Rango
BB 29,17 12 2,99 A
PB 20,42 12 2,99 A
Medias con una letra comudn no son significativamente diferentes (p > 0,05)

ANEXO E:

INTEGRIDAD DE LA MEMBRANA (Post-Congelacion).

RESULTADOS EXPERIMENTALES

REPETICIONES
T (Nivelesde CLC) | Raza I 1 i Suma | Promedio
0 BB 14 20 20 54 18,00
0.5 BB 40 30 45 115 38,33
1 BB 27 25 25 77 25,67
1,5 BB 23 21 23 67 22,33
0 PB 10 12 12 34 11,33
0.5 PB 25 27 25 77 25,67
1 PB 28 27 28 83 27,67
1,5 PB 18 20 18 56 18,67
Promedio general 23,46
Desviacion estandar 8,086
Coeficiente de
variacion 13,25




ANALISIS DE VARIANZA

Fuente de GL| CM F p-valor
variacion
Raza (Factor A) 165,38 | 1 | 16538 | 17,11 0,0008
T (Niveles de CLC) 1015,79 | 3 | 338,60 | 35,03 | <0,0001
Raza (Factor A) *T(Niveles) | 168,12 | 3 | 56,04 5,80 0,0070
Error 154,67 | 16 | 9,67
Total 1503,96 | 23
PRUEBA DE SEPARACION DE MEDIAS SEGUN JOLLIFE (P<0,05)
RAZA FACTOR A Medias n E.E Rango
BB 26,08 12 0,90 A
PB 20,83 12 0,90 B
Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0,05)

ANEXOF: MORFOANOMALIAS (Post-Congelacion).

RESULTADOS EXPERIMENTALES

REPETICIONES
T (NC"LEC';S de naza | I i Suma | Promedio
0 BB 18 14 14 46 15,33
0.5 BB 17 20 18 55 18,33
1 BB 27 11 11 49 16,33
15 BB 18 17 18 53 17,67
0 PB 16 23 13 52 17,33
0.5 PB 16 16 16 48 16,00
1 PB 13 16 13 42 14,00
15 PB 13 14 13 40 13,33
Promedio general 16,04
Desviacién
estandar 3,677
Coeficiente de
variacion 24,44




ANALISIS DE VARIANZA

Fuente de SC GL | CM F p-valor
variacion
Raza (Factor A) 18,38 | 1 | 18,38 1,20 0,2905
T (Niveles de CLC) 14,46 | 3 | 4,82 0,31 0,8154
Raza (Factor A) *T(Niveles) | 32,13 3 | 10,71 0,70 0,5676
Error 246,00 | 16 | 15,38
Total 310,96 | 23
PRUEBA DE SEPARACION DE MEDIAS SEGUN JOLLIFE (P<0,05)
RAZA FACTOR A Medias n E.E Rango
BB 16,92 12 1,13 A
PB 15,17 12 1,13 A
Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0,05)

ANEXO G: ESTADISTICA DEL FACTOR A (RAZAS).
RAZAS (FACTOR A)
BB PB E.E | PB SIG
Motilidad individual (%) 2854 | A 1938 |B|225 |0011 |*
Viabilidad espermatica (%) 29,17 | A | 20,42 | A | 2,99 | 0,05 NS
Integridad de la membrana (%) 26,08 | A | 20,83 | B | 0.90 | 0,008 *
Morfoanomalias (%) 16,92 | A | 1517 | A | 1,13 | 0,29 NS
ANEXO H: ESTADISTICA DEL FACTOR B (NIVELES DE CLC).
NIVELES DE CLC FACTOR (B)
E.E|PB SIG
0 0,5 1 15
Motilidad individual (%) 4167 | A 21,67 13,8 18,75 3,19 | 0,0001 | *
Viabilidad espermatica (%) | 46,25 | A 21,25 12,9 18,75 4,23 | 0,0002 | *
Integridad de la membrana | 1467 | D | 32 26,7 20,5 1,27 | 0,0001 | *
(%)
Morfoanomalias (%) 16,33 | A 17,17 A 15,2 A | 155 A|l6 0,8154 | NS




ANEXOl: ADEVA DE LA REGRESION MOTILIDAD
BLACKBELLY.
Resumen
Estadisticas de la regresion
Coeficiente de correlacion multiple 0,90376464
Coeficiente de determinacién R"2 0,81679052
R”2 ajustado 0,7760773
Error tipico 7,26562811
Observaciones 12

INDIVIDUAL RAZA

ANALISIS DE VARIANZA
Grados Suma de Promedio F Valor critico
de cuadrados de los de F
libertad cuadrados
Regresion 2 2118,125 1059,0625 | 20,0620478 | 0,000482243
Residuos 9 475,1041667 | 52,7893519
Total 11 2593,229167

Coeficientes Error tipico Estadistico t Probabilidad
Intercepcion 49,9583333 4,088597325 | 12,2189419 6,59982E-07
Variable X 1 -50,9166667 13,13183978 | -3,87734449 0,003746547
Variable X 2 19,1666667 8,389624692 2,28456783 0,048201047

ANEXO J: ADEVA DE LA REGRESION DE LA VIABILIDAD DE LA RAZA
BLACKBELLY.
Resumen
Estadisticas de la regresion

Coeficiente de correlacion mdaltiple 0,89886369
Coeficiente de determinacién R"2 0,80795594
R”2 ajustado 0,76527948
Error tipico 8,52284512
Observaciones 12




ANALISIS DE VARIANZA

Grados de Suma de Promedio de los F Valor
libertad cuadrados cuadrados criticode F
Regresién | 2 2750,41667 1375,20833 18,9321224 0,00059608
Residuos | 9 653,75 72,6388889
Total 11 3404,16667
Coeficientes Error tipico Estadistico t Probabilidad
Intercepcion 49,9583333 4,088597325 12,2189419 6,59982E-07
Variable X 1 -50,9166667 13,13183978 -3,87734449 0,003746547
Variable X 2 19,1666667 8,389624692 2,28456783 0,048201047
ANEXO K: ADEVA DE LA REGRESION: INTEGRIDAD D E LA MEMBRANA DE LA
RAZA BLACKBELLY.
Resumen
Estadisticas de la regresion
Coeficiente de correlacion maltiple 0,9083679
Coeficiente de determinacion R"2 0,82513225
R"2 ajustado 0,75955684
Error tipico 4,27200187
Observaciones 12

ANALISIS DE VARIANZA DE LA REGRESION

Grados de Suma de Promedio de los F Valor critico
libertad cuadrados cuadrados deF
Regresion | 3 688,916667 | 229,638889 12,58295282 | 0,002133814
Residuos | 8 146 18,25
Total 11 834,916667




Coeficientes | Errortipico | Estadisticot Probabilidad
Intercepcion 18 2,46644143 | 7,29796369 8,4053E-05
Variable X 1 | 101,888889 | 18,9272486 | 5,38318542 0,000659122
Variable X 2 | -150,666667 | 33,4564393 | -4,50336825 0,001993199
Variable X 3 | 56,4444444 | 14,7070152 | 3,83792657 0,004961766
ANEXO L: ADEVA DE LA REGRESION DE LA MOTILIDAD INDIVIDUAL DE LA
RAZA PELIBUEY.
Resumen

Estadisticas de la regresion
Coeficiente de correlacion maltiple 0,79634951

Coeficiente de determinacion R"2 0,63417254

RA2 ajustado 0,55287755

Error tipico 7,94148158

Observaciones 12

ANALISIS DE VARIANZA

Grados de Suma de Promedio de los F Valor

libertad cuadrados cuadrados critico de F
Regresion | 2 983,958333 491,979167 7,8008809 | 0,01083287
Residuos 9 567,604167 63,0671296
Total 11 1551,5625

Coeficientes Error tipico Estadisticot | Probabilidad

Intercepcion 33,4583333 4,46892131 7,48689247 3,7439E-05
Variable X 1 -54,75 14,3533721 -3,81443466 0,00412497
Variable X 2 30,8333333 9,17003305 | 3,36240155 0,00835722




ANEXO M: ADEVA DE LA REGRESION DE LA VIABILIDAD DE LA RAZA
PELIBUEY.

Resumen
Estadisticas de la regresion
Coeficiente de correlacion multiple 0,75734016
Coeficiente de determinacion R"2 0,57356412
R"2 ajustado 0,47880059
Error tipico 11,2010251
Observaciones 12

ANALISIS DE VARIANZA
Grados de Suma de Promedio de los F Valor
libertad cuadrados cuadrados critico de F
Regresion 2 1518,75 759,375 6,05258303 | 0,02159443
Residuos 9 1129,16667 125,462963
Total 11 2647,91667
Coeficientes | Error tipico Estadisticot | Probabilidad
Intercepcion 38,3333333 6,30316891 | 6,08159703 | 0,0001833
Variable X1 | -66,6666667 | 20,2446457 | -3,29305179 | 0,00933279
Variable X 2 | 36,6666667 12,9338297 | 2,83494275 | 0,01956395
ANEXO N:  ADEVA DE LA REGRESION: INTEGRIDAD DE LA MEMBRANA DE LA

RAZA PELIBUEY.

Estadisticas de la regresion

Coeficiente de correlacion mdaltiple 0,99109202
Coeficiente de determinacién R"2 0,9822634
R"2 ajustado 0,97832194
Error tipico 0,99628941
Observaciones 12




ANALISIS DE VARIANZA
Grados de | Suma de | Promedio de los|F Valor
libertad cuadrados cuadrados critico de F
Regresion 2 494,733333 247,366667 249,212687 | 1,32E-08
Residuos 9 8,93333333 0,99259259
Total 11 503,666667
Coeficientes | Error tipico Estadisticot | Probabilidad
Intercepcion 11,4 0,56064337 20,3337819 7,8459E-09
Variable X1 | 39,8 1,80068574 | 22,1026907 | 3,7534E-09
Variable X 2 | -23,3333333 | 1,15041592 | -20,2825195 | 8,0227E-09
ANEXO O: EVALUACION MACRO Y MICROSCOPICA DEL SEMEN DE LA RAZA

BLACKBELLY Y PELIBUEY PRE- CONGELACION.
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ANEXO P: EVALUACION SEMINAL POST CONGELACION DEL SEMEN OVINO DE LA
RAZA BLACKBELLY Y PELIBUEY
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