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Il. RESUMEN

El objetivo del presente trabajo de investigacion fue evaluar el efecto de la
suplementacion del diluyente de semen de carnero con gelificantes (grenetina y
agar) durante su conservacion en refrigeracion y temperatura ambiente. Los
tratamientos a evaluar fueron los siguientes: Control, Gelificante grado, Gelificante
grado alimenticio. Las muestras de semen del grupo Control no fueron
suplementadas con ningun agente gelificante. Las muestras de semen del grupo
Gelificante grado bacteriol6gico fueron suplementadas con 6 mg de grenetina y 2
mg de agar del grado que se indica. Las muestras de semen del grupo Gelificante
grado alimenticio fueron suplementadas con 6 mg de grenetinay 2 mg de agar del
grado que se indica. Los tratamientos fueron conservados en refrigeracion por 144
h, o a temperatura ambiente por 4 h. Ademas, se evaluaron los porcentajes de
gestaciones de ovejas inseminadas con semen conservado con y sin la adicién de
gelificantes del grado alimenticio. Las variables de respuesta fueron el nimero de
espermatozoides motiles, con motilidad progresiva, vivos, con buena integridad de
membrana y el porcentaje de gestaciones. La suplementacion de agentes
gelificantes, sin importar la fuente utilizada, mejoré (p<0.05) todas o algunas de las
variables de respuestas evaluadas en las muestras de semen después de 4y 144
h de conservacién. Los porcentajes de gestacion de las ovejas no fueron
dependientes (p>0.05) del tipo de semen utilizado. En conclusion, la
suplementacion de las muestras de semen de carnero con grenetina y agar mejora
los porcentajes de espermatozoides con motilidad progresiva, motiles, vivos y con
buena integridad de membrana durante su conservacion en refrigeracion o a
temperatura ambiente.

Palabras clave: agar, gestaciones, grenetina, ovejas, ovinos.
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IV.  ABSTRACT

The present study aimed to measure the effect of gelling agents (gelatin and agar)
supplementation on ram semen samples cold and room temperature stored. The
treatments were: Control, Gelling bacteriological grade, and Gelling food grade. The
semen samples in the Control group were not supplemented with gelling agents. The
semen samples in the Gelling bacteriological grade group were supplemented with
6 mg of gelatin and 2 mg of agar. The semen samples in the Gelling feed grade
group were supplemented with 6 mg of gelatin and 2 mg of agar. The treatments
were either cold stored for 144 h or room temperature stored for four h. In addition,
pregnancy rates were evaluated in a group of sheep inseminated with either ram
semen samples stored with or without gelling supplementation. The response
variables were the number of motile, with progressive motility, live, and good
membrane integrity spermatozoa. The gelling supplementation, disregarding the
source, improved all or some of the response variables evaluated after 4 and 144 h
of cold and room temperature storage. The pregnancy rate in sheep was not affected
by gelling supplementation. In conclusion, the ram semen supplementation with
gelatin and agar improved the percentage of spermatozoa with progressive motility,
motile, live, and good membrane integrity after cold and room temperature storage.

Key words: agar, gelatin, gestation, ovine, sheep.



1. INTRODUCCION

Las técnicas reproductivas han evolucionado continuamente para hacerlas mas
eficientes en cuanto a su propdsito. El ambito reproductivo es de gran importancia
en las explotaciones ganaderas. Es por ello que se busca mejorar y dar cada vez
mas opciones viables a los productores de este sector para que su actividad

econdmica sean mas eficiente.

Una de las tecnologias reproductivas que mas ha impactado el desarrollo, en todos
los &mbitos, ha sido la inseminacion artificial. Esto se debe a que normalmente se
complementa con otras tecnologias, tales como extraccién y conservacion de
semen, sincronizacion del celo y produccién de embriones (Foote, 2002). El éxito
de la inseminacion artificial depende de varios factores, pero la calidad del semen
utilizado es de gran importancia, ya que un semen de baja calidad producira bajos
porcentajes de gestaciones (Gibbons et al., 2019). Ademas, el tipo de semen a
utilizar es trascendental, ya que el semen fresco ofrece mejores porcentajes de
fertilidad que el congelado (Alvarez et al., 2019). Sin embargo, la vida media del
semen mantenido en fresco y en refrigeracion disminuye continuamente, a medida
gue se incrementa el tiempo de almacenamiento (Lépez-Séez et al., 2000), lo que
limita considerablemente su uso masivo a nivel de unidad de produccién. Sin
embargo, es comun que en unidades de produccidn especializadas se cuente con
sementales de elevado valor genético, y se haga necesario el uso de semen fresco

y refrigerado para la inseminacion artificial.

Por tanto, con el objetivo de alargar la vida util de este tipo de semen, se ha evaluado
el uso de gelificantes, tales como grenetina (LOpez-Saez et al., 2000). Pero existe
una gran diversidad de este sustancias, tales como el agar (Saha & Bhattacharya,
2010). Pero su efecto en la calidad de muestras seminales de carnero no ha sido
evaluado. Ademas, no existe informacion que mida el efecto de adicionar diferentes

fuentes del mismo gelificante; por ejemplo, de grado alimenticio y bacteriolégico. Lo



anterior es de gran relevancia, ya que la diferencia en el costo entre uno y otro es

significativa, lo que pudiera limitar su adaptacion a nivel de unidad de produccion.
2. Revisién de literatura

2.1. Extraccion de muestras seminales

La extraccion de semen en carneros suele llevarse a cabo mediante la utilizacion
de dos métodos principales. Estos son la vagina artificial y el electroeyaculador,
pero también se puede hacer por aspiracion testicular, canulacion del ducto
deferente y colectores vaginales (Avalos-Rodriguez et al., 2018). Sin embargo, los

dos primeros son las més utilizados a nivel de unidad de produccion.

La vagina artificial es quizas el método mas utilizado en la colecta de muestras
seminales, especialmente en pequefios rumiantes. Esta consiste en un tubo rigido
de plastico de 12 a 20 cm de largo y 4 a 10 cm de diametro. El tubo porta una valvula
en su exterior para introducir aire y agua. En la parte interna del tubo rigido se coloca
una funda de latex, cuyos extremos se aseguran al tubo rigido. La vagina artificial
se prepara con agua atemperada (42 °C y 45 °C), para simular la temperatura de la
vagina (Avalos-Rodriguez et al., 2018). En la parte final de la vagina artificial se
coloca un cono, de latex o silicon, y un tubo colector. La colecta de semen con
vagina artificial requiere que el macho sea entrenado. Generalmente, se utiliza una
hembra en celo, la cual se inmoviliza para que macho pueda montarla de forma
controlada. Una vez que el macho ha montado, se dirige el pene hacia el interior de
la vagina artificial, para colectar el semen. Una alternativa al uso de hembras en
celo, es el uso de objetos inanimados, pero el semental requiere acondicionamiento

previo a hembras en celo (Flores et al., 2005)

El método de colecta de semen por electroeyaculacion se basa en la contraccién de
las glandulas seminales mediante impulsos eléctricos enviados via rectal. Este
método de colecta suele utilizarse en machos que se muestran renuentes a eyacular

con vagina artificial. No se requiere de una hembra en celo. El electro eyaculador



es un dispositivo de forma conica, 2.5 cm de diametro 15 cm de largo (Avalos-
Rodriguez et al., 2018). El procedimiento de colecta consiste en introducir el electro
eyacular unos 15-20 cm en el recto del animal. Una vez introducido, se procede a
realizar descarga eléctrica (6-10 V) sincronicas hasta lograr la exteriorizacion del
pene y la eyaculacién. Es importante que el macho se encuentre bien sujetado en
todo momento, ya que este método de colecta le resulta estresante (Edgar et al.,
1956). En general, se observa un incremento en la frecuencia cardiaca y

respiratoria, pateo, y contracciones musculares (Cameron, 1977).

En la comparacion de los métodos de colecta de semen (vagina artificial y electro
eyaculador, se asumen que la calidad de las muestras seminales es mayor en
machos colectados con gavina artificial, ya esta recrea de mejor manera el proceso
natural de eyaculaciéon y es menos estresante (Jiménez-Rabadan et al., 2016).
Ademas, la repetibilidad de los valores de calidad de las muestras seminales es
mayor cuando se utiliza vagina artificial (Moore, 1985). En un estudio donde se
compararon los dos métodos de coleccion de semen, se obtuvo una mayor
concentracion de semen (1.6 vs 1.1 millones de células esperméaticas por mililitro de
semen) y un mayor porcentaje de espermatozoides vivos (60.5 vs 49.9%) en
muestras de semen de carnero obtenidas con vagina artificial en comparacion con

el electro eyaculador (Mattner & Voglmayr, 1962).

Otros métodos de colecta de semen menos utilizados, tales como las obtenidas de
nivel testicular (ductos deferentes y epididimo) suelen llevarse a cabo cuando se
desea obtener muestras de semen de ejemplares que han muerto recientemente, o
gue presentan algun impedimento fisico que limita el uso de métodos
convencionales de semen (Liliana et al., 2015). La colecta de semen del epididimo
es el mas socorrido, ya que esta parte del tracto reproductivo del macho contiene

células espermaticas con capacidad fecundante (Benitez-Gonzalez Edgar, 2018).



2.2 Evaluacién de muestras

Una vez que se han extraido las muestras seminales de los carneros, el siguiente
procedimiento a desarrollar es su evaluacion, para determinar si son de buena o
mala calidad. La evaluacion de la muestra seminal puede llevarse a cabo por medios
automatizados (Tsakmakidis, 2010) o manuales (Cueto et al., 2016). Algunas de las
variables a considerar durante le evaluacion del semen de carnero son las
siguientes: volumen, color, motilidad masal, concentracion espermatica, integridad
de membrana, vivos y muertos, por mencionar algunas (Quintero Moreno et al.,
2017).

El color de una muestra de semen es generalmente blanco lechoso. Otros colores,
tales como rojizos, cafés y turbios son indicativos de la presencia de sangre,
contaminacion fecal y baja concentracion espermatica. En muchos de los casos, el
color estar4 también asociado a la concentracion espermatica de la muestra (Cueto
et al., 2016). Ademas, muestras de semen con colores claros estan asociados con
espermatozoides vivos, mientras que colores oscuros se asociacion con
espermatozoides muertos (Hernandez-Carrillo et al., 2022). La evaluacion del color
es subjetiva, pueden variar los resultados entre técnicos inexpertos, pero mejoran

conforme se incrementa la experiencia.

El volumen se mide directamente en el tubo colector de semen, en la vagina artificial
(Cueto et al., 2016). El volumen de semen suele variar de 1 a 2 mL (Pezzanite et
al., 2010). Esta variable tiene una gran variacion en sus valores. La raza, época del
afo, alimentacion, y edad del animal son factores conocidos que afectan el volumen

del eyaculado (Malejane et al., 2014).

La motilidad masal se mide de manera subjetiva con la ayuda de un microscopio.
Se mide en una escala de 0 a 5, el valor mas bajo indica la ausencia de movimiento
en la muestra; mientras que el mas alto indica un movimiento vigoroso de las olas

formadas por las células espermaticas (Paez-Barén & Corredor-Camargo, 2014).



La concentracion espermatica mide la cantidad de células espermaticas por unidad
de volumen del eyaculado. La medicion de esta variable se lleva a cabo mediante
la dilucion de una muestra del eyaculado, para poder visualizar de manera
individualizada a cada espermatozoide. Las lecturas del valor de esta variable de
obtienen por medio de hematocitometro o espectrofotometria (Quintero Moreno et
al., 2017). Una concentracion optima de células espermaticas es 3.5 millones mL?
de eyaculado (Buchelly et al., 2018), aunque se pueden obtener valores tan bajos

como 1500 millones mL* de eyaculado (Malejane et al., 2014).

La integridad de membrana es una medicion que evalua el estado de salud de la
membrana plasmatica del flagelo espermatico. La medicion se lleva a cabo
mediante la colocacion de una muestra de semen en una solucion hipos motica.
Esto ocasionara la entrada de agua al interior del flagelo, lo que producira su
hinchamiento y enroscamiento, pero solo en espermatozoides saludables. Aquellos
con mala integridad de membrana no sufrirAn ninguna cambio (Quintero et al.,
2017). El porcentaje de espermatozoides con buena integridad de membrana suele
ser superior al 60% en muestras de semen de buena calidad (Asaduzzaman et al.,
2021).

El nUmero/porcentaje de espermatozoides vivos se determina como la cantidad de
células esperméticas que no se tifien de color violeta, después de someter una
muestra de semen a un barrido con eosina-nigrosina (Quintero et al., 2017). En las
células tefiidas de color violeta se asume que estan muertas, porgue su membrana
plasmatica no limita la entrada de la tincion (Asaduzzaman et al., 2021). Valores
normales para esta variable son superiores al 70% en muestras de buena calidad

(Asaduzzaman et al., 2021).

2.3 Métodos tradicionales de conservacion de muestras seminales

Una vez que la muestra de semen ha pasado las pruebas de calidad, se decide el

método de su conservacion. Los métodos de conservacion suelen clasificarse en



refrigeracion y congelacion. El primero es mas barato, y permite conservar la
muestra de semen por un periodo de tiempo limitado; mientras que el segundo es
mas caro, pero la vida media del espermatozoide en conservacion es indefinida
(Salamon & Maxwell, 2000). La conservacion del semen permitid el desarrollo y
diseminacién de la inseminacion artificial en las unidades de produccién animal con
mayor impacto econdémico; tales como en los bovinos lecheros, carne, ovinos,

caprinos, cerdos y equinos (Foote, 2002).

La conservacion de semen se hace posible mediante la adicién de diluyentes a la
muestra, y la reduccion gradual en la temperatura del ambiente donde se encuentra
la muestra. El diluyente proporciona un medio nutritivo para las células
espermaticas, antibidticos para inhibir el crecimiento de bacterias, y crioprotectores
para mantener vivo al esperma durante su conservacion a bajas temperaturas (Allai
et al., 2018), principalmente a través de minimizar el choque térmico y la formacién
de cristales intracelulares, que puedan dafiar los componentes de la célula (Saha et
al., 2022).

Algunos de los componentes mas comunes de los diluyentes son la yema de huevo,
glicerol, lecitina de soya, agua de coco, leche, y propilen glicol (Ur et al., 2013). La
taza de dilucion del semen con el diluyente dependera de la concentracion final
deseada (Kumar et al., 2018).

La temperatura de conservacion en liquido suele variar entre 15y 4 °C. La eficacia
de la conservacion del semen dependera en gran medida de la calidad y tipo de
diluyente utilizada, asi como de la temperatura de conservacion (Murphy et al.,
2018). Por ejemplo, los patrones de motilidad se mantiene con valores mas altos
cuando la muestra de semen se conserva a 5 °C en comparacion con las que se
conservan a 17 °C (Sadeghi et al., 2020).

Cuando el semen se decide crio-preservar, este se mantiene en nitrogeno liquido a

una temperatura de —196 °C. (Rodriguez-Almeida et al., 2008). La conservacion de



de las células espermaticas es posible gracias a los crio-preservadores en el

diluyentes, tales como el glicerol y propilen glicol (Kumar et al., 2018).

2.4 Uso de agentes gelificantes en la conservacion de semen

Los gelificantes son sustancias que se adicionan a un medio liquido para espesar
Su consistencia, y cambiar su estado fisico, pasando de liquido a semisdlido cuando
son expuestos a bajas temperaturas. (Loaiza-Alanis, 2008). Algunos agentes
gelificantes son la grenetina, el alginato y agar.

La grenetina es un polimero obtenido a partir de la degradacion hidrolitica del
colageno (Gil et al., 2008). La grenetina esta compuesta en su mayoria (57%) por
glicina, prolina e hidroxiprolina (Alipal et al., 2019). El alginato es un biopolimero no
toxico, biodegradable y renovable, extraido habitualmente de algas pardas
pertenecientes a la clase filogénico Phaeophyceae, también puede ser extraido del
cultivo microbiano (Hurtado et al., 2020). El agar es un polisacarido extraido de algas
marinas rojas del género Eucheuma pertenecientes a la familia de las Rodophyceae
(Loaiza-Alanis, 2008).

Los agente gelificantes han sido utilizados en la conservacion de muestras
seminales. Su incorporacion ha tomado relevancia ya que permite alargar la vida
media de las células esperméticas en refrigeracion (Gheller et al., 2018). La
inclusion de agentes gelificantes al diluyente permite almacenar la muestra de
semen en estado semisdlido, cuando es sometida a bajas temperaturas (15-4 °C).
El almacenamiento en esta forma limita el movimiento del espermatozoide, lo cual
se traduce en una menor acumulacion de productos toxicos, un mejor balance
antioxidante del diluyente, lo cual permite incrementar la vida media del

espermatozoide ( Bandeira et al., 2018; Gheller et al., 2018; Kumar et al., 2019).

La suplementacion con grenetina mejora significativamente la motilidad de semen
de caprinos almacenado por 72 h (Salvador et al., 2006). En conejos, la
suplementacion del medio con 0.7 y 1.4% mejor6 la motilidad de los

7



espermatozoides después de 96 h de almacenamiento. Ademas, los porcentajes de
gestaciones en conejas inseminadas con muestras de semen conservadas con
gelatina por 48 h fueron similares a los obtenidos en conejas inseminadas con
semen diluido sin gelatina (LOpez-Gatius et al., 2005). Esto indica que la adicién de
grenetina al diluyente mantiene la capacidad fecundante del espermatozoide por
periodos largos de almacenamiento. En otro estudio en cerdos, se encontro que la
adicion de grenetina al diluyente incrementd el porcentaje de espermatozoides vivos
(Nagy et al., 2002). De manera contradictoria, la adicion de 1.5y 3.0% de grenetina
no mejoré las caracteristicas del semen evaluadas, ni los porcentajes de
gestaciones. Sin embargo, se observd un menor movimiento retrogrado del semen,
al momento de la inseminacion artificial en cerdas que recibieron las muestras de

semen conservadas con gelatina (Corcini et al., 2011).

El alginato suele afiadirse al diluyente para formar esferificaciones. El contacto de
la muestra de semen diluida con alginato con una solucién que contenga calcio
produce la formacion instantanea de esferas, la parte externa se gelifica y la interna
permanece en estado liquido (Nebel et al., 1993). Son escasos los estudios que
evallan unicamente el efecto de la adicién de alginato al diluyente. La justificacion
para la formacion de esferas de semen con alginato es que, dentro del tracto
reproductivo de la hembra, permite llevar a cabo una liberacién lenta y gradual de
los espermatozoides. Esto es de gran valor, especialmente para los cerdas, ya que
puede limitar el nimero de inseminaciones que se llevan a cabo durante un celo
(Torre et al., 2000).

Por dltimo, en relacién al alginato, su suplementacion no solo mejoré la integridad
de la membrana de las muestras de semen almacenadas en nitrogeno liquido. Si
no que ademas mejord la capacidad antioxidante y antimicrobial del diluyente
(Kumar et al., 2019).

Existen otros agente gelificantes que han sido menos estudiados en reproduccion

animal, tales como la goma xantana. En un estudio en equinos se evaluaron



diferentes cantidades de goma xantana (0.01, 0.12 y 0.25%) sobre la calidad de
semen almacenado a 5 °C por 72 h. Los resultados de este trabajo de investigacion
mostraron que la dosis mas alta de goma xantana es perjudicial para el
espermatozoide. Sin encontrarse diferencias significativas entre el grupo control y
las muestras de semen conservadas con las dosis mas bajas del gelificante (Gheller
et al., 2019). Por otra parte, desconocemos sobre la disponibilidad de informacién
acerca de estudios que hayan evaluado la adicién de agar al diluyente de semen,

en alguna especie de interés zootécnico, sobre su calidad y fertilidad.

2.6 Fertilidad y calidad de las muestras seminales después de su
conservacion en liquido

La fertilidad y calidad de la muestra de semen, después de un periodo de
conservacion dependerd de varios factores, pero los mas importantes son la
temperatura de almacenaje, las caracteristicas intrinsecas del diluyente, y la
temperatura de descongelamiento (Bertha et al., 1999). La disminucién en la calidad
y fertilidad de la muestra de semen tienen a disminuir a medida que se incrementa
el periodo de almacenamiento. En un estudio realizado en carneros, se observo que
los valores de las variables integridad de la membrana, espermatozoides motiles y
motilidad masal disminuyeron conforme transcurrian los 16 dias de almacenamiento
a 5°C, pero la severidad del efecto de almacenamiento es dependiente del tipo de
diluyente utilizado (L6pez-Séez et al., 2000).

Las variaciones en la disminucion de la calidad de la muestra, por efecto del
diluyente es normal, ya que la composicién quimica entre uno y otro es distinta.
Especialmente en el aporte de antioxidantes. Estos compuestos son de vital
importancia, ya que se sabe que a medida que se incrementa el tiempo de
almacenamiento se incrementa la acumulacidon de especies reactivas de oxigeno y
la lipoperoxidacion de las membranas celulares (Salamon & Maxwell, 2000).
Ademas del efecto de almacenamiento, se sabe que el efecto de conservacion,

mediante la adicion de diluyentes, genera dafios subletales, los cuales



comprometen su calidad y capacidad fecundante ( Rubio-Guillén et al., 2009;
Rizkallah et al., 2022).

La preservacion de la capacidad fecundante del espermatozoide, durante el
almacenamiento liquido, dependera del tipo de inseminacion utilizado; ya que se
sabe que su fertilidad disminuye después de las 24 h de conservacion cuando se
utiliza la inseminacion cervical, pero puede mantenerse hasta los 10 dias de
conservacion, cuando se utiliza la inseminacioén intrauterina (Maxwell & Salomon,
1993). Al respecto, no se encontraron cambios en los porcentajes de gestaciones
en ovejas inseminadas con semen almacenado por 12 h (Menchaca et al., 2006).
Sin embargo, estos disminuyeron significativamente a medida que se incremento el

tiempo de almacenamiento (0-72 h) (O’Hara et al., 2010).

La temperatura de almacenamiento juega un papel muy importante. Se sabe que la
disminucién en los valores de variables, tales como nimero de espermatozoides
vivos, disminuyen mas drasticamente, por efecto del largo del periodo de
almacenamiento, cuando la muestra de semen se almacena a 15 °C en
comparacion con las almacenadas a 5 °C (O’Hara et al., 2010). Es probable que
esto se deba a que a menores temperaturas la capacidad metabdlica y la produccién
de productos de desecho del espermatozoides es mas limitada que a temperaturas
altas (Rizkallah et al., 2022).

2.7 Sincronizacion y deteccion del celo en la oveja

El ciclo estral de la oveja tiene una duracién promedio de 17 dias, durante este
periodo se desarrollan de tres a cuatro ondas foliculares, siendo la ultima la que
produce uno o varios foliculos preovulatorios (Bartlewski et al., 2011). Este puede
dividirse en dos fases principales, folicular y litea. La primera tiene una duracion de
cuatro a cinco dias, mientras que la segunda dura de 11 a 13 dias (Wagenmaker et
al., 2010). Durante la fase folicular se desarrollara el foliculo preovulatorio y durante
la lutea el cuerpo luteo, alcanzando su maximo produccion de progesterona a los

cinco dias del ciclo estral (Wagenmaker et al., 2010). Los foliculos preovulatorios
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son los encargados de producir estradiol, para inducir el comportamiento del celo,

el pico de GnRH/LH y la ovulacion (Driancourt et al., 1985).

La duracién del celo en la oveja suele durar de 27 a 31 h, la diferencia de horas
entre el inicio del celo y el pico de LH es de tres a seis horas, y la ovulaciéon se
presente entre las 22 y 37 horas posteriores al inicio del celo (Quirke et al., 1981).
Después de la ovulacion, se desarrolla el cuerpo luteo. En caso de no existir una
gestacion, el endometrio produce prostaglandinas para inducir su regresion y

promover la aparicién de un nuevo celo (Driancourt et al., 1985).

Los eventos reproductivos mas trascendentales, regresion del cuerpo luteo y la
apariciéon del celo, seran el objeto de estudio de los protocolos de sincronizacion.
Estos se basan en la aplicacién de analogos de las hormonas que la oveja produce
de manera enddgena para inducir la aparicion de un evento reproductivo en el
momento mas deseado (Whisnant et al., 2000). Las hormonas que comunmente se
utilizan en la sincronizacién del celo son la progesterona, prostaglandina y la

gonadotropina coriénica equina (eCG).

La progesterona es una de las hormonas mas utilizadas en la sincronizacion del
celo. La funcion de la progesterona es controlar el patron de secrecién de LH y
controlar crecimiento folicular. La progesterona suele ser proporcionada a la hembra
por periodos que varian de cinco a doce dias (Lozano-gonzalez et al., 2012). La
progesterona se suplementa en forma de esponjas y dispositivos intravaginales. Los
analogos de progesterona mas comunmente utilizados en la sincronizacion del celo
son acetato de fluorogestona, medroxiprogesterona y la fuente natural de la

hormona (Skliarov et al., 2021).

La progesterona suele ser complementada con otras hormonas para sincronizar de
manera efectiva el celo. La inyeccion de prostaglandina al final del periodo de
suplementacion de progesterona suele aplicarse para inducir la regresion del cuerpo

liteo (Lozano-gonzalez et al., 2012). Este puede iniciar tan rapido como dos a tres
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horas posteriores a su aplicacion (Walt, 1978). La regresion del cuerpo luteo
producira una caida en las concentraciones enddgenas de progesterona, y un
aumento en las de estradiol; lo que facilitara el inicio del celo (Prieto et al., 2011).
De manera natural, la secrecién de prostaglandinas da inicio el dia 13 del ciclo estral
(Baird & Scaramuzzi, 1975). Cuando se utilizan solas como método de
sincronizacion, se aplican dos inyecciones de esta hormona a intervalos de nueva
e 11 dias. Este método de sincronizacion es solo efectivo durante la época de
estacionalidad reproductiva (Yu et al., 2018). El celo suele presentarse a partir de
las 48 h de aplicacion de la hormona y hasta los cinco dias posteriores (Yu et al.,
2018).

Le eCG es otra hormona que se utiliza en la sincronizacion del celo. Esta hormona
es producida por la yegua gestante, y su funcién principal es inducir el desarrollo
folicular, ya que tiene funcion predominante de FSH (Vilanova et al., 2019). Esta
hormona es también utilizada para inducir la superestimulacion ovarica de las
ovejas. Sin embargo, su uso es limitado debido a disponibilidad en el mercado y
larga duracion dentro del sistema del animal (Somanjaya et al., 2021). La aplicacion
de la hormona eCG suele llevar a cabo al final del periodo de suplementacién con
progesterona o al momento de la inyeccion con prostaglandina, su aplicacion tiene

como objetivo homogenizar la incidencia de celos (Omontese et al., 2016).

Otro método de sincronizacion del celo, pero no tan efectivo como los que utilizan
las hormonas antes mencionadas, es el efecto macho. Este consiste en la
introduccién repentina del carnero a un corral con hembras (Fabre-Nys et al., 2016).
La entrada del macho ocasiona un incremento en la secrecién de LH y produccion
de estradiol, y la posterior aparicion del celo (Fabre-Nys et al., 2015). Este método
natural de sincronizacién funciona mejor durante la transicion hacia la época
reproductiva de la oveja (Rosa & Bryant, 2002). La aparicion de las primeras
ovulaciones, posteriores a la introduccion del macho, ocurren entre los tres y cinco
dias (Ungerfeld et al., 2004).
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2.8 Técnicas de inseminacion artificial en ovinos

La inseminacion artificial fue la biotecnologia més importante en el &rea de ciencia
animal durante el siglo pasado. Esto se debe a que permite utilizar el material
genético de los mejores sementales, sin importar su ubicacién, lo que permitié
acelerar el mejoramiento genético y potencial productivo de los diversos sistemas

de produccién animal (Foote, 2002).

Los métodos de inseminacion en ovejas son variados. Los mas aplicados son la
inseminacion por via vaginal, cervical e intrauterina. Los materiales que se requieren
para llevar cada una de ellas son distintos, especialmente cuando se utiliza la via
laparoscépica (Parkinson & Morrell, 2018). Ademas, los porcentajes de gestaciones
gue se obtienen también son diferentes, obteniéndose valores mas altos cuando se
utiliza la inseminacién por via laparoscopica (64 vs 42 vs 17% para la inseminacion
por via laparoscopica, cervical y vaginal, respectivamente) (Maxwell & Hewitt, 1986).
Adicionalmente, se observan mayores porcentajes de gestaciones cuando se utiliza

semen fresco en comparacién con el congelado (65 vs 83%) (Wolynetz et al., 1979).

La inseminacion intrauterina estd recomendada para el uso de semen fresco y
congelado; mientras que el semen fresco es usado preferentemente cuando se
utilizan los métodos de inseminacion por via vaginal y cervical (Maxwell & Hewitt,
1986). La inseminacion por via vaginal consiste en depositar el semen en la parte
craneal de la vagina. En la mayoria de los casos solo se requiere el uso del aplicador

de semen (Evans, 1988).

La inseminacién por via cervical es ampliamente utilizada en ovejas. Este método
de inseminacién consiste en usar un especulo, para visualizar y colocar el semen
en la entrada del cérvix (Vallejo et al., 2019). Sin embargo, tienen como principales
limitantes la dependencia de la existencia de una muestra de semen fresca, y es
practicamente imposible atravesar el cérvix de la oveja. Esto debido a la naturaleza
tortuosa del mismo (Alvarez et al., 2019). Ademas, se observa una gran

inconsistencia en los porcentajes de gestaciones de ovejas inseminadas, siendo
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factores de variacion el inseminador, cantidad de semen utilizado, raza y edad de la
oveja (Purdy et al., 2020). El tiempo requerido para llevar a cabo la inseminacion
cervical en ovejas puede ser de menos de 10 s. Se ha observado que entre mas
rapido se lleve a cabo la inseminacién, mejores son los porcentajes de pariciones
(Alvarez et al., 2019).

La inseminacion por via laparoscépica requiere de capacitacion y material
especializado. Es el método que permite hacer un uso mas eficiente del semen, ya
que se deposita por completo en los cuernos uterinos. Su principal ventaja es que
pasa la barrera natural que ofrece el cérvix (lvanka et al., 2011). El uso de la
inseminacion por laparoscopia estda comunmente asociado a la implementacion de
programas de sincronizacion del celo. Algunos de los factores asociados con la
aplicacion de la técnica, que pudieran mermar los porcentajes de gestaciones, son
un mal manejo del animal, del equipo (Sathe, 2018) y la colocacion inadecuada del

semen dentro del tracto reproductivo de la oveja (Briolini et al., 2003)
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3. JUSTIFICACION

El uso de agentes gelificantes en produccién animal se ha enfocado en mejorar los
parametros mas importantes en la conservacion de la calidad de las células
espermaticas almacenadas en refrigeracion (El-Sherbieny et al., 2012; Faustini et
al., 2008; Salvador et al., 2006). La ventaja de la incorporacién de gelificantes al
medio de dilucién de la muestra de semen, es que minimizan el efecto negativo que
el almacenamiento tiene sobre las caracteristicas de calidad y fertilidad del semen
(Gheller et al., 2018; Kumar et al., 2019; O’Hara et al., 2010).

Los efectos positivos en la calidad y fertilidad de muestras seminales conservadas
en conjunto con agentes gelificantes se debe a que disminuye la capacidad de
movimiento del espermatozoide, su actividad metabdlica, la produccién de
sustancia de desecho; y mejoran el estado antioxidante y bactericida del diluyente
(Kumar et al., 2019; Lépez-Gatius et al., 2005; Perteghella et al., 2017; Yaniz et al.,
2005).

La diversidad de gelificantes a nivel comercial es basta (Saha & Bhattacharya,
2010). Los mas estudiados para la conservacion de semen han sido alginato y la
grenetina (Kumar et al., 2019; Lopez-Gatius et al., 2005; Perteghella et al., 2017;
Yaniz et al., 2005), pero existe otros como agar, el cual es de facil adquisicién, y no
ha sido probado sobre la calidad de muestras de carnero conservadas en

refrigeracion.
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4. OBJETIVO

Medir el efecto de la adicion de agentes gelificantes (grenetina y agar) a muestras
de semen de carnero conservadas en refrigeracion y temperatura ambiente sobre
el porcentaje de espermatozoides con motilidad progresiva, motiles, vivos y con

buena integridad de membrana.

5. HIPOTESIS

Las muestras de semen de carnero conservadas en refrigeracion y temperatura
ambiente, con agentes gelificantes (grenetina y agar), tienen mejores porcentajes
de espermatozoides con motilidad progresiva, motiles, vivos y con buena integridad

de membrana, que las muestras de semen conservadas sin agentes gelificantes.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Localizacion del area de estudio

El estudio se llevo a cabo en la Unidad de Produccion de Ovinos del Instituto de
Ciencias Agricolas (ICA) de la Universidad Autbnoma de Baja California. Se
utilizaron carneros para la obtencion de muestras seminales, las cuales fueron
utilizadas para la inseminacion artificial de ovejas. En todo momento del
experimento, los animales fueron tratados de acuerdo a los lineamientos de
bienestar animal establecidos por el “Canadian Council on Animal Care” (CCAC,
20009).

Este trabajo de investigacion contempld tres fases. En la primera fesa se evalué el
efecto de la adicion de agentes gelificantes sobre caracteristicas de calidad de
muestras seminales de carneros almacenadas en refrigeracion por 144 h. En la
segunda fase se evalud el efecto de la adicion de agentes gelificantes sobre
caracteristicas de calidad de muestras seminales de carneros, almacenadas a
temperatura ambiente por 4 h. En la tercera fase se evalud el porcentaje de
gestaciones de ovejas inseminadas con muestras de semen conservadas con

agentes gelificantes.

Fase 1

6.2 Unidades y disefio experimental

Se utiliz6 una muestra de semen heteroespermatica, obtenida de dos carneros
adultos (Dorper x Pelibuey x Katahdin) mediante vagina artificial. Inmediatamente
después de la colecta se determind, mediante microscopia (Velab-B4, Microscopio
binocular), la motilidad masal y concentracion espermatica siguiendo metodologias
previamente descritas (Gore et al., 2020; Nalley & Arifiantini, 2013), la muestra fue

utilizada solo si presentaba motilidad masal = 3.
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La muestra heteroespermatica fue diluida con un medio comercial (Tryladyl,

Minitube) para obtener una concentracién espermatica de 40 x 10 mL™%, de la cual

se obtuvieron 200 pL para ser incorporados a uno de tres tratamientos:

Control: 1800 pL de dilutor (sin agentes gelificantes).

Gelificante grado bacteriologico: 6 mg de grenetina (grenetina grado bacterioldgico
FAGA LAB) + 2 mg uL de agar (agar bacteriolégico, MCD LAB) + 400 uL de
dilutor.

Gelificantes grado alimenticio: 6 mg de grenetina + 2 mg de agar + 400 pL dilutor.

Cada tratamiento tuvo cinco repeticiones, cada una con un volumen total de 2000

ML. Ademas, el experimento se replico seis veces en dias consecutivos.

6.3 Manejo de la muestra

Una vez formados los tratamientos, las muestras de cada tratamiento se
mantuvieron en refrigeraciéon (4 °C) por 1 h, para permitir la gelificacion.
Posteriormente se realizo la primera lectura (hora 0), para lo cual se colocaron en
bafio Maria durante tres minutos. Después, se tomaron dos submuestras de cada
repeticion correspondiente a cada tratamiento, para realizar la medicion de las
variables de respuesta. Una vez que se tomaban las submuestras, la muestra

original era regresada a refrigeracion hasta la proxima medicion (144 h).

6.4 Variables de respuesta

Las variables de respuesta fueron el nUmero de espermatozoides vivos, con buena
integridad de membrana, motiles y con motilidad progresiva. Las mediciones se
realizaron siguiendo metodologias previamente establecidas (Gore et al., 2020;
Nalley & Arifiantini, 2013). Brevemente, espermatozoides vivos y muertos, en un
portaobjetos previamente atemperado fue colocada una muestra de la submuestra
(10 pl) y con la técnica de tinciéon de eosina nigrosina, a través de un microscopio a

100x, fueron registradas las células espermaticas vivas (no tefidas) y las muertas
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(tefiidas purpura). Integridad de membrana, para la medicién de esta variable fue
afiadida una cantidad de la submuestra a una solucidon hipos-motica, en donde se
dej6é en reposo por tres minutos, luego de ello fue observada en el microscopio
(100x) y fueron registradas las células espermaticas que mostraban enrollamiento
en el flagelo (buena integridad de membrana) y las que no lo presentaban (mala
integridad de membrana). Células motiles, la submuestra fue observada bajo
microscopio, se registré el numero de células espermaticas con cualquier tipo de
movimiento (motiles) y las estéticas (no motiles). Motilidad progresiva, en la
submuestra se observd el numero de espermatozoides que presentaban
movimiento progresivo (motilidad progresiva) y los que presentaban cualquier otro
tipo de movimiento (no progresivo). En cada medicion se contabilizaron 50 células

esperméticas.

Fase 2

6.5 Unidades y disefio experimental

Las unidades experimentales y tratamientos fueron los mismos que se utilizaron en

la Fase 1 del experimento. El experimento fue repetido en seis ocasiones.

6.6 Manejo de la muestra

Una vez formados los tratamientos, las muestras de cada tratamiento se
mantuvieron en refrigeracion (4 °C) por 1 h, para permitir la gelificacion.
Posteriormente se realiz6 la primera lectura (hora 0), para lo cual se colocaron en
bafio Maria durante tres minutos. Después, se tomé una submuestra de cada
repeticion correspondiente a cada tratamiento, para realizar la medicién de las
variables de respuesta. Una vez que se tomo la submuestra, la muestra original fue

mantenida a temperatura ambiente (20-25 °C) hasta la ultima medicion (4 h)

6.7 Variables de respuesta
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Las variables de respuesta fueron el nimero de espermatozoides vivos, con buena
integridad de membrana y motiles. Las mediciones se realizaron siguiendo
metodologias previamente establecidas (Gore et al., 2020; Nalley & Arifiantini,
2013).

Fase 3

6.8 Unidades y disefio experimental

Las unidades experimentales fueron 34 ovejas multiparas (Dorper x Pelibuey x
Katahdin). Estas fueron asignadas a uno de dos tratamientos: Control y Gelificante.
Las ovejas del grupo Control (n=17) fueron inseminadas con una muestra de semen
conservada en refrigeracion (4 °C) y sin gelificantes. Las ovejas del grupo
Gelificante (n=17) fueron inseminadas con una muestra de semen conservada en

refrigeracion y con gelificantes grado alimenticio (grenetina y agar).

6.9 Preparacién y manejo de las muestras de semen

Se utiliz6 una muestra de semen heteroespermatica, obtenida de dos carneros
adultos (Dorper x Pelibuey x Katahdin) mediante vagina artificial. Inmediatamente
después de la colecta se determind, mediante microscopia (Velab-B4, Microscopio
binocular), la motilidad masal y concentracion espermatica siguiendo metodologias
previamente descritas (Gore et al., 2020; Nalley & Arifiantini, 2013), solo se utilizaron
muestras con motilidad masal = 3. Se prepararon, por separado, 34 dosis de 1 mL
de semen (300x108 mL™?). Las dosis de semen del grupo Control fueron preparas
Unicamente con diluyente comercial (Tryladyl, Minitube). Las dosis de semen del
grupo Gelificantes fueron preparas con el mismo diluyente y suplementadas con 6
mg de grenetina (grenetina grado alimenticio) y 2 mg de agar (agar grado
alimenticio). Las dosis de semen fueron preparadas cuando se registro la primera

oveja en celo, y permanecieron en refrigeracion hasta por 144 h.
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6.10 Sincronizaciéon del celo e inseminacioén artificial

El celo de las ovejas fue sincronizado mediante dos inyecciones, aplicadas a un
intervalo de nueve dias, con 2.5 mg de Dinotrost (Lutalyse, Zoetis). El celo de las
ovejas se detecto con la ayuda de carneros con mandil, a intervalos de 6 h, después
de la segunda inyeccién con dinoprost. La oveja era declarada en celo cuando
aceptaba la monta del macho. La inseminacion artificial se llevo a cabo por via peri-

cervical a las 12 h después de detectado el celo.

6.11 Variable de respuesta

La variable de respuesta fue el porcentaje de gestaciones. El diagnostico de
gestaciones se llevé a cabo a los 40 dias posteriores a la inseminacion por medio
de ecografia transrectal (Handscan V8, Sunway Medical, equipado con un

transductor lineal de 7.5 Mhz).

6.12 Analisis estadistico

Los datos recopilados del experimento se registraron en Excel y se ordenaron en
una base de datos con formato para su importacion al programa R. Los datos de las
variables motilidad progresiva, espermatozoides motiles, espermatozoides vivos e
integridad de membrana se analizaron con el programa R, version 4.1.2. El modelo
gue se utilizé fue un modelo logistico para modelar el caso de éxitos para cada
variable con la opcion de R del modelo lineal mixto generalizado. EI modelo
considero el tratamiento como efecto fijo y la réplica del experimento como efecto
aleatorio. Para cada variable se consideré el efecto inicial como covariable. Las
pruebas de medias de minimos cuadrados entre tratamientos se realizaron en la
escala logaritmica de razon de probabilidades con Tukey (p>0.01). EI modelo

estadistico final fue el siguiente:
Pj; ;.
In (—2Z-) = Bo + Tij+ Réplica k + §;
1-pijk
donde:
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In (%): logaritmo natural de las variables respuesta: motilidad progresiva,
espermatozoides motiles, espermatozoides vivos e integridad de
membrana en el i-ésimo tratamiento (1, 2 y 3) de la j-ésima repeticidon
(1,2,3, 4y 5) de la K-ésima réplica (1,2,3,4, 5y 6),

Bo= el efecto fijo de una constante,

Ti= el efecto fijo del i-ésimo del agente gelificante, i=testigo, agente grado
bacteriologico y agente grado alimenticio),

Replica k= el efecto aleatorio de la réplica, K=1, 2, 3, 4,5V 6,

Ei= el efecto del error.

El porcentaje de gestaciones fue comparado mediante una prueba de Chi cuadrado.
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7. RESULTADOS

La conservacién de semen en refrigeracion con agentes gelificantes fue superior en
todas las variables de respuesta (p<0.01) en comparacion con el tratamiento testigo
(sin agentes gelificantes) (Cuadro 1). Ademas, entre el tipo de agente gelificante,
grado bacterioldgico o grado alimenticio, no se encontro diferencia en las variables
evaluadas (p>0.05).

Cuadro 1. Influencia del tipo de agente gelificante en la conservacién de
semen de carnero, refrigerado durante seis dias en variables de viabilidad
espermatica.

Tratamiento Motilidad Espermatozoid Espermatozoides Integridad de
progresiva es motiles _Vivos membrana
(X £ EE)? (X £ EE)* (X £ EE)* (X £ EE)?
Control 0.326 £ 0.021@  0.497 + 0.0352 0.536 + 0.0242 0.541 + 0.0152
Gelificante 0.419 £ 0.023> 0.543 + 0.035P 0.604 + 0.023° 0.581 + 0.015°

bacteriologico
Gelificante 0.416 £ 0.023> 0.547 + 0.035P 0.597 £ 0.023>  0.596 + 0.015"

Alimenticio

1EE= error estandar, medias de minimos cuadrados por columna con diferente letra son diferentes
(p<0.01).

La conservacion de semen con agente gelificante de grado bacterioldgico, expuesta
a temperatura ambiente, fue superior al resto de tratamientos en la variable de
espermatozoides motiles (p<0.05); mientras que, para la variable de integridad de
membrana, la conservacion de semen con agente gelificante de grado alimenticio
fue superior al resto tratamientos (p<0.05). No se encontré diferencia significativa
(p>0.05) entre los tratamientos evaluados para la variable de espermatozoides vivos
(Cuadro 2). No se encontré6 dependencia (p>0.05) entre el porcentaje de
gestaciones y el uso de gelificantes (4/17 y 7/17 ovejas gestantes para los grupos

Control y Gelificante)
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Cuadro 2. Influencia del tipo de agente gelificante en la conservacién de
semen de carnero después de ser expuesto atemperatura ambiente por cuatro
horas.

Tratamiento Espermatozoide Espermatozoides Integridad de
S motiles Vivos membrana
(X + EE)! (X + EE)! (X + EE)!

Control 0.544 + 0.093° 0.600 £ 0.0262 0.264 + 0.021°

Gelificante 0.582 + 0.0922 0.610 £ 0.0262 0.279 + 0.022°

bacteriologico
Gelificante 0.528 + 0.094° 0.607 £ 0.0262 0.295 + 0.0232

Alimenticio

1EE= error estandar, medias de minimos cuadrados por columna con diferente letra son diferentes
(p<0.05).
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8. DISCUSION

La conservacion de semen, y el mantenimiento de su calidad y fertilidad, es
fundamental para el éxito de otras tecnologias reproductivas, tales como la
inseminacion artificial. Los métodos de conservacion suelen clasificarse en
refrigeracion y congelacion. El primero es mas barato, y permite conservar la
muestra de semen por un periodo de tiempo limitado; mientras que el segundo es
mas caro, pero la vida media del espermatozoide en conservacion es indefinida
(Salamon & Maxwell, 2000). En algunas ocasiones es mas conveniente el uso de
semen diluido/fresco que el congelado, sobre todo porque se sabe que los
porcentajes de gestaciones son superiores cuando se utiliza el primero (65 vs 83%)
(Wolynetz et al., 1979). Sin embargo, se debe de considerar que la fertilidad del
semen comienza a disminuir después de las 24 h de conservacion (Maxwell &
Salomon, 1993). Algunos investigadores incluso recomiendan no refrigerar el
semen si se planea utilizar dentro de las primeras 24 h después de la colecta, ya
que el descenso de temperatura causa dafios estructurales al espermatozoide
(Rosi, 2012).

El proceso de conservacion de semen en refrigeracion ocasiona una reduccion
continua de los valores para las variables relacionadas con la calidad y fertilidad del
semen de carnero (Lopez-Saez et al., 2000). La severidad en la disminucién de los
valores dependera del tipo de diluyente utilizado y la temperatura de conservacion
(Lily et al., 2001; Beriau et al., 2016; Maksimovi¢ et al., 2018). Los investigadores
han tratado de minimizar el efecto negativo del periodo de almacenamiento en
refrigeracion, sobre variables de calidad espermética, mediante la suplementacion
del diluyente con diversas sustancias, tales como antioxidante (Maxwell & Salomon,
1993). Otros han explorado el uso de gelificantes, tales como la grenetina. Los
gelificantes se adicionan a un medio liquido para espesar su consistencia, y cambiar
su estado fisico, pasando de liquido a semisélido cuando son expuestos a bajas
temperaturas. (Loaiza-Alanis, 2008). Este cambio en consistencia es de gran

relevancia. Por ejemplo, resultados de una investigacion en gallos indica que las
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muestras seminales con mayor viscosidad conservan de mejor manera la vitalidad
de la célula espermética (Barragan et al., 2022). De manera similar, el cambio de
consistencia del diluyente de semen, por la adiciéon de gelificantes, limita el
movimiento del espermatozoide, lo cual se traduce en una menor acumulaciéon de
productos toxicos, una mejor balance antioxidante del diluyente, lo cual permite
incrementar la vida media del espermatozoides ( Bandeira et al., 2018; Gheller et
al., 2018; Kumar et al., 2019).

En el presente trabajo de investigacién, la incorporaciéon de agentes gelificantes
(grenetina y agar) permitio obtener valores mas altos que el grupo control, para las
variables de calidad espermatica evaluadas, sin importar la fuente del gelificante
utilizada. Este efecto fue observado en las muestras conservadas en refrigeracion
y las mantenidas a temperatura ambiente. Es importante mencionar que la
suplementacion con agar, hasta donde se tiene conocimiento, no ha sido estudiada
en la calidad de muestras seminales de carnero. Ademas, conviene declarar que no
se incluy6 en los tratamientos uno con Unicamente agar, ya que las concentraciones
utilizadas no permiten la gelificacion de la muestra, y concentraciones mas elevadas

son perjudiciales para el espermatozoide.

En concordancia con nuestro resultados, se reportd que la suplementaciéon al
diluyente con 1.5% de grenetina mejoro la motilidad espermatica después de 72 h
de almacenamiento a 5 °C (51.9 vs 31.1% para el grupo suplementado con
gelificante y el control) (Gheller et al., 2018). Sin embargo, no se reportaron
diferencias significativas en el porcentaje de gestaciones en ovejas inseminadas
con muestras de semen suplementadas con 1.5% de grenetina y conservadas por
48 a 72 h (Bandeira et al., 2018). De manera similar, no se observaron diferencias
significativas en los porcentajes de gestaciones en cabras (47 vs 41%) inseminadas
con semen suplementado con 1.5% de grenetina, a pesar de observarse mejoras
en la motilidad espermética por efecto de la adicién del gelificante (67 vs 59% para
el grupo suplementado con gelificante y el control) (Salvador et al., 2006). En

cerdas, la suplementacién del semen con 1.5% de grenetina tampoco mejoro la tasa
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de paricion, ni el tamafio de camada (Corcini et al., 2011). Mientras que en conejos,
la suplementacion con 1.4% de grenetina, mantuvo la fertilidad de las muestras
seminales hasta por cinco dias, cuando estas fueron almacenadas a 15 °C (Yaniz
et al., 2005).

La ausencia de diferencias significativas en el porcentaje de gestaciones por efecto
de la adicion de gelificantes a las muestras de semen, en este estudio y en los
expuestos en el parrafo anterior, son contradictorios con la mejora en algunos de
los pardmetros de calidad espermatica. Mas aun cuando se ha reportado que la tasa
de fertilizacion in vitro es mayor cuando se utilizan muestras de semen de carnero
conservadas por 24 h a 15 °C con 1.5% de grenetina (Yaniz et al., 2005). En nuestro
estudio, solo se observo una diferencia numérica en el nUmero de ovejas gestantes,
a favor del grupo de ovejas inseminadas con dosis de semen conservadas con
gelificantes. Es probable que, si se hubiera incrementado el tamafio de muestra, se
hubieran encontrado diferencias significativas para esta variable. Por otra parte, es
probable que otros estudios hayan fallado en encontrar diferencias significativas en
la fertilidad de las hembras, inseminadas con dosis de semen almacenadas con
agentes gelificantes, debido a que las variables mejoradas pudieran no ser

determinantes para el establecimiento de una gestacion.

Otros agentes gelificantes, tales como el alginato, han mostrado ser benéficos en la
aminoracion del efecto negativo de la conservacion en muestras seminales de toro,
bafalo (Kumar et al., 2019) y cerdos (Huang et al., 2005). Existe un gran cantidad
de gelificantes disponibles en el mercado (Saha & Bhattacharya, 2010), pero es
necesario evaluar su efectividad para preservar las caracteristicas deseables en
una muestra de semen conservada en refrigeracion. El efecto benéfico de la
grenetina sobre la calidad del semen esta ampliamente demostrado. Sin embargo,
esta es la primera ocasion en la que se reporta su efecto en combinacion con agar.
Un hallazgo significativo del presente trabajo de investigacion es que se pueden
utilizar fuentes de gelificante grado alimenticio, sin afectar la calidad de la muestra
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de semen. Esto es relevante, ya que generalmente estas fuentes son de facil acceso

y mas baratas que los gelificantes con grado bacterioldgico.

9. CONCLUSION

La suplementacién de las muestras de semen de carnero con grenetina y agar,
grado alimenticio o bacteriolégico, mejora los porcentajes de espermatozoides con
motilidad progresiva, motiles, vivos y con buena integridad de membrana durante

su conservacion en refrigeracion o a temperatura ambiente.
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