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1 Titulo

Efecto de la aplicacion de diferentes niveles de cafeina sobre las caracteristicas espermaticas

en el semen crioconservado de carneros de pelo.



2. Resumen
La industria ovina ecuatoriana esta prosperando gracias a los avances en la biotecnologia
cuyas técnicas de crioconservacion de semen ayudan a mantenerlo viable por un lapso de
tiempo prolongado y mejorar la calidad del ganado ovino. En la presente investigacion el
objetivo fue evaluar el efecto que presenta la aplicacion de diferentes niveles de cafeina al
medio de crioconservacion sobre las caracteristicas espermaticas pos descongelacion en el
semen de carneros de pelo, los resultados obtenidos en los tratamientos aplicados fueron
analizados mediante un disefio multivariante utilizando la prueba Manova en el programa
SPSS version 26. Se analizo6 el semen de dos carneros de pelo de raza Katahdin, se aplico un
diluyente de conservacion (Triladyl ®) y se adiciond un antioxidante en 3 diferentes niveles
de cafeina anhidra en tres tratamientos (T1= 1mg cafeina, T2= 2mg cafeina, T3= 3mg
cafeina) frente al tratamiento control (TO). Se evaluaron 12 repeticiones (pajuelas) por
tratamiento mediante tres colectas, una colecta por cada animal a la semana. Al finalizar el
experimento se evidenci6 que no se presentaron diferencias significativas en las
caracteristicas macro y microscopicas en el semen de los carneros evaluados antes de aplicar
los niveles de cafeina al diluyente de conservacion (Triladyl®) sin embargo, cuando se
realizd la aplicacion de los distintos niveles de cafeina a los medios de crioconservacion se
presentaron diferencias significativas sobre las caracteristicas microscopicas del semen
después de la crioconservacion donde el tratamiento 2 demostro el mejor desempefio tanto
para la motilidad individual como en la vitalidad espermatica post descongelacion. Por
altimo, se determind una correlacion negativa entre las variables: motilidad individual y
vitalidad espermatica vs los tratamientos, pues mientras mayor fue la dosis de cafeina existid

una menor motilidad individual y vitalidad espermatica.

Palabras claves: Triladyl®, cafeina anhidra, ovino, semen, vitalidad espermatica.



Abstract

The Ecuadorian sheep industry is thriving thanks to advances in biotechnology, particularly
cryopreservation techniques that help maintain semen viability over extended periods and
improve the quality of sheep livestock. The objective of the present study was to evaluate the
effect of applying different levels of caffeine to the cryopreservation medium on post-thaw
sperm characteristics in hair sheep ram semen. The results of the applied treatments were
analyzed using a multivariate design with the MANOVA test in SPSS version 26. Semen
from two Katahdin hair sheep rams was analyzed. A preservation extender (Triladyl®) was
used, and an antioxidant—anhydrous caffeine—was added at three different concentrations
across three treatments (T1 = 1 mg caffeine, T2 = 2 mg caffeine, T3 = 3 mg caffeine)
compared to a control treatment (T0). Twelve straws per treatment were evaluated through
three semen collections, one per animal each week. At the end of the experiment, no
significant differences were observed in the macro- and microscopic characteristics of the
semen before applying the caffeine levels to the preservation extender (Triladyl®). However,
significant differences were found in the microscopic characteristics of the semen after
cryopreservation when different levels of caffeine were added to the media. Treatment 2
showed the best performance in both individual motility and post-thaw sperm viability.
Finally, a negative correlation was determined between the variables: individual motility and
sperm viability versus the treatments, as higher doses of caffeine resulted in lower individual
motility and sperm viability.

Key words: Triladyl®, anhydrous caffeine, sheep, semen, sperm vitality



3. Introduccioén

En Ecuador, la industria ovina estd prosperando econémicamente, en gran parte
gracias a la biotecnologia, donde la crioconservacion de semen permite mantenerlo viable y
fecundante por un tiempo prolongado para mejorar la calidad del ganado donde el macho
reproductor desemperia un rol fundamental tanto en la monta natural como en los programas
de reproduccion artificial, por dicha razon el éxito o fracaso del proceso reproductivo
depende directamente de la salud sexual, la disposicidn para realizar la monta y la calidad de

la esperma del carnero.

En el proceso de crioconservacion, los espermatozoides experimentan cambios
negativos provocados por factores perjudiciales que afectan a la fertilidad, pues dicho
proceso incluye el desarrollo de diferentes protocolos como: la dilucidn, congelacion y
descongelacion del semen ovino (Escudero, 2015). Debido a los sucesos descritos, Sanchez
(2024) resalta la importancia de contar con principios activos que al combinarse puedan
actuar como agentes protectores de espermatozoides durante la etapa de crioconservacion,
por lo cual dichas sustancias jugarian un papel crucial en la preservacion de la calidad

seminal del carnero, asegurando asi un porcentaje alto de células reproductivas viables.

En la actualidad existen diversas investigaciones dedicadas a analizar el efecto de la
cafeina en el semen ovino, los cuales muestran resultados diversos. Nieto et al. (2021)
mencionan que al afadir un 5% de pulpa de café en la alimentacion de los carneros se
evidencio un impacto significativo en las propiedades del semen fresco o congelado. Asi
mismo, el estudio de Wilde, de la Vega y Cruz (2004) asegura que al afiadir dosis
establecidas de cafeina de manera directa a los diluyentes de semen mostré resultados
positivos, pues se evidencio la mejoria en las caracteristicas fisicas de los espermatozoides,
asi como las actividades enzimaticas y la dindmica después de la descongelacion. Estos
estudios sugieren que cuando se utiliza la cafeina en concentraciones adecuadas se puede
obtener efectos favorables en la calidad espermatica de distintas especies, entre ellas los

carneros de pelo (Sanchez, 2024)

Por los motivos mencionados anteriormente, el objetivo general del presente estudio
fue: Evaluar el efecto de la cafeina afiadida en distintos niveles al medio de crioconservacion
y su efecto sobre las caracteristicas espermaticas en el semen de carneros de pelo; ademas los

objetivos especificos fueron: Evaluar las caracteristicas espermaticas del semen pre-



congelado antes de la aplicacién de los diferentes niveles de cafeina al diluyente de
conservacion (Triladyl ®); Evaluar las caracteristicas espermaticas del semen post
congelacion en los diferentes niveles de cafeina aplicado. Todos los objetivos planteados
permitieron evidenciar si la aplicacion de niveles de cafeina al medio de crio conservacion
influye sobre las caracteristicas espermaticas de: motilidad y vitalidad espermatica presente

en el semen crio conservado de carneros de pelo.



4. Marco Tedrico
4.1. Crio conservacion de semen ovino

En el Ecuador se ha llevado a cabo diversos estudios sobre la crio conservacion de
semen para optimizar el proceso. Estos estudios han evaluado distintas combinaciones de
extensores y crioprotectores, encontrando que la utilizacién de glicerol junto con sacarosa o
trehalosa ofrece resultados superiores en términos de viabilidad post-descongelacion en
comparacién con el etilenglicol. Este hallazgo sugiere que estas alternativas pueden ser mas
efectivas para la criopreservacion del semen ovino (Sandoval et al., 2012).

Las investigaciones enfocadas en alternativas a la yema de huevo fresca en los
extensores de semen han mostrado que tanto la yema de huevo clarificada como la lecitina de
soya pueden ser opciones efectivas. Ademas, la inclusion de hidroxitolueno butilado (BHT)
ha demostrado, en general, mejorar la calidad espermaética (Izquierdo et al., 2009).

De igual forma, otros estudios han comparado diversas razas de ovejas tropicales y
distintos tipos de extensores, encontrando diferencias significativas en la motilidad
espermatica post-descongelacion (Chunata et al., 2022). Estos avances son fundamentales
para optimizar los protocolos de crioconservacion de semen ovino, lo que podria tener un

impacto positivo en los programas de mejora genética.

4.2. Diluyente para la crio conservacion en semen ovino

Estudios recientes han investigado varios diluyentes y aditivos para mejorar la
criopreservacion del semen de carnero. Los diluyentes basados en Triladyl han mostrado
resultados mas favorables en el mantenimiento de la motilidad, viabilidad e integridad
acrosomica de los espermatozoides tanto en la refrigeracion como el proceso de la post-
descongelacion (Quito et al., 2025; Sandoval et al., 2012).

También se ha estudiado la suplementacién con antioxidantes, con Tempo a una
concentracion de 0,5 mM en diluyentes a base de Tris mejora la calidad espermatica tras la
descongelacion (Ruiz et al., 2012). De igual forma, la adicion de 50 uM de trolox/108
espermatozoides o 50 pg de catalasa/mL de eyaculado a diluyentes basados en Triladyl
contribuye significativamente a mejorar la motilidad total y progresiva, asi como la viabilidad
espermatica, tanto en la fase previa a la congelacion como después de la descongelacion
(Torres et al., 2019).

4.3. Efectos de la crio conservacion en espermatozoides ovinos

La crio conservacién del semen ovino afecta negativamente la viabilidad y el estado

acrosomal de los espermatozoides, reduciendo significativamente la motilidad progresiva y el



porcentaje de espermatozoides vivos sin reaccion acrosomal (Hernandez et al., 2012). No
obstante, se han propuesto diversas estrategias para contrarrestar estos dafios. Una de ellas es
la incorporacion del antioxidante Tempo a una concentracién de 0,5 mM en un diluyente
basado en Tris, lo cual ha demostrado mejorar notablemente la calidad del semen congelado,
al incrementar la motilidad progresiva y la viabilidad espermatica, ademas de reducir la
capacitacion prematura de los espermatozoides (Ruiz, 2012).

La adicién de glutacion reducida (GSH) durante la criopreservacion del semen ovino
ha evidenciado efectos protectores sobre la integridad del ADN vy la funcionalidad
mitocondrial de los espermatozoides, sin embargo, no tuvo impacto en la peroxidacion
lipidica y se report6 un afectd negativo en la integridad acrosomal (Pérez y Nichi, 2013).
Estos resultados sugieren que los antioxidantes pueden ser una estrategia prometedora para
mejorar la calidad del semen ovino crio conservado.

La reducida capacidad fecundante que presentan los espermatozoides tras la crio
preservacion se atribuye principalmente a dos factores clave: la baja viabilidad luego del
proceso de congelacion y los dafios subletales sufridos por una parte de los espermatozoides
que logran sobrevivir. Estos efectos adversos estan relacionados con varios factores
estresantes, tales como los cambios bruscos de temperatura, el estrés osmotico, la formacion
de cristales de hielo intracelular y la toxicidad celular. En particular, las variaciones térmicas
pueden inducir alteraciones en la membrana espermatica, comprometiendo su funcionalidad
(Watson, 2000).

Durante el proceso de crioconservacion, las membranas espermaticas sufren dafios
que, en algunos casos, pueden revertirse parcialmente tras la descongelacion. Uno de los
principales efectos es la reorganizacién de la fase lipidica de la membrana, lo que provoca el
agrupamiento de las proteinas integrales. Esta alteracion puede comprometer la funcionalidad
de dichas proteinas, especialmente aquellas involucradas en el transporte de iones, como los
canales ionicos. Como consecuencia, la permeabilidad de la membrana plasmética aumenta
después del congelamiento. Ademas, se ve afectada la regulacion intracelular del calcio, lo
que puede interferir con multiples funciones celulares. En situaciones extremas, estos dafios
resultan incompatibles con la viabilidad celular (Bailey y Buhr, 1994).

En condiciones normales, entre un 8% y un 24% de los espermatozoides presentes en
el semen fresco ya presentan membranas plasmaticas debilitadas. Durante los procesos de
congelacion y posterior descongelacion, estas membranas tienden a fragmentarse ain mas, lo
que conlleva una reduccién significativa en la vitalidad espermaética y, en consecuencia, en la

calidad general del semen (Muhammad et al., 2002).



4.4. Estrés oxidativo

Una comprension mas profunda del concepto de estrés oxidativo requiere imaginar un
entorno aerdbico, donde las células y su entorno mantienen un delicado equilibrio entre la
generacion de radicales libres y los mecanismos encargados de neutralizarlos o reparar los
dafios que puedan causar. Este equilibrio es esencial para evitar que una produccion excesiva
de radicales libres afecte negativamente los procesos bioldgicos celulares, comprometiendo
su funcionalidad y eficiencia (Miquel, 1991; Harman, 2003).

Desde esta perspectiva, el estrés oxidativo se manifiesta como un desequilibrio en el
balance fisioldgico entre la produccion de radicales libres y los mecanismos antioxidantes
encargados de neutralizarlos. Este desequilibrio puede originarse por una produccion
excesiva de radicales libres, por una disminucion en la capacidad de respuesta de los sistemas
compensadores, 0 por la combinacién de ambos factores simultaneamente (Sies y Cadenas,
1985).

La sobreproduccion de especies reactivas de oxigeno (ERO) a nivel celular puede
superar la capacidad de las defensas antioxidantes, llevandolas a su destruccion. Esta
situacion genera diversas alteraciones, entre ellas deformidades celulares por la interrupcion
de procesos naturales como la espermatogenesis, afectaciones en la funcionalidad de los
espermatozoides y, como resultado, problemas de infertilidad (Agarwal et al., 2014).

El estrés oxidativo afecta principalmente a las macromoléculas celulares, como los
lipidos, acidos nucleicos, proteinas y carbohidratos, causando dafios significativos en la
funcionalidad de los espermatozoides. Este dafio es principalmente resultado de la
peroxidacion lipidica inducida por las especies reactivas de oxigeno (ROS), lo que impacta
negativamente en parametros clave como la motilidad, la integridad de la membrana
espermatica y la fertilidad (Sariozkan et al., 2009). El aumento considerable del estrés
oxidativo también afecta al ADN espermatico, la transcripcion de ARN y los telomeros, lo
que puede derivar en infertilidad, mortalidad embrionaria y, como consecuencia, pérdida de
la gestacion (Agarwal y Bui, 2017).

Algunas investigaciones sugieren que los sistemas antioxidantes se
desarrollaron en un contexto evolutivo, donde los organismos celulares, en su transicion hacia
un sistema de respiracion aerébica méas eficiente energéticamente, necesitaban crear un
complejo sistema de defensa para contrarrestar los subproductos altamente reactivos
generados. Esto dio lugar a la producciéon de diversas moléculas e iones que ayudan a
mantener un "equilibrio redox™ que favorezca el desarrollo sostenible de la vida en nuevos

entornos biologicos (Freeman y Grapo, 1982).



Aunque los sistemas antioxidantes son esenciales, el estrés oxidativo suele asociarse a
efectos negativos sobre una variedad de moléculas, como lipidos, proteinas, carbohidratos y
ADN. También impacta diversos procesos bioldgicos, tales como la mutagénesis, los
procesos carcinogénicos, los dafios a las membranas celulares, la peroxidacion lipidica, la
oxidacion proteica y la fragmentacién del ADN. El origen de estos fendmenos radica
principalmente en la formacion de radicales libres, los cuales se derivan de la respiracién
celular en presencia de oxigeno o nitrégeno (Sies y Cadenas, 1985; Agarwal et al., 2006).
4.4.1. Estrés oxidativo en los espermatozoides

El estrés oxidativo en los espermatozoides ocurre cuando hay un desequilibrio entre
las especies reactivas de oxigeno (ROS) y los antioxidantes, lo que lleva a una disminucién
de la calidad y la fertilidad del esperma (Christova et al., 2004; Lopez et al., 2011).

La membrana espermatica, rica en &cidos grasos insaturados, es especialmente
vulnerable a los ataques de especies reactivas de oxigeno (ROS), lo que provoca peroxidacion
lipidica y dafios en las estructuras esenciales del esperma (Christova et al., 2004). Debido a
esta vulnerabilidad, los niveles elevados de ROS en el semen se asocian estrechamente con la
infertilidad masculina, afectando aspectos clave como la motilidad espermatica, la integridad
de la membrana y el ADN, tal como se sefiala en el estudio de Zayas et al. (2000).

El estrés oxidativo también puede ocurrir durante el manejo y la manipulacion del
semen, lo que compromete la viabilidad de los espermatozoides y su capacidad de
fertilizacion (lzquierdo et al., 2009). En este contexto, los sistemas antioxidantes juegan un
papel crucial en la proteccion de los espermatozoides contra el dafio oxidativo. Por esta
razon, la evaluaciéon de los marcadores de estrés oxidativo y las defensas antioxidantes es
fundamental para obtener informacion sobre la calidad de la espermatogénesis, 1o que podria
guiar terapias antioxidantes en pacientes con problemas de fertilidad (Zayas, 2000).

4.4.2. Estrés oxidativo en procesos de crio conservacion

La historia ha demostrado la notable capacidad de los espermatozoides para sobrevivir
a temperaturas cercanas a la congelacion, como lo evidencié Spallanzani en 1776, quien
logro congelar semen en nieve y reactivarlo treinta minutos después en un medio temperado.
A pesar de esta capacidad para almacenarse a temperaturas cercanas a los -196°C, los
espermatozoides sufren dafios estructurales y fisiolégicos durante el proceso de

crioconservacién (Watson, 2000).

La congelacion y descongelacion de las dosis seminales ocasiona una serie de dafios

que afectan directamente la supervivencia celular de los espermatozoides. Durante este



proceso, se elimina el potencial antioxidante natural de la muestra, generando un ambiente
nocivo para los espermatozoides. Esto ocurre debido a la eliminacion de gran parte del

plasma seminal, que es reemplazado por el medio crioprotector (Gadea et al., 2005).

La estructura y composicion de la membrana plasmatica juegan un papel crucial en el
proceso de crioconservacion. La forma en que esta membrana responda durante la
congelacion y descongelacion determinara, en gran medida, la supervivencia, funcionalidad y
potencial fértil de las muestras seminales crioconservadas (Waterhouse et al., 2006).

Asimismo, los radicales libres generados durante la crioconservacion han sido objeto
de diversos estudios. Se ha observado que la produccion de radicales libres en los
espermatozoides aumenta en respuesta al descenso de temperatura durante la

crioconservacion, especialmente en temperaturas cercanas a los 4°C (Wang et al., 1997)

4.5. Antioxidantes

Los antioxidantes son sustancias capaces de retardar, prevenir y detener la oxidacion
de los sustratos o moléculas). Pueden variar desde moléculas complejas, como el superoxido
dismutasa, la catalasa, las peroxirredoxinas, hasta moléculas méas simples como el acido urico
y el glutation (Gutteridge y Halliwell, 2000; Arancibia et al., 2022)

La adicion de antioxidantes a los extensores de semen ha demostrado efectos
beneficiosos en la preservacion de las caracteristicas seminales y en la mejora de la fertilidad
tras la conservacion (Michael et al., 2008).

Un ejemplo especifico es el antioxidante Tempo que mejord significativamente la
calidad del semen después de la descongelacion, aumenté la motilidad progresiva, la
viabilidad y la integridad acrosomica, y redujo la capacitacion prematura de los
espermatozoides en comparacion con los grupos de control (Ruiz et al., 2012; Ruiz et al.,
2007).

No obstante, el uso excesivo de antioxidantes puede resultar perjudicial, ya que estas
sustancias desempefian un papel crucial en las etapas de adquisicion del potencial fertilizante
de los espermatozoides (Savi et al., 2015). Por lo tanto, es fundamental tener en cuenta el tipo
y la concentracion de antioxidantes al desarrollar protocolos para la crioconservacion del

semen ovino.

4.6. Cafeina
La cafeina constituye como un compuesto alcaloide, que forma parte de la familia de

las metilxantinas, que son derivadas de los inhibidores de fosfodiesterasas (Stephens et al.,
2013).
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El grupo de compuestos gque incluye la cafeina, la teofilina (presente en el té) y la
teobromina (en el chocolate), entre otros, tiene efectos estimulantes sobre el sistema nervioso
autonomo. En particular, la cafeina tiene un efecto directo en el metabolismo celular,
incluidas las células espermaticas. Se cree que este efecto estd relacionado con la
concentracion de iones de calcio (Barakat et al., 2015). La cafeina aumenta la glucélisis en
los espermatozoides, lo que a su vez mejora su motilidad debido al aumento en la
concentracion intracelular de adenosin monofosfato ciclico (AMPc). Este incremento en los
niveles intracelulares de ATP promueve una mayor motilidad espermatica (Stephens et al.,
2013).

Estudios recientes han evaluado el uso de antioxidantes en la crioconservacion de
semen de carnero y bufalo. La adicion de cafeina en el extensor de semen de carnero, a
concentraciones bajas (0,1 mM) o medias (0,2 mM), ha demostrado mejorar las
caracteristicas fisicas de los espermatozoides, las actividades enzimaticas y la dinamica
después de la descongelacion (Hamid, 2018).

4.7. Procesos metabdlicos de los espermatozoides

Towns, K. My Luke, R. K. J. (1976) indican que los espermatozoides obtienen la
energia necesaria para su motilidad de las reservas intracelulares de ATP, cuya utilizacion
estd regulada por la concentracion endégena de monofosfato de adenosina ciclico (AMPc).
Este compuesto también influye directamente en la motilidad de los espermatozoides. Los
espermatozoides degradan aztcares como la glucosa, la fructosa y el acido lactico en un
proceso fructolitico que ocurre en condiciones anaerobicas, ya que la fructosa, principal

azucar del semen, es esencial para que los gametos sobrevivan en este ambiente.

Los espermatozoides degradan azucares como la glucosa, la fructosa y el acido lactico
en un proceso fructolitico que ocurre en condiciones anaerobicas, ya que la fructosa, principal
azucar del semen, es esencial para que los gametos sobrevivan en este ambiente. Este aspecto
es particularmente relevante en la crioconservacion del semen y la inseminacion artificial
(Garner y Hafez, 2000).

El metabolismo espermatico incluye la glucolisis, el ciclo de Krebs y la fosforilacion
oxidativa, procesos interconectados que generan especies reactivas de oxigeno (ROS) como
subproductos (Pefia et al., 2021). En el caso de las especies ovinas, los espermatozoides
pueden metabolizar varios &cidos grasos, como el acido miristico (presente en los
diglicéridos) y el acido docosahexaenoico (abundante en los fosfolipidos) (Neill y Masters,

1972). La glucosa es una fuente crucial de energia para los espermatozoides, pero las
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concentraciones Optimas son inferiores a las que se encuentran en los diluyentes comerciales
(Diaz y Arvelo, 2005).

Mantener la homeostasis redox es esencial para el correcto funcionamiento de los
espermatozoides. Las técnicas de separacion de espermatozoides, como el swim-up, Percoll,
filtracion con fibra de vidrio y Sephadex, pueden afectar la viabilidad de los espermatozoides
y su estado acrosémico tras la descongelacion. La filtracion con fibra de vidrio ha mostrado
resultados prometedores en la mejora de la motilidad progresiva y la viabilidad de los
espermatozoides ovinos después de la descongelacion (Vazquez et al., 2012).

En los procesos metabdlicos, la generacion de energia a través de la via oxidativa, que
ocurre en las mitocondrias, es mucho mas eficiente que la fructélisis. Gran parte del ATP
producido se utiliza como fuente de energia para la motilidad de los espermatozoides, asi
como para diversos procesos de transporte activo en las membranas espermaéticas. Estos
procesos de transporte son esenciales para mantener concentraciones adecuadas de iones

vitales para el funcionamiento celular de los espermatozoides (Sanchez, 2024).

4.8. Efecto de los radicales libres sobre la motilidad espermatica

Las células espermaticas son particularmente vulnerables al dafio causado por los
radicales libres debido a las altas concentraciones de &cidos grasos poliinsaturados en su
membrana espermatica (Tortolero et al., 2005). Este tipo de membrana es mas propenso a
sufrir peroxidacion lipidica, lo que compromete la integridad celular y, por ende, su funcion.

Los radicales libres de oxigeno afectan la motilidad espermatica a través de una serie
de eventos bioquimicos. Uno de los principales mecanismos es la disminucion de la
fosforilacion de proteinas que recubren el axonema, la estructura responsable del movimiento
del espermatozoide. La fosforilacion de proteinas es crucial para mantener la motilidad, y su
alteracion puede resultar en la inmovilizacion de los espermatozoides, debido a una reduccion
en la fluidez de la membrana (Sanchez, 2024).

El peréxido de hidrogeno (H20:) es una de las principales especies reactivas de
oxigeno (ROS) involucradas en este proceso. Este compuesto puede atravesar la membrana
espermatica e inhibir la actividad de ciertas enzimas esenciales, como la glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa (G6PD), que regula la velocidad de la glucosa en la via de la hexosa
monofosfato. Esta inhibicién reduce la disponibilidad de NADPH, un cofactor clave para la
produccion de radicales libres y el mantenimiento de la homeostasis redox en el

espermatozoide (Aitken et al., 1998).
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Ademas, la disminucién de NADPH afecta la capacidad de los espermatozoides para
generar energia y controlar los radicales libres, lo que incrementa la peroxidacién lipidica en
su membrana. La peroxidacion de los fosfolipidos de la membrana plasmatica altera los
acidos grasos insaturados, lo que deteriora ain més la funcionalidad y la viabilidad de los
espermatozoides (Garcia et al., 2011). Este proceso de peroxidacién lipidica es una de las
principales causas del dafio espermatico asociado con el estrés oxidativo, lo que puede llevar

a una disminucidn en la calidad del semen y problemas de fertilidad.
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5. Metodologia
5.1. Area de estudio

El estudio de evaluacion de las caracteristicas espermaticas aplicando los diferentes
niveles de cafeina como un antioxidante en el semen de carneros de pelo, se realiz6 en la

comunidad La Libertad perteneciente a la parroquia Fatima, cantén Pastaza, Provincia de

Pastaza.

El clima es humedo tropical, con una humedad relativa maxima de 90%, con una
precipitacion superior a 3000mm, la temperatura oscila entre los 18° a 25° y se encuentra
ubicada a 01°25°08” de latitud sur y 77°56°37” longitud oeste, a una altitud entre 983 msnm a
1199 msnm (GADPRF, 2023). Donde los productores pecuarios actualmente se han dedicado

a la produccién ovina por lo que se realizo este estudio para mejorar la productividad; el

tiempo requerido que se aplico en el trabajo de campo fue de 30 dias.

\ MAPA DE LA PARROQUIA FATIMA \

seasss 10 1008
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SIMBOLOGIA
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Cobertura de la Tierra 2018
. Bosque.

Figura 1. Ubicacion de la parroquia Fatima
5.2. Procedimiento
5.2.1. Enfoque metodoldgico

El estudio fue de analisis cualitativo ya que se evalud las variables que se enfoco en
la interpretacion mediante la observacion, asimismo fue de analisis cuantitativo ya que las

variables consideradas se evaluaron objetivamente y el resultado del producto obtenido se

analiz6 estadisticamente.

5.2.2. Disefio de la investigacion
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El disefio de la investigacion aplicado fue experimental con un disefio multivariante y
un analisis estadistico empleando un Manova, utilizando para ello el programa SPSS version
26, donde se utiliz6 2 carneros de pelo de raza Katahdin con pesos homogéneos, con una
alimentacion a base de pasto Gramalote (Axonopus escoparium) y concentrado, el cual se
extrajo el semen y se aplicé un diluyente de conservacién (Triladyl®) y adicional un
antioxidante en 3 diferentes niveles de cafeina anhidra en cuatro tratamientos (TO= control,
T1= 1mg cafeina, T2= 2mg cafeina, T3= 3mg cafeina) se evaluaron 12 repeticiones
(pajuelas) por tratamiento; cabe mencionar que se realizo tres colectas de semen, 1 colecta
por cada animal a la semana (Tabla 1).

Tabla 1. Esquema del experimento

UE (N. de pajuelas

Raza Diluyente + Cafeina anhidra
evaluadas)
TO: Diluyente + Omg 12
_ T1: Diluyente + 1mg 12
Katahdin M1

T2: Diluyente + 2mg 12
T3: Diluyente + 3mg 12
TO: Diluyente + Omg 12
T1: Diluyente + 1mg 12

Katahdin M2 )
T2: Diluyente + 2mg 12
T3: Diluyente + 3mg 12
Total UE 96

5.2.3. Tamarfio de la muestray tipo de muestreo

El estudio se realizd en las instalaciones de laboratorio donde se utilizé el eyaculado
de 2 ovinos de pelo, considerando los siguientes criterios: coloracion blanca y cremosa, olor
caracteristico sui géneris (leche fresca) y sin presencia de particulas extrafias. Donde una
pajuela fue considerada una unidad experimental (UE), total fueron 48 UE (pajuelas) por
animal, obteniendo 96 pajuelas totales en las cuales se aplicaron en cuatro tratamientos (TO
control, T1= 1mg cafeina, T2= 2mg cafeina, T3= 3mg cafeina) con 12 repeticiones (UE) por

cada tratamiento, considerando las tres colectas de eyaculado obtenido por cada ovino.

5.2.4. Técnicas
5.2.4.1. Campo.
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e Armado de la vagina artificial

Antes de armar la vagina artificial se lavé todas las partes y se secd con papel toalla.
Se procedio a colocar la camisa de latex dentro del tubo plastico cilindrico doblando asi los
extremos del mismo, ademas se incorpord el cono de silicona que permitié que el semen pase
de la vagina artificial al tubo Falcon (15 mL). Se retird la tapa de la valvula y se llen6 de agua
a una temperatura de 50°C, una vez llena se cerrd la tapa de la valvula y se ajusto la presion
de la vagina artificial realizando insuflacién de aire (Sanchez, 2024).

e Extraccion de semen

Se incorporo a los machos al corral con las hembras, también se utiliz6 el soporte de
sujecion para inmovilizar a la oveja, estas técnicas permitieron que se realice la monta, para
posteriormente extraer el semen con ayuda de la vagina artificial, en la misma se aplico
lubricante no espermicida para mejor penetracion.

La monta y coleccion de semen se realizd una vez por semana durante 3 semanas
teniendo 3 colectas por cada animal. Para cada ovino, la primera sesion de monta diaria se
realizé entre las 8:00 de la mafiana y para el segundo animal, 10 de la mafiana.

Los eyaculados se recolectaron en tubos Falcon (15 mL), protegidos con papel
aluminio para evitar el contacto con los rayos solares (Anexo 1).

5.2.4.2. Laboratorio.

e Evaluacion macroscopica de semen fresco

Volumen: Se utilizé un tubo Falcon graduado de 15 mL, el cual se determiné el valor
del eyaculado a través de la lectura directa expresada en mL(anexo 2).

Color: Se evalué a través de la visualizacién directa del eyaculado obtenido, tomando
en cuenta los siguientes aspectos: blanco cremoso, blanco lechoso, transparente y translucido
(Aisen, 2024).

pH: EIl papel tornasol se sumergio en el eyaculado asi de esta manera se evalu6 el pH
considerando aceptable de 6.2 a 7.3 (Rojas, 2024).

e Evaluacion microscépica pre — congelacion

Motilidad Masal (%): Para evaluar la motilidad masal se coloc6 5 pl de semen fresco
en un portaobjetos que estaba a una temperatura de 37° C, con la ayuda del microscopio con
un lente de 10X se observé un movimiento en masa de los espermatozoides en forma de
ondas oscuras bien marcadas y con movimiento rapido; tomando en cuenta para la evaluacion
la escala de calificacion del 1 a 5, donde 1 carece de movimiento y 5 es la maxima

calificacion con mayor movimiento en masa (Anexo 3).
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Motilidad Individual (%): Una vez realizado la dilucion del semen ovino con la ayuda
de la micro pipeta se tom6 de muestra 5 pl y se coloco en ¢l portaobjetos a una temperatura
de 37° C y se cubri6 con un cubreobjetos, con un lente a 40X se observd el movimiento
rectilineo progresivo el cual se tomd en cuenta para la valoracién del porcentaje de motilidad
individual (Anexo 3).

Viabilidad espermatica (%): Para la viabilidad espermatica se aplicd eosina —
nigrosina misma que tifi6 a los espermatozoides vivos de color rosa palido o blanca y de color
rosa oscuro a los espermatozoides muertos.

Preparacion del diluyente y adicion de la cafeina: Para la preparacion del diluyente se
mezclo 4 mL de (Triladyl ®), 12 mL de agua bidestilada “Lavetec” y 4 mL de yema de
huevo, para ello pasamos la yema por el papel toalla para absorber todo el restante de la clara
de huevo, con la ayuda de una jeringa de 5 mL y una aguja de calibre 18G *1 '4” se extrajo la
yema (Anexo 4).

Esta preparacion se utilizd en una pre — dilucion del semen, una vez extraido el semen
se realizé la pre dilucion en una relacion 1:1 (vol:vol), es decir, el mismo volumen del
eyaculado se incorporo el diluyente previamente preparado que nos ayudd para mantener los
espermatozoides estables para los siguientes procesos (Mullo, 2023).

Una vez que se obtuvo completamente diluido el semen de ovino se dividi6 en cuatro
fracciones iguales sefialadas como TO, T1, T2 y T3 en diferentes tubos Falcon (15 mL), el
cual se afiadio para cada tratamiento los diferentes niveles de cafeina por animal (Anexo 5).

e Célculo de numero de dosis de semen

El célculo se realizé en base a los lineamientos de las siguientes formulas (Sanchez,

2024).

Concentracion espermatica = Total de espermatozoides * 5 * 10000 = 200

Esperm.viables = vol. eyaculado * concent.esperm.x motilidad ind.» viabilidad

Espermatozoides viables

# Pajillas = Concentracion deseada

# Pajillas

Volumen final (eyaculado + diluyente) = 7

e Envasado y sellado de pajillas
Una vez diluido el semen e incorporado la cafeina se realizo el envasado en pajillas de

0.25 ml anteriormente marcadas para identificar los diferentes tratamientos, con la ayuda de
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una jeringa de insulina se fue llenando y con el peine bubbler se dej6 una burbuja de aire para
evitar que se reviente al momento de la descongelacion y se sellé con polvo polivinilo (anexo
6).
e Proceso de crioconservacion
Las pajuelas obtenidas por cada tratamiento se pasaron por las siguientes fases.
e Fase de refrigeracion

Las curvas de temperatura ayudaron para el descenso controlado de la misma, para
evitar el choque térmico en los espermatozoides, la cual descendi6 a una temperatura de 4° C
durante 2 horas, a través de la adicién de hielo en un cooler con agua para mantener a esa
temperatura deseada (Anexo 7).

e Fase de congelacién

Para la congelacion se utiliz un cooler donde se agreg6 2 cm de nitrégeno liquido y
se incorporé un rack con capacidad de 80 pajillas a una distancia de 6cm del nivel de
nitrégeno liquido. El primer descenso fue de 4° C a -6° C durante 10 minutos. En el segundo
descenso se bajé el rack a una distancia de 4 cm del nivel de nitrégeno liquido de -6° C a -
196° C durante 10 minutos, todo este procedimiento se tapd el cooler; una vez que se realizd
este procedimiento se dejo caer las pajillas al nitrégeno liquido del cooler. Posteriormente se
procedié a colocar las pajillas en un goblet, finalmente se crio conservé todas las pajuelas en
el tanque de nitrogeno (Anexo 8).

e Evaluacion microscopica post — congelacion

Una vez congelado las pajuelas se procede a descongelar a bafio maria a una
temperatura de 37° C por 1 minuto, donde se evalué lo siguiente:

Motilidad Individual (%): Se coloc6 una gota de semen diluido mismo que fue puesto
sobre un portaobjeto a una temperatura de 37° C y protegido por un cubreobjetos; el analisis
se realiz6 con un microscopio a 40X, donde se observd si mas del 50% de los
espermatozoides que estaba en el campo posee movimiento o no, donde se tomo en cuenta los
espermatozoides con movimiento progresivo lineal y no los que se movian de manera
circular. Se calcul6 la motilidad individual los espermatozoides en movimiento rectilineo
progresivo sobre el total de los espermatozoides observados en el campo de vision, valores
que se obtuvieron en una escala de 0 a 100% (Mullo, 2023).

Vitalidad espermatica (%): En este proceso se colocd 3ul de muestra de esperma en
un portaobjetos y se anadié 10ul de solucion eosina — nigrosina, se homogenizo y se dejé que

la tincion se fije por unos 30 segundos, finalmente se realizo el frotis y se dejo secar a
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temperatura ambiente por unos 3 minutos aproximadamente. Para el analisis se utilizé un
microscopio a 100X, donde se colocO el portaobjetos y se conté un minimo de 100
espermatozoides en diferentes campos del portaobjetos, se tomé en cuenta a los
espermatozoides cuya cabeza fueron tefiidas de color rosado claro o de color blanco, los
mismo que fueron denominados como vivos, por otro lado, los espermatozoides que estaban
muertos, la cabeza se tifid de color rosa oscuro (Anexo 9).

Para calcular el porcentaje de vitalidad espermatica se aplicé la siguiente formula
(Mullo, 2023).

o ) N® espermatozoides muertos
Vitalidad espermatica(%) = - - - x 100
N® espermatozoidesvivos

5.2.5. Variables de estudio
Evaluacion macroscopica pre — congelacion (semen fresco).
» \Volumen (mL)
» Color (blanco cremoso, blanco lechoso, lechoso, translucido)
» pH (escala de 1-14)
Evaluacion microscopica pre — congelacion.
» Motilidad Masal (escala 1 —5)
» Motilidad Individual (%)
» Viabilidad espermatica (%)
Evaluacion microscopica post — congelacion.
» Motilidad Individual (%)
» Vitalidad espermatica (%)

5.3. Procesamiento y anélisis de la informacion

En las variables macroscopicas de semen fresco analizadas fueron el volumen de
eyaculado y pH donde se aplicé la media.

Para las variables microscopicas pre — congelacion (motilidad masal, motilidad
individual y viabilidad) se utilizo la media.

En las variables microscépicas post — congelacion se empled disefio multivariante
utilizando una prueba Manova en el programa SPSS version 26 (Anexo 13).

5.4. Consideraciones éticas
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Los animales fueron manejados de acuerdo a las normas para el cuidado y uso de

animales en investigacion segun el Codigo Organico del Ambiente (ROS N.° 983, Ecuador).
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6. Resultados
6.1. Evaluacion macro y microscopica del semen ovino de la raza Katahdin pre
congelacion.
6.1.1. Valoracion Macroscopica

Dentro de las variables obtenidas para la valoracion microscépica (Anexo 10) se
tomaron en cuenta las siguientes:

6.1.1.1. Volumen.

Para la variable de volumen del eyaculado de semen ovino se obtuvieron valores entre
1.43 a 1.40 mL, dando una media de 1.42 mL (Tabla 2); valores que se encuentra dentro de
los rangos promedios de acuerdo con Ramirez et al. (2019), quienes manifiestan en su estudio
volumenes entre 0.5 a 2 mL de eyaculado que puede variar de acuerdo a la edad, tamafio,
condicién corporal propias de los animales.

6.1.1.2. Color.

El color que muestra cada eyaculado de semen presenta una tonalidad blanca para los
dos carneros, presentando una diferencia en la consistencia para M1 cremosa y para el M2
lechosa (Tabla 2). Tonalidades que segun Castro et al. (2017), menciona que todos los
eyaculados en carneros obtenidos en su estudio presentan una coloracion blanca cremosa
como una caracteristica adecuada del semen.

6.1.1.3. pH.

Los valores de pH obtenidos se encuentran en una escala de 7.3 a 7.7
respectivamente, con una media de 7.5. Al respecto Rojas (2024) menciona que, en el carnero
y el macho cabrio, los valores de pH estan dentro de 6.2 a 7.3 tomando en cuenta un pH de
7.5 como una referencia aceptable.

Tabla 2. Valoracion espermatica de semen fresco de la raza Katahdin pre congelacion.

Carnero Volumen (ml) Color pH
M1 1.43 blanco cremoso 7.3
M2 1.40 blanco lechoso 1.7

Promedio 1.42 7.5

6.1.2. Valoracion Microscopica

6.1.2.1. Motilidad Masal.

La motilidad masal se puede observar en la Tabla 3, la cual presenta un valor
ligeramente superior en el carnero uno (M1) con una valoracion de 5, mientras el carnero 2
(M2) presento un valor de 4.

6.1.2.2. Motilidad individual (%6).



La motilidad individual se presenta en la Tabla 3, en la cual existe una diferencia en
los porcentajes presentando una mayor motilidad individual el carnero 1 (M1) con el 76.7%
mientras el carnero 2 (M2) con el 66.7% (Anexo 11).

6.1.2.3. Viabilidad espermatica (%o).

La Tabla 3 presenta los valores referentes a la viabilidad espermatica de los carneros
evaluados en la presente investigacion los cuales presentaron un valor superior en la muestra

(M1) con el 80%, mientras la muestra (M2) presento un valor de 70% (Anexo 11).

Tabla 3. Valoracion espermatica de semen fresco de la raza Katahdin pre congelacion.

Motilidad Masal Motilidad Individual

Carnero (escala 1-5) (%) Viabilidad (%)
M1 5 76.7 80
M2 4 66.7 70
Promedio 4.5 71.7 75

6.2. Evaluacion de las caracteristicas espermaticas de semen ovino de la raza
Katahdin post descongelacion con aplicacion de Cafeina.
6.2.1. Motilidad Individual (%)

La motilidad individual que se presenta en la Tabla 4, la cual muestra diferencias
significativas (P < 0.05) entre el T3 (3 mg de cafeina) con el 21.3% vy el resto de los
tratamientos, sin embargo, la presente investigacion reporta que el tratamiento con mejor
desempefio manifestd el T2 (2 mg de cafeina) con el 51.3%.

Tabla 4. Valoracién de la motilidad individual del semen ovino de la raza Katahdin post
descongelacion aplicando tres niveles de Cafeina.

Carnero TO (%) T1 (%) T2 (%) T3 (%)
M1 49.2 48.3 63.3 24.2
M2 37.5 30 39.2 18.3

Promedio 43.4? 39.22 51.32 21.3

6.2.2. Vitalidad Espermatica (%)

Al analizar la Tabla 5 podemos visualizar los resultados obtenidos con respecto a la
vitalidad espermatica en la cual presentan diferencias significativas (P< 0.05) entre el T3 (3
mg de cafeina) con el 29.1%, y el resto de los tratamientos en los cuales el T2 (2mg de

cafeina) presento un mejor desempefio, con el 70.5% (Anexo 12).
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Tabla 5. Valoracion de la vitalidad espermatica del semen ovino de la raza Katahdin post

descongelacion aplicando tres niveles de Cafeina.

Carnero TO (%) T1 (%) T2 (%) T3 (%)
M1 62.9 57.6 81.2 335
M2 43.3 45.6 59.8 24.7

Promedio 53.12 51.6 70.52 29.1°
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7. Discusion
7.1. Volumen de eyaculado

Ramirez et al. (2019), manifiestan en su estudio volumenes entre 0.5 a 2 ml de
eyaculado; por otro lado Escudero (2015), reporta en su investigacion un promedio de
volumen de eyaculado de 0.96 ml, mientras Valdez (2013) indica que, dentro de un estudio se
emplearon distintos métodos de recoleccion seminal donde se identificO que la vagina
artificial es un método apto obtener semen de manera segura en el carneros Katahdin cuya
cantidad normal de eyaculado por carnero es la siguiente: en carneros jovenes de 0,5 a 0,7ml
y en adultos el parametro normal va de 0,5 a 2 ml. Por otro lado, en la investigacion realizada
por Lépez, (2016) se evaluaron diferentes aspectos relevantes en machos Pelibuey entre los
cuales se considero: la raza, la edad y la época de la capacidad reproductiva de machos de 34
meses de edad, de quienes se pudo obtener un volumen de eyaculado de 0,78 ml bajo
condiciones de clima tropical.

Guerrero et al. (2009) en su estudio al evaluar el uso de dilutores hipertonicos en
ovinos de raza Black Belly considerando la edad de dos a tres afios y medio de edad mismo
que fue realizado en el Valle de Lima pudo obtener un volumen de eyaculado de 1.1 ml,
mientras (Hafez. et al., 2004 y Evans et al .,1990) evallan dos diferentes métodos de
recoleccion que la importancia del volumen de eyaculado depende de diferentes aspectos
importantes como: la metodologia empleada para la recoleccion del eyaculado, edad del
ovino y su estado de salud, cabe recalcar la importancia del desempefio del personal
encargado de la recoleccion del semen y el intervalo entre muestras recolectadas, es decir la
frecuencia de obtencién de muestras o nimero de servicios por semana, factor que se debe
considerar en toda investigacion. Dichos factores demostraron que el volumen obtenido en el
presente estudio se encuentra dentro de los parametros normales.

7.2. Color

En el estudio de Chunata (2019) se indica que en la valoracién de contenido seminal
en ovinos Katahdin y Pelibuey en la Amazonia Ecuatoriana, menciona que la coloracién en
carneros de raza Pelibuey fue una tonalidad blanco lechoso, mientras que en carneros Black
Belly la coloracion fue blanco cremoso, por otro lado Castro et al. (2017) mencionan en su
investigacion que la coloracion de eyaculado obtenida fue blanca cremosa; por otro lado
Escudero (2015) reporta que en su investigacion qué, la coloracion de eyaculado en carneros
criollos fue una coloracién blanca cremosa, mientras Rodriguez et al. (2007), mencionan que
bajo las condiciones de campo, la evaluacion del color del semen de carnero se lleva a cabo

mediante la observacion de la opacidad en el tubo recolector, en la cual se califica como

24



buena cuando al muestra presenta una coloracion cremosa y una condicion espesa sin
embargo, cuando presenta una tonalidad grisacea y una condicion diluida, se considera una
muestra de mala calidad; ademas autores como Hafez et al. (2004) y Evans, et al. (1990),
sefialan que la tonalidad del semen ovino presenta tonos lechosos o en algunos casos crema
palido, sin embargo, cuando la coloracion suele ser de una tonalidad rosacea, la muestra
presente presencia de sangre, por otro lado al existir la presencia de infeccion en el tracto
reproductivo, la muestra presentara una coloracion gris.

Cueto et al. (2016) en su manual de procesamiento de semen menciona que el color
del semen ovino debe presentar una tonalidad blanco lechoso o cremoso palido, sin embargo,
puede existir una coloracion blanquecina amarillenta, de esta manera se tiene una relacién
directa entre la intensidad del color y el volumen de espermatozoides que se presentan en la
muestra; finalmente en algunos casos puede existir la presencia de orina en la muestra de
eyaculado, siendo este el caso, la muestra sera de color amarillenta, es importante recalcar
que la coloracién del eyaculado depende de la concentracion espermatica, y que esta también
depende del manejo, alimentacion y el nimero de servicios de los carneros.

7.3. pH

Pillajo (2015), menciona en su estudio evaluando tres diluyentes comerciales en ovino
de raza Poll Dorset y Corridale en al cual obtuvo un pH de 6.8 como un valor alto, mientras
Chunata (2019) expresa en su investigacion acerca de la valoracion de contenido seminal en
ovinos Katahdin y Pelibuey en la Amazonia Ecuatoriana, promedios de 7, siendo este un pH
neutro. Por otro lado, Tapia (2018), menciona en la valoracion de calidad seminal de ovinos
de raza Corriedale y Mestizos valores de pH de 7, siendo un pH neutro en todas las muestras
seminales. Escudero (2015), reporta en su investigacion que el valor de pH obtenido fue de
6.7, sin embargo, Hintz. et al. (1987), mencionan en su investigacion realizada en ovinos de
raza Black Belly que la valoracion del pH del eyaculado de carnero se encuentra en el rango
de 5.9 -7.3. Por otro lado, Illera (1994) manifiesta que, la presencia de orina como fuente de
contaminacion del eyaculado altera el pH hasta en 7.6, sin embargo, el semen recolectado en
el presente estudio se halla dentro de los rangos normales.

7.4. Motilidad masal

Chunata (2019), reporta en su investigacion realizada en ovinos tropicales, un mayor
valor en la raza Black Belly con 4.75 puntos a diferencia de la raza Pelibuey con una
puntuacion de 4.5, si bien no existe diferencias significativas con la finalidad de marcar la
variable entre las razas; por otro lado, Cueto et al. (2016) menciona que la velocidad con que

presentan movimiento los espermatozoides marca la motilidad masal, es una escala de
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calificacion bastante subjetiva, dando valoracion de 0-5 puntos; por otro lado, Lépez et al.
(2016), reporta en su investigacion realizada en ovinos Pelibuey considerando aspectos
fundamentales como la raza, edad y época del afio, un valor de 4.31 en las muestras
seminales frescas; sin embargo Viteri (2015), reporta en su investigacion considerando la
aplicacion de Biotecnoldgicas en ovinos de raza Rambouillet y Poll Dorset una valoracion de
5 puntos en semen fresco.

7.5. Motilidad individual

Con respecto a este parametro, Carrascal et al. (2018) menciona en su estudio
realizado en ovinos evaluados bajo condiciones ambientales en el caribe colombiano en el
cual la raza Katahdin presenta un valor de 66.3%, mientras la raza Dorper presenta un valor
superior con el 69.4%, sin embargo, el método de extraccion también influye en la motilidad,
respecto a esto también menciona que existe una mayor motilidad individual con vagina
artificial (72.4%), a diferencia de utilizar un electro eyaculador (68.4%). Por otro lado,
Escudero (2015) reporta una motilidad individual del 99% en la raza Corriedale.

En cuanto a la motilidad individual post congelacion segun los datos reportados por
Chunata (2019), en su investigacion reportd diferencias significativas en las muestras
evaluadas, mostrando un mayor movimiento las muestras de la raza Black Belly con el
(78.4%) a diferencia de la raza Pelibuey con el (64.2%); mientras Cervera et al. (2013),
encontré una motilidad individual de 67.2% post congelacion en ovinos de raza Katahdin;
finalmente Rodriguez et al. (2008), menciona en su estudio que la motilidad espermatica en
carneros Black Belly y Pelibuey presentaron un promedio de (71.5%) en las muestras post
congelacion. Pillajo (2015) menciona en su investigacion realizada evaluando los parametros
macroscopicos del semen de ovinos de la raza Poll Dorset un porcentaje del 46,3% con un
diluyente Andromed presentando este una menor eficiencia, sin embargo, el mejor
rendimiento estuvo presente en el tratamiento considerando el diluyente Triladyl® con el
73.3%.

7.6. Viabilidad espermética

En cuanto a la viabilidad espermatica, Carrascal et al. (2018), reporta en su
investigacion de ovinos de raza Pelibuey bajo condiciones ambientales en el caribe
colombiano, qué en el caribe humedo presenta un valor del 74% y en el caribe seco fue de
77.5%, en cuanto a las razas evaluadas existe una mayor viabilidad en la Santa Inés con el
76.4%, y con un 73% en la raza Katahdin, mientras, Rodriguez (2007), menciona que al crio

conservar la muestra cerca del 60% de los espermatozoides presentan movimiento luego de la
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descongelacion, por otro lado Pillajo (2015) reporta en su estudio realizado en ovinos criollos
en el subtrdpico que la vitalidad espermatica present6 un valor de 74.8%.

Por otro lado, Gémez (2020) en su investigacion realizada en la categorizacion de la
crio conservacion de semen ovino en carneros de raza Black Belly y Pelibuey en la cual se
crio conservo con diluyente Triladyl y yema de huevo, se puedo determinar que a las 24 horas
se logré obtener una viabilidad del 47.84% post congelacion.

Al adicionar en el diluyente Triladyl® un surfactante en la crio conservacion de
semen Katahdin logré obtener una viabilidad espermatica del 23.83%luego de los 17 dias de
conservaciéon como indica Cervera et al. (2013), mientras Pillajo (2015) en su investigacion
realizada en la evaluacion de caracteristicas macroscopicas de semen de la raza Correidale y
Poll Dorset menciona que en cuanto a la raza como factor d estudio ambas lograron obtener
el 22.5%, sim embargo, en cuanto a la utilizacion de diluyentes el mejor tratamiento se

encontro al utilizar el diluyente Triladyl® con el 27.6%.
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8.  Conclusiones
. Las caracteristicas macro y microscopicas del semen entre los carneros Katahdin no
presentan diferencias significativas antes de aplicar los niveles de cafeina al diluyente de
conservacion (Triladyl®) y dichos parametros se encuentran dentro de los rangos
manifestados en la literatura.
. La aplicacion de los distintos niveles de cafeina a los medios de crio conservacion
present6 diferencias significativas sobre las caracteristicas espermaticas en el semen de los
carneros de pelo en las caracteristicas microscopicas después de la crioconservacion.
. En cuanto a la motilidad individual presenté un mejor desempefio el T2 (2mg de
cafeina) con un promedio de 51.3%, en comparacion con el T3 (3 mg de cafeina) con un
promedio de 21,3% siendo este el tratamiento con menor resultado.
. En cuanto a la vitalidad espermatica post descongelacion el T2 (2mg de cafeina)
también arrojo los mejores resultados con un promedio de 70.5%, mientras el tratamiento con
menor resultado fue el T3 (3 mg de cafeina) con promedio de 29.1%.
. Se determind una correlacion negativa entre las variables: motilidad individual y
vitalidad espermatica vs los niveles de cafeina (tratamientos), pues mientras mayor fue la

dosis de cafeina existio una menor motilidad individual y vitalidad espermatica.
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9. Recomendaciones
. La presente investigacion reportd datos favorables con respecto a la adicion de 2mg
de cafeina, pues este tratamiento presentd los mejores resultados en cuanto a calidad
espermatica post descongelacion por lo que se recomienda estos niveles de cafeina para
procesos de criocongelacion en diferentes razas de ovinos.
. Replicar la investigacion considerando otros ambientes, otras razas y otros sistemas de
manejo a fin de poder visualizar si existen diferencias entre las variables de estudio, asi como
la utilizacion de otros diluyentes con el fin de observar si existe alguna alteracion o mejoria

de los resultados obtenidos en la presente investigacion.
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11. Anexos

Anexo 1. Colecta de semen ovino Katahdin.

Armado de la vagina artificial Colecta de semen ovino

Anexo 2.Evaluacién macroscépica de semen fresco.

Volumen de eyaculado (ml) Color pH

ZERD40" ) convioeonss

Anexo 3. Evaluacion microscopica pre — congelacion.

Motilidad Masal otilidad Individual Viabilidad Espermaética
14 kA "W‘. -‘\":,'b . o t.g_ ::I \ y
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Anexo 4. Preparacion del diluyente.
Diluyente Triladyl ®
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Anexo 6. Envasado y sellado
Pajillas de 0.25ml

L . ﬁ.i

S
e

Anexo 7. Fase de refrigeracion

Pajuelas a 4° C por 2 horas

ZERO 40"

23mm 175 UG0m 1225 ZEROA0* C=E=ED 29w 1175 17608 1502987
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Anexo 9. Evaluacion microscépica post congelacion.

Motilidad Individual Vitalidad Espermaética
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Anexo 10. Valoracién macroscépica de semen fresco

SEMEN FRESCO

Volumen
Carnero (:ﬂ Color pH
(Katadyn) 112 | 3 Promedio 1 2 3 112 |3 promedio
M1 (Mateo) |2 |15(0.8 1.4 blanco cremoso blanco cremoso blanco cremoso 717575 7.3
M2 (Jefe) 2| 1 /08 1.4 blanco lechoso blanco cremoso blanco lechoso 87575 7.7
14 7.5
Anexo 11. Valoracion microscépica de semen pre — congelado
SEMEN PRE CONGELADO
Motilidad individual % Viabilidad %
Carnero (Katadyn) 1 5 3 oromedio Carnero (katadyn) 1 > 3 promedio
M1 (Mateo) 70% | 80% | 80% 77% M1 (Mateo) 70% | 80% | 80% 77%
M2 (Jefe) 60% | 70% | 70% 67% M2 (Jefe) 60% | 70% | 70% 67%
72% 72%
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Anexo 12. Valoracién microscépica post - congelacion

SEMEN POST - CONGELADO

Tratamiento 0 (TO)

Motilidad TR
(Egtrggr?]) Individual % Promedio Vitalidad % Promedio
y 1| 2 | 3 1 2 3
50% | 50% | 60%
40% | 40% | 50%
M1 (Mateo
( ) 50% | 50% | 60% | 49-2% 38.09% muertos | 37.93% muertos | 35.29% muertos | ., ooo
40% | 50% | 50% 61.90% vivos 62.06% Vivos 64.70% Vivos 0970
Promedio 45% | 48% | 55%
30% | 30% | 40%
30% | 40% | 50%
M2 (Jefe)
30% | 40% | 40% 37 5% 60% muertos 57.76% muertos 52.2% muertos 43.3%
40% | 40% | 40% ' 40% vivos 42.24% vivos 47.8%vivos i
Promedio 33% | 38% | 43%
43.3% 53.1%
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Tratamiento 1 (T1)

Motilidad

oy 0
(E:[QS;%) Individual % Promedio Vitalidad % Promedio
1 2 3 1 2 3
40% | 60% | 50%
M1 50% | 60% | 50% 0 0 0
(Mateo) 48.3% 53.84/3 mu_ertos 35.29/% mu_ertos 37.93/?) mqertos 57 6%
50% | 50% | 40% 46.15% vivos 64.70% Vivos 62.06% Vivos
30% | 50% | 50%
Promedio | 43% | 55% | 48%
30% | 30% | 40%
M2 20% | 40% | 30%
20% | 20% | 30% 0 61.98% muertos 54.38% muertos | 46.78% muertos 0
(Jefe) 30% 38.01% Vivos 45.61% vivos | 53.22% muertos | 007
30% | 30% | 40%
Promedio | 25% | 30% | 35%
39.2% 51.6%
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Tratamiento 2 (T2)

Motilidad TS
(E:[;]gr?]) Individual % Promedio Vitalidad % Promedio
y 1 | 2 | 3 1 2 3
50% | 60% | 70%
M1 70% | 70% | 80% 0 0 0
(Mateo) 63.3% 22.85% mqertos 19.35% mqertos 14.28% mL_Jertos 81.2%
50% | 60% | 60% 77.14% vivos 80.64% vivos 85.71%vivos
60% | 60% | 70%
Promedio | 58% | 63% | 70%
50% | 40% | 40%
M2 (Jefe) | 40% | 30% | 40% 39.00¢ 39.17% muertos | 46.78% muertos 34.6% muertos £0.80
30% | 40% | 50% e70 60.83% Vivos 53.22% Vivos 65.4% Vivos 070
40% | 30% | 40%
Promedio 40% | 35% | 43%
51.3% 70.5%
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Tratamiento 3 (T3)

Motilidad N )
Eatmgro Individual % Vitalidad % romedic
(Katadyn) 1 > 3 . ; -
20% | 20% | 30%
0, 0, 0,
M1 (Mateo) ‘;’go//" 28;’ 280;0 65.78% muertos 76.31%muertos 57.5% muertos 33506
300/0 20(; 200/0 34.21% vivos 23.68% vivos 42.5% vivos '
0 0 0
Promedio 25% | 20% | 28% | 24.2%
10% | 10% | 20%
0, 0, 0,
M2 (Jefe) ;80//" ggof’ ;gof’ 82.21% muertos 78.68% muertos 65.08% muertos 047
o 30 2000 17.76% Vivos 21.31% Vvivos 34.91% vivos :
0 0 0
Promedio 15% | 18% | 23% | 18.3%
21.3% 29.1%
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Anexo 13. Pruebas Estadisticas

PRUEBA DE MANOVA, por ser dos variables de estudio

Prueba de igualdad de Levene de varianzas de error®

Estadistico de

Levene gl1 gl2 Sig.
Motilidad (porcentaje) Se basa en la media 4,413 3 20 -_
Se basa en la mediana 4279 3 20 017
Se basa en la mediana y con 4,279 3 16,820 ,020
gl ajustado
Se basa en la media 4411 3 20 015
recortada
Vitalidad (porcentaje) Se basa en la media ,530 3 20 -_
Se basa en la mediana 467 3 20 709
Se basa en la mediana y con 467 3 17,458 709
gl ajustado
Se basa en la media ,530 3 20 ,667
recortada

Prueba la hipotesis nula de que la varianza de error de la variable dependiente es igual entre grupos.

a. Disefio : Interseccion + Tratamiento

Pruebas multivariante®
Eta parcial al

Efecto Valor F gl de hipotesis gl de error Sig. cuadrado
Interseccion  Traza de Pillai 964 256,052 2,000 19,000 ,000 964

Lambda de Wilks 036 258,052 2,000 19,000 ,000 964

Traza de Hotelling 27,163 258,052 2,000 19,000 ,000 964

Raiz mayor de Roy 27163 258,052° 2000 19,000 000 964
Tratamiento _ - - - - . ._

Lambda de Wilks 245 64550 6,000 38000 000 505

Traza de Hoteling 2554 7663 6,000 36000 000 561

Raiz mayor de Roy 2,330 15,532 3,000 20,000 000 700

a. Disefio : Interseccion + Tratamiento
b. Estadistico exacto

¢. El estadistico es un limite superior en F que genera un limite inferior en el nivel de significacion.



Pruebas de efectos inter-sujetos

Tipo Il de suma Eta parcial al

Origen Variable dependiente de cuadrados gl Media cuadratica F Sig. cuadrado
Modelo corregido ~ Motilidad (porcentaje) 200° 3 097 9505 000 588

Vitalidad (porcentaje) 520 3 73 14444 000 684
Interseccion Motiidad (porcentaje) 3604 1 3604 354,104 000 a7

Vitalidad (porcentaje) 6,260 1 6,260 522,072 000 963
Tratamiento Motilidad (porcentaje) 290 3 097 9,505 . 568

Vitalidad (porcentaje) 520 3 73 14,444 . 684
Error Motilidad (porcentaje) 204 20 010

Vitalidad (porcentaje) 240 20 012
Total Motilidad (porcentaje) 4008 24

Vitalidad (porcentaje) 7,020 24
Total corregido Motilidad (porcentaje) 494 23

Vitalidad (porcentaje) 159 23

a. Ral cuadrado = 588 (R al cuadrado ajustada = ,526)
b. R al cuadrado = 684 (R al cuadrado ajustada = 637)



Comparaciones miiltiples
Diferencia Intervalo de confianza al 95%
)] de medias Deswv.
Wariable dependiente Tratamiento (J) Tratamiento (I-J) Error Sig. Limite inferior Limite superior
?;g?gg?éje) Games- Tratamiento Tratamiento 041867 ,0560258 87T -, 133490 ,216824
Howell control uno
Tratamiento -, 079167 | ,0656432 641 -,200292 ,131959
dos
Tratamiento 2208337 ,0373144 ,001 101848 ,339819
tres
Tratamiento Tratamiento -, 041667 ,0560258 877 -,216824 ,133490
uno control
Tratamiento -,120833 ,0734327 ,400 -,347418 , 105751
dos
Tratamiento V791677 | 0497564 ,037 ,012323 ,346010
tres
Tratamiento Tratamiento 079167 ,0656432 641 -, 131959 ,290292
dos control
Tratamiento ,120833 ,0734327 ,400 -, 105751 ,347418
uno
Tratamiento ,3000007| ,0603807 ,010 ,092032 ,507968
tres
Tratamiento Tratamiento -,2208337 0373144 -,339819 -,101848
tres control
Tratamiento - 1791677 | 0497564 037 -,346010 -,012323
uno
Tratamiento -,300000"| ,0603807 Lo10 -,507968 -,092032
dos
galad - Games- Tratamiento Tratamiento 014917 0617477 995 -,174143 203976
(porcentaje) ’ ' i . :
Howell confrol uno
Tratamiento -, 173733 ,0684663 114 -,383864 ,036398
dos
Tratamiento ,240550"| 0596656 011 ,057342 ,423758
tres
Tratamiento Tratamiento -,014917 | 0617477 ,995 -,203976 ,174143
uno control
Tratamiento -, 188650| ,0665904 074 -,393817 016517
dos
Tratamiento 225633"| 0575033 ,013 ,049524 401743
tres
Tratamiento Tratamiento V173733 0684663 L1114 -, 036398 ,383864
dos control
Tratamiento ,188650 0665904 074 -,016517 ,393817
uno
Tratamiento 4142837 0646644 ,001 ,213822 614745
tres
Tratamiento Tratamiento -,240550° 0596656 ,011 -, 423758 -,057342
tres control
Tratamiento -,225633" 0575033 ,013 -401743 -,049524
uno
Tratamiento -,414283"| 0646644 ,001 -614745 -,213822
dos

Se basa en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica(Error) = 012,

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel ,05.

Se realiza prueba de Games-Howell. por cuanto no se cumple el supuesto de homogeneidad de varianzas. v se

aplican comparaciones multiples para determinar entre que grupos. hav diferencias significativas o no existen.
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