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COMUNICACION

Calidad del Semen Refrigerado de Carneros Assaf y Blackbelly
QuaALITY OF REFRIGERATED ASSAF AND BLACKBELLY RAM SEMEN

Jorge Isaac Castro Bedriiana'?, Doris Maritza Chirinos Peinado’,
Javier Angel Orellana Chirinos !

RESUMEN

Se compard la calidad del semen refrigerado de carneros Assaf y Blackbelly
utilizados en inseminacion artificial y criados en la costa central del Perti. El semen
fue colectado con vagina artificial y diluido en Tris-fructosa-yema de huevo. Se
determind la motilidad individual progresiva, la integridad de membrana mediante la
prueba hipoosmética (HOST) y la concentracion espermatica a través de la cdmara
de Neubauer a las dos horas de la refrigeracion. Los valores porcentuales fueron
transformados a ArcSeno+/%. Se realizaron pruebas de «t» Student para determinar
diferencias de medias independientes entre las variables determinadas, segin la
raza. La motilidad individual progresiva fue de 82.36 + 6.66 y 83.30+4.92% (p>0.05)
y la motilidad masal fue de 4.28 £ 0.45 y 4.06 + 0.33 (p<0.05) para los carneros Assaf
y Blackbelly, respectivamente. La integridad de la membrana espermatica fue de
83.50+2.77% para Assafy 82.56 & 3.78% para Blackbelly (p<0.05). La concentracion
espermatica y los porcentajes de espermatozoides vivos y anormales fueron simila-
res en ambas razas.

Palabras clave: calidad de semen; motilidad masal; inseminacion artificial; semen
refrigerado; concentracion espermatica

ABSTRACT

Chilled semen quality of Assaf and Blackbelly rams used in artificial insemination
and raised in the central coast of Peru were compared. Semen was collected with an
artificial vagina and diluted with Tris-fructose-egg yolk. The individual progressive
motility, the membrane integrity by the hypoosmotic text (HOST), and sperm
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concentration in the Neubauer chamber were determined after two hours of refrigeration.

The percentage values were previously transformed into ArcSeny/%. The Student «t»

test for independent means differences between breeds was performed. Progressive
individual motility was 82.36 & 6.66 and 83.30 +4.92% (p>0.05) and the mass motility was
4.28+0.45and 4.06 + 0.33 (p<0.05) for the Assaf and for Blackbelly rams, respectively.
The integrity of the spermatic membrane was 83.50 +2.77% for Assafand 82.56 +3.78%
for Blackbelly (p<0.05). Sperm concentration and percentages of live and abnormal

spermatozoa were similar in both breeds.

Keywords: semen quality; mass motility; artificial insemination; chilled semen; sperm

concentration

INTRODUCCION

Entre las razas de ovinos introducidas
al pais, Assaf y Blackbelly tienen un buen
desempeiio en productividad y eficiencia
(Atto, 2007); no obstante, para establecer
programas de poblamiento que consideren el
uso de la inseminacion artificial, la calidad del
semen debe estar adecuadamente evaluada
(David et al., 2015). Las caracteristicas
macroscopicas y microscopicas del semen de
ovinos han sido estudiadas (Evans y Maxwell,
1987; Gibbons et al., 1993; Ramirez, 2002;
Bezerra y Soto-Blanco, 2010) y los protoco-
los propuestos se vienen empleando en estu-
dios de evaluacion seminal. Asimismo, las
asociaciones entre la raza de los carneros y
la calidad del semen (Abdel-Rahman et al.,
2000; Rege et al., 2000; Gundogan y Demirci,
2003; Salhab et al., 2003; David et al., 2007;
Dominguez, et al., 2008), asi como los efec-
tos de diversos dilutores sobre la motilidad
individual y progresiva (Gibbons et al., 1993;
Salamon y Maxwell, 2000; Vishwanath y
Shannon, 2000; Cabrera et al.,2010) y sobre
la integralidad funcional de la membrana
espermatica (Stornelli, 2005; Cabrera et al.,
2010) vienen evaluandose en diversos estu-
dios.

El test de endosmosis (Hypoosmotic
Swelling Test — Host) permite la comproba-
cion del estado funcional de la membrana
plasmatica, de alli que podria utilizarse como
valor predictivo de fertilidad (Pérez-Llano et
al., 2003). Los valores de Host se correla-
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cionan con otros parametros de calidad
seminal, como la motilidad, viabilidad o la
morfologia, permitiendo predecir la capaci-
dad fecundante del semen (Rota ez al., 2000).

El semen de ovinos Assaf presentan
concentraciones entre 1780 y 3990 x 10°
espermatozoides por mililitro (Epstein, 1985),
en tanto que para el semen de carneros
Blackbelly, Quispe (1998) reporta 3730 x 10°
espermatozoides/ml y 1.46 ml de volumen de
eyaculado con 83% de motilidad individual,
mientras que Guillén (2001) reporta 84.9%
de motilidad individual, 3140 x 10° de
espermatozoides/ml, 0.97 ml de volumen de
eyaculado y 6.6-6.8 de pH.

Considerando la importancia que tienen
las razas Assaf y Blackbelly en la produc-
cion de ovinos en la costa y la selva peruana,
el objetivo de la presente investigacion fue
comparar las caracteristicas macroscopicas
y microscopicas del semen, la integridad de
las membranas (Host) y la motilidad indivi-
dual progresiva (MIP) de los espermatozoides
en carneros de ambas razas, luego de un pe-
riodo de refrigeracion de dos horas.

MATERIALES Y METODOS

La investigacion se llevo a cabo en el
Banco Nacional de Semen de la Universidad
Nacional Agraria La Molina (UNALM), si-
tuada en Lima, costa subtropical del Perq,
con una temperatura promedio anual de 18 °C
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y una humedad relativa anual promedio de
75%.

Se utilizaron tres carneros Assaf'y tres
Blackbelly, de 3.5 afios de edad en prome-
dio, pertenecientes a la granja Rigoranch,
UNALM, los cuales tuvieron el mismo ma-
nejo zootécnico y fueron alimentados con king
grass y maiz chala picada, més un suplemento
concentrado, ofrecidos diariamente en can-
tidades similares a cada carnero. Los ani-
males estuvieron alojados en corrales de 2.8
x 3.0 x 1.2 m, provistos de sombra, comede-
roy bebedero. Las instalaciones tuvieron una
adecuada iluminacion y ventilacion. En cada
corral se colocaron dos carneros.

Se hicieron dos colecciones de semen
por semana, y un total de 12 colecciones por
carnero para los fines del experimento. Hubo
una fase de dos semanas de entrenamiento
ala coleccion de semen con vagina artificial.
Los eyaculados fueron colocados en bafio
maria a 34 °C. Se utiliz6 Tris-fructosa-yema
de huevo como dilutor, cuya composicion con-
sider6 Tris (3.63 g), fructosa (0.5 g), acido
citrico (1.95 g), yema de huevo (15 ml), pe-
nicilina (100 000 Ul), estreptomicina (100
mg), agua destilada (80 ml) y glicerol (5 ml),
siguiendo el protocolo de Evans y Maxwell
(1987).

Lavaloracion cuantitativa del movimien-
to de los espermatozoides se determiné in-
mediatamente después de la coleccion de
semen, siguiendo el protocolo de Evans y
Maxwell (1987), empleando la escalade 0 a
5. La motilidad individual progresiva (0-
100%) fue determinada con base a los pro-
tocolos de Gibbons et al. (1993), empleando
la camara de Neubauer. La integridad fun-
cional de membrana espermatica se evalud
mediante la prueba hipoosmotica (HOST), si-
guiendo el protocolo de Correa y Zavos
(1994). Lamorfologia de los espermatozoides
se determind mediante el método de frotis
de semen tefiido, utilizando eosina y nigrosina
al 5y 10%, respectivamente, observando no
menos de 300 espermatozoides al microsco-
pio (400X). El porcentaje de espermatozoides
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vivos se determino considerando el nimero
porcentual de espermatozoides anormales en
relacion al nimero de espermatozoides con-
tados.

La motilidad masal, concentracion
espermatica, porcentaje de espermatozoides
vivos y el porcentaje de espermatozoides
anormales, HOST refrigerado y MIP-tris-re-
frigerado del semen de carneros Assaf y
Blackbelly fueron comparadas mediante
pruebas de «t» para diferencia de medias in-
dependientes, empleando el software esta-
distico SAS (Statistical Analysis System, v.
8.0). Los valores porcentuales fueron pre-
viamente transformados angularmente, Arco
Senoy/% (Snedecor y Cochrane, 1989).

RESULTADOS Y DISCUSION

El volumen de eyaculado de carneros
Assaf fue mayor que el de carneros
Blackbelly (p<0.05, Cuadro 1). Los volume-
nes encontrados se encuentran en el rango
normal de eyaculados en ovinos (Hafez
(1996). Asimismo, Quispe (1998) reporta vo-
limenes de 1.46 ml, mientras que Guillén
(2001) y Ramirez (2002) reportan eyaculado
de 0.97 ml entre 0.83 y 0.97 ml en ovinos
Blackbelly criados en Lima, Pert.

Todos los eyaculados fueron de color
blanco cremoso, con un pH de 7.0, valor ade-
cuado para el semen de ovinos (Evans y
Maxwell, 1987). Por su parte, Guillén (2002)
en carneros Blackbelly del Programa de
Crianzas Familiares del Instituto Nacional de
Innovacion Agraria (INIA), Lima, reporta
valores de pH ligeramente inferiores al re-
gistrado en el presente estudio (6.6-6.8).

En el Cuadro 1 se muestran los resulta-
dos correspondientes a las caracteristicas
microscopicas del semen de los carneros
Assaf 'y Blackbelly. La motilidad masal fue
alta en las dos razas, pero estadisticamente
mayor en los carneros Assaf (p<0.05). Asi-
mismo, los valores fueron similares a los re-
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Cuadro 1. Volumen del eyaculado y caracteristicas microscopicas del semen de carneros
Assaf'y Blackbelly de 3.5 afios de edad (3 carneros por raza y 12 eyaculados por

carnero)
. . CvV . .
Variable Raza Promedio d.e. (%) Min. Max.
0
Assaf 1.92* 0.69 1.4 3.2
Volumen (ml)
Blackbelly 1.50° 0.56 0.6 1.8
. Assaf 428 0.45 10.51 4.0 5.0
Motilidad masal (0-5)
Blackbelly 4.06° 0.33 8.13 4.0 5.0
Concentracién espermética Assaf 26952 764 28.34 1260 4600
(N.° espermatozoides x 10°)  Blackbelly ~ 2459° 904  36.75 1320 4760
. . Assaf 81.89° 5.97 729 67.0 90.0
Espermatozoides vivos (%)
Blackbelly 80.19° 5.87 732  70.0 954
Espermatozoides anorrnales Assaf 7.112 2.05 28.83 4.0 12.0
(%) Blackbelly 6.94° 1.57 2262 5.0 11.0

ab Valores promedio por variable por raza con letras diferentes son estadisticamente diferentes

(p<0.05)

Cuadro 2. Caracteristicas microscopicas del semen refrigerado con diluyente tris-fructuosa-
yema de huevo en carneros Assaf' y Blackbell de 3.5 afios de edad (3 carneros por

raza y 12 eyaculados por carnero)

Variable Raza Promedio d.e. CV (%) Min. Max.
Host! Assaf 83.50° 2.77 3.32 78 89
Host Blackbelly 82.56° 3.78 4.58 70 89
MIP-tris? Assaf 82.36° 6.66 8.09 55 94
MIP-tris Blackbelly 83.30* 4.92 5.91 71 91

b Valores promedio por variable y raza con letras diferentes varian estadisticamente (p<0.05)

! Prueba hipoosmética
2 Motilidad individual progresiva

portados por Cabrera et al. (2010), quiénes
también encontraron diferencias significati-
vas a favor de los carneros Assaf.

La mayor motilidad masal en carneros
Assaf (p<0.05) podria atribuirse a factores
genéticos (Gundogan et al., 2004) y ambien-
tales (Abdel-Rahman et al., 2000; Rege et
al.,2000; Gundogan et al., 2004), anteceden-
tes nutricionales (Toe et al., 1994) y varia-
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ciones estacionales (Ibrahim, 1997; Rege et
al.,2000; Gundogan y Demirci, 2003; Salhab
et al., 2003; Dominguez et al., 2008).

La concentracion espermatica fue simi-
lar entre las dos razas, estando los promedios
dentro del rango reportado por Epstein (1985)
para carneros Assaf, mientras que prome-
dios inferiores a los reportados por Quispe
(1998) y Guillén (2001) para carneros
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Blackbelly. Por otro lado, Cabrera et al.
(2010) refiere valores similares a los del pre-
sente estudio, pero con diferencias significa-
tivas entre estas razas.

El porcentaje de espermatozoides vivos
y anormales en ambas razas fueron similares
y con valores que permiten afirmar que el
semen colectado fue de buena calidad, tanto
por sus caracteristicas macroscopicas y mi-
croscopicas; los mismos que se encuentran den-
tro del rango reportado por Hafez (1996). El
alto porcentaje de espermatozoides vivos guar-
darelacion con el movimiento progresivo.

En el Cuadro 2 se presentan las carac-
teristicas del semen diluido y refrigerado. El
valor de Host fue significativamente mas alto
en los carneros Assaf (p<<0.05), mientras que
la motilidad progresiva fue similar para am-
bas razas.

Los valores de la prueba de Host supe-
raron el 82%, valor que determina una alta
capacidad fecundante de los espermatozoides
(Hafez, 1996; Rota et al., 2000; Pérez-Llano
et al., 2003). Los valores de Host fueron si-
milares a los reportados por Cabrera et al.
(2010) para carneros Assaf (83.3 £ 5.9) y
Blackbelly (81.4 + 3.2) en semen fresco.

Lamotilidad individual progresiva (MIP)
del semen refrigerado fue similar a otros re-
portes en semen de carneros Blackbelly
(Quispe, 1998; Guillén, 2001; Ramirez, 2002),
aunque ligeramente inferiores a los valores
reportados por Cabrera et al. (2010) de 84.5
+ 3.0 para Assaf'y 83.7 + 3.3 para Blackbelly.

CONCLUSIONES

e Los carneros de la raza Assaf registra-
ron un mayor volumen seminal, motilidad
masal e integridad de membrana
espermatica que los carneros Blackbelly
(p<0.05), no habiendo diferencias en
concentracion espermatica, porcentaje
de espermatozoides vivos y motilidad in-
dividual progresiva.
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e El factor raza del carnero no fue influ-
yente ni determinante en relacion a las
caracteristicas seminales durante la re-
frigeracion.
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