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RESUMEN

La produccién ovina en Ecuador enfrenta una reduccion sostenida del hato nacional y
limitaciones para aplicar biotecnologias reproductivas. Este estudio evalué la curva de
supervivencia espermatica de semen ovino diluido con Triladyl® y refrigerado a 5°C en
cooler bajo condiciones de campo. Se analizaron viabilidad (Eosina-Negrosina), integridad
de membrana (HOST) y motilidad progresiva entre 0 y 24 horas mediante ANOVA (p<0,05)
y regresiones lineales. La investigacion se desarrollé en la Universidad Catélica de Cuenca,
dentro del proyecto comunitario de reactivacion ovina, para lo que se utilizé 12 eyaculados
de carneros de fertilidad probada recolectados por vagina artificial. No se observaron
diferencias significativas en los parametros evaluados; sin embargo, las regresiones
evidenciaron un deterioro gradual desde las 2—6 horas, con posterior estabilizacién. Se
concluye que la refrigeracion en cooler mantiene parametros viables durante 24 horas,
constituyendo una alternativa accesible para programas reproductivos en la zona andina
bajo condiciones productivas reales.

Palabras clave: Ecuador; Eyaculacién; Ovino; Refrigeracién.

ABSTRACT

Sheep production in Ecuador is experiencing a sustained decline in the national flock, coupled
with constraints limiting the implementation of reproductive biotechnologies. This study
evaluated the sperm survival curve of ram semen diluted with Triladyl® and refrigerated at 5°C
in a cooler under field conditions. Viability (Eosin—Nigrosin), membrane integrity (HOST), and
progressive motility were assessed from 0 to 24 hours using ANOVA (p<0.05) and linear
regression analyses. The research was conducted at Universidad Catdlica de Cuenca within a
community outreach project aimed at reactivating sheep production through the establishment

of a germplasm bank using ejaculates from fertility-proven rams collected via artificial vagina.
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No significant differences were detected among the evaluated parameters; however, regression
analyses revealed a gradual decline beginning at 2—6 hours, followed by subsequent
stabilization. It is concluded that cooler refrigeration preserves viable seminal parameters for up
to 24 hours, representing an accessible alternative for reproductive programs under real
production conditions in the Andean region.

Keywords: Ecuador; Ejaculates; Ovine; Refrigeration
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INTRODUCCION

La conservacion del material genético ovino ha sido, desde hace siglos, una técnica
fundamental para garantizar la continuidad de ejemplares de alta calidad genética. Sin
embargo, una vez que el semen es extraido del tracto reproductor masculino, los
espermatozoides quedan expuestos a condiciones desfavorables que afectan directamente su
viabilidad, motilidad y capacidad de fertilizacion (Ruiz G. et al., 2015). En este contexto, el uso
de diluyentes especializados resulta esencial para minimizar los efectos negativos del manejo
extracorporal y preservar la funcionalidad espermatica.

Dentro de este marco, el empleo de diluyentes comprobados cientificamente, como el
Triladyl®, ha demostrado ser fundamental para mantener la integridad funcional de las células
espermaticas (Martinez-Duran et al., 2022). Este diluyente, formulado a base de yema de
huevo, agua bidestilada y el concentrado comercial, cumple un rol protector frente al choque
térmico y aporta nutrientes necesarios para la supervivencia celular. Por lo tanto, el uso
adecuado de diluyentes especializados constituye una herramienta clave para mejorar la
calidad del semen refrigerado.

En el ambito local, la produccion ovina en Ecuador ha presentado una tendencia
decreciente, pasando de aproximadamente 619 mil a 448 mil cabezas en un periodo de diez
afos, lo que hace imprescindible optimizar las técnicas de inseminacion artificial para fortalecer
la eficiencia reproductiva del sector (INEC, 2025). Frente a esta realidad, se vuelve prioritario
mejorar el manejo del semen ovino como una estrategia para contrarrestar la reduccion del
hato nacional.

El problema central de esta investigacion radica en que, aunque el semen ovino puede
conservarse a una temperatura de 5 °C, su cinética espermatica suele deteriorarse de manera
considerable cuando se manipula bajo condiciones de campo (Maroto, 2020). Esta limitacién

afecta directamente el éxito de los programas de inseminacion artificial, evidenciando la
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necesidad de evaluar con mayor precision los efectos del almacenamiento en condiciones
reales.

Diversos estudios indican que la refrigeracion a +5 °C reduce de manera reversible el
metabolismo espermatico en condiciones controladas de laboratorio; sin embargo, durante el
manejo en campo, esta misma practica puede ocasionar dafios irreversibles en la membrana
espermatica, comprometiendo la viabilidad del semen (Pérez, 2020). En consecuencia, las
diferencias entre el laboratorio y el campo representan un factor critico que debe ser
considerado en los protocolos de conservacion seminal.

Finalmente, se ha demostrado que el semen ovino diluido y refrigerado a 5 °C puede
mantener una motilidad progresiva individual elevada, entre el 82 'y 87 %, y una viabilidad de 68
a 71 % tras 24 horas de almacenamiento (Naim et al., 2009). No obstante, bajo condiciones de
manejo en campo, se plantea como hipotesis que la progresividad espermatica disminuye de
forma paulatina dentro del cooler a partir de la segunda hora posterior a la colecta.

En las gonadas de los carneros son las responsables de la estacionalidad y de la
fisiologia reproductiva del macho ovino. En ellas se encuentran células especializadas, como
las células de Leydig, encargadas de producir testosterona, hormona necesaria para la
espermatogénesis, la libido y el correcto funcionamiento de los érganos reproductores
secundarios como la préstata, las vesiculas seminales y las glandulas de Cowper (Quishpi,
2021). Por lo que el adecuado funcionamiento testicular es indispensable para una correcta
produccién espermatica y actividad reproductiva en el carnero.

La madurez sexual de los ovinos inicia aproximadamente entre los 5 y 8 meses de
edad, debido a la accién de la GnRH sobre la liberacion de LH, lo que genera cambios en la
maduracion testicular y permite la aparicion del comportamiento sexual. La produccion
espermatica se desarrolla en un ciclo de alrededor de 49 dias, durante el cual ocurre la divisién

y diferenciacioén celular, produciendo cerca de 20 millones de espermatozoides por gramo de
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testiculo al dia (Inca, 2023). Siendo asi que la produccion de espermatozoides es un proceso
continuo y dependiente de la madurez hormonal del animal.

La espermatogénesis, es un proceso ciclico altamente regulado que ocurre en los
tubulos seminiferos, iniciando con la proliferacién de espermatogonias y culminando en la
formacion de espermatozoides maduros tras aproximadamente 49 dias, influenciado por la
testosterona de las células de Leydig y la estacionalidad fotoperiédica (Morocho, 2021).
Estudios recientes confirman que en temporada reproductiva (otofio), la produccion alcanza 15-
25 millones de espermatozoides por gramo de testiculo diario, con fases de multiplicacion,
crecimiento, meiosis y espermiogénesis que dependen de un eje hipotalamo-hipofisario-
gonadal 6ptimo, donde picos de FSH y LH aceleran la diferenciacion celular (Ojeda et al.,
2021). Alteraciones como estrés térmico o desnutricion reducen la eficiencia hasta en un 40%,
subrayando la necesidad de manejo nutricional y ambiental para maximizar la calidad
espermatica en programas de mejoramiento genético ovino (Nieto-Aquino et al., 2025).

El semen del macho ovino presenta un volumen promedio de 1,2 a 1,5 ml por
eyaculado, el cual varia segun la edad, condicion corporal, estado reproductivo y método de
recoleccién. La concentracién espermatica puede oscilar entre 3.500 y 6.000 millones de
espermatozoides por mililitro, y normalmente presenta una consistencia acuosa (Ramirez,
2022). Lo que nos dice que las caracteristicas del semen pueden variar segun el estado del
animal y las condiciones de manejo.

El Triladyl® es un diluyente a base de TRIS que contiene acido citrico, azucares,
tampones, glicerina, agua purificada y antibiéticos. Se prepara inicialmente como solucion
madre con agua destilada, la cual puede conservarse refrigerada a 5 °C por varios dias, y al
momento de su uso se adiciona yema de huevo fresca para su aplicacion en la conservacion y
criopreservaciéon seminal (ARBiotech, 2022; Loja, 2021). Por lo que, el uso de Triladyl®

contribuye a proteger a los espermatozoides durante los procesos de conservacion. La
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reproduccion ovina es un pilar para la produccién y el mejoramiento genético. La calidad y
viabilidad del esperma influyen directamente en las tasas de fertilizacién y en la eficiencia
reproductiva, especialmente en técnicas como la inseminacién artificial y la transferencia de
embriones (Emsen, 2025). En conclusién, evaluar la calidad seminal es fundamental para el
éxito reproductivo en ovinos.

La evaluacién de la calidad seminal en carneros mediante curvas de supervivencia
proporciona una herramienta cuantitativa esencial para optimizar protocolos de conservacién
(Ulloa & Condo, 2019). Estudios recientes utilizando el método de Kaplan-Meier han
demostrado que la proporcion de espermatozoides viables disminuye exponencialmente
después de 48 horas en diluyentes como Triladyl®, con tasas de supervivencia del 70% a 5°C,
pero cayendo por debajo del 40% a temperaturas superiores (Ojeda et al., 2021). Estos analisis
permiten comparar diluyentes y condiciones ambientales, identificando umbrales criticos para
inseminacion artificial con éxito superior al 60% (Gallegos-Sanchez et al., 2021).

Las curvas de supervivencia permiten analizar como disminuye la proporcion de
espermatozoides viables a lo largo del tiempo. Estas herramientas son utiles para determinar
cuanto tiempo el semen mantiene su funcionalidad bajo distintas condiciones de
almacenamiento (Chale, 2021). Estas curvas de supervivencia facilitan la evaluacién temporal
de la viabilidad espermatica.

La supervivencia espermatica se define como la capacidad del esperma para
mantenerse viable después de su recoleccién. Factores como la temperatura, la humedad y el
medio de conservacion influyen directamente en este proceso y pueden acelerar la pérdida de
viabilidad celular (Ojeda et al., 2021), siendo asi que la viabilidad espermatica depende en gran
medida de las condiciones de conservacion.

Para analizar la supervivencia espermatica se emplean modelos estadisticos como

Kaplan-Meier y el modelo de riesgos proporcionales de Cox, los cuales permiten evaluar el
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tiempo de viabilidad y los factores asociados a su disminucion (Lee, 2023). Por lo que el uso de
modelos estadisticos mejora la interpretacion de la supervivencia espermatica.

La temperatura es un factor clave en la conservacién del semen, ya que tanto la
refrigeracion como la congelacion mal controlada pueden provocar dafios estructurales en los
espermatozoides y afectar su funcionalidad (Montalban, 2020). Siendo fundamental un control
adecuado de la temperatura es necesario para mantener la calidad espermatica.

La humedad del ambiente de almacenamiento también influye en la viabilidad del
esperma, ya que niveles extremos, como la deshidratacién o el exceso de humedad, afectan
negativamente la estructura celular (Gallo, 2020). Por lo que la humedad es un factor ambiental
que debe ser controlado durante la conservacion seminal.

El control de temperatura y humedad durante el almacenamiento es crucial para mitigar
dafios criobioldgicos en espermatozoides ovinos. Investigaciones de los ultimos afios indican
que fluctuaciones por encima de 37°C provocan disrupcion acrosomal en hasta el 30% de las
células, mientras que la deshidratacién relativa (humedad <50%) acelera la apoptosis,
reduciendo la motilidad progresiva en un 25% por dia (Nieto-Aquino et al., 2025). Por ello,
protocolos integrados con refrigeracion estable a 5°C y humedad controlada al 60-70%
extienden la viabilidad hasta 72 horas, mejorando la eficiencia reproductiva en sistemas
intensivos (Ojeda et al., 2021).

Finalmente, la motilidad espermatica se evalua en distintos intervalos de tiempo como
un indicador de funcionalidad, debido a su relacion directa con la capacidad de desplazamiento
y fecundacion del espermatozoide (Ipuz, 2023). Lo que determina que la motilidad es un
parametro esencial para valorar la capacidad fertilizante del semen.

La motilidad espermatica progresiva, evaluada mediante microscopia en intervalos
temporales (0, 24, 48 y 72 horas), se posiciona como el indicador mas confiable de la

capacidad fertilizante en semen ovino conservado (Ulloa & Condo, 2019). Investigaciones
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recientes destacan que diluyentes como Triladyl® mantienen motilidades superiores al 65% a
las 48 horas bajo refrigeracion controlada, correlacionandose directamente con tasas de
concepcion del 55-70% en inseminaciones artificiales, mientras que descensos por debajo del
40% comprometen la fertilidad (Ojeda et al., 2021). Este parametro, combinado con integridad
de membrana via eosina-nigrosina, permite predecir con precision la viabilidad funcional y
optimizar el manejo genético en poblaciones ovinas. Por ello, el objetivo del presente estudio
fue evaluar la curva de sobrevivencia espermatica del semen ovino almacenado en un cooler
bajo refrigeracién controlada (5 °C) en distintos intervalos de tiempo, con el fin de aportar

informacion util para mejorar las practicas de conservacion seminal en condiciones reales.

METODOLOGIA

El estudio se llevo a cabo en los laboratorios de la Unidad Académica de Ciencias
Agropecuarias de la Universidad Catdlica de Cuenca, bajo condiciones ambientales
estandarizadas.

Las variables dependientes evaluadas fueron la viabilidad espermatica, determinada
mediante las pruebas de Eosina-Nigrosina y Yoduro de Propidio(Paucar Quito et al., 2025); la
permeabilidad de la membrana plasmatica, evaluada a través de la prueba HOST (Lema
Guaman et al., 2025); y la cinética espermatica, analizada por medio del sistema CASA
(Valdez-Pinargote et al., 2024).

La variable independiente correspondié al tiempo de refrigeracion, establecido en los
intervalos de 0, 1, 2, 6 y 24 horas.

Para la ejecucién del experimento se seleccionaron reproductores ovinos con condicidon
corporal 6ptima y antecedentes de alta fertilidad. La obtencién del semen se realizé6 mediante el
método de vagina artificial, lo que permitié recolectar los eyaculados a una temperatura

controlada de 37 °C, reduciendo el impacto térmico inicial.
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Inmediatamente después de la colecta, cada muestra fue sometida a una evaluacién
macroscépica y microscopica (Primostar 3-Zeiss) (Valdez-Pinargote et al., 2024). Solo se
incluyeron en el estudio aquellos eyaculados que presentaron una motilidad superior al 70 % y
una concentracion espermatica adecuada, los cuales fueron destinados al proceso de
refrigeracion.

Las muestras seleccionadas fueron diluidas con el medio Triladyl® suplementado con
yema de huevo. El enfriamiento se realizé de manera gradual hasta alcanzar una temperatura
estable de 5 °C, tras lo cual las dosis seminales fueron colocadas en un cooler para simular las
condiciones habituales de almacenamiento y transporte (Farfan-Alvarado et al., 2025).

Para la determinacion de la curva de sobrevivencia, se realizaron evaluaciones
periodicas de la cinética espermatica utilizando un sistema de Analisis Espermatico Asistido por
Computadora (CASA), este sistema permitid medir parametros como la velocidad curvilinea
(VCL), la velocidad promedio de trayectoria (VAP) y los indices de linealidad (LIN) y rectitud
(STR), brindando informacién detallada sobre el comportamiento espermatico en cada tiempo
de refrigeracion (Guamarrigra Sanchez et al., 2025).

Finalmente, el analisis estadistico se basé en un disefio de bloques completos al azar
para cada tiempo realizando un ANOVA y la prueba de comparacion de medias de Tukey,
considerando un nivel de significancia de p < 0,05.

Posteriormente, se realizd una regresion lineal y cuadratica para determinar los tiempos

optimos de refrigeracion en relacién a los valores referenciales.
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RESULTADOS
Tabla 1.

ANOVA de Eosina, Host y Progresividad de 0 a 24 horas.

Horas EOSINA (,\'n";si: .  PROGRESIVOS (%)

(Media £ D.E.) D.E.) (Media * D.E.)

0 047022 086009 40,05% 12,13

1 044022  082+010 34,29 + 12,16

2 051£023  079+016 39,74 + 17,45

6 064022  084+012 36,45 + 18,19

24 046019 081014 31,50 + 12,80

Valor p 0,021 0,704 0,464

El analisis de varianza (ANOVA) realizado para evaluar el efecto del tiempo de
almacenamiento bajo refrigeracion en Cooler, sobre la calidad del semen ovino mostré que no
se registraron diferencias estadisticamente significativas entre las horas (p>0,05) evaluadas
para ninguna de las variables estudiadas.

En relacién con la viabilidad espermatica evaluada mediante la tincion eosina-negrosina,
los promedios obtenidos en las diferentes horas post coleccion presentaron variaciones leves,
sin un patrén claro de aumento o disminucion con el tiempo. El valor de significancia (p =0,921)
indica que estas variaciones no son relevantes lo que sugiere que la refrigeracién en Cooler
permitié mantener la viabilidad espermatica durante todo el periodo de 24 horas evaluacion.

De manera similar, la integridad de la membrana plasmatica, determinada mediante la
prueba HOST, mostré valores medios relativamente constantes entre las distintas horas de
almacenamiento. El analisis estadistico (p = 0,704) evidencia que el tiempo de refrigeracién no
tuvo un efecto significativo sobre la permeabilidad de la membrana, lo que refleja una adecuada

estabilidad celular de los espermatozoides bajo las condiciones del estudio.
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En cuanto a la motilidad progresiva, se observéd una tendencia a la disminuciéon gradual
a las 24 horas post coleccioén, sin embargo, esta reduccién no alcanzé significancia estadistica
(p = 0,464), lo que indica que, a pesar de la disminucion numérica, la variabilidad observada
entre muestras impidié detectar diferencias significativas entre los tiempos evaluados.
Figura 1
Curvas de Variacion percentil para Eosina, Host y Progresividad.

— EOSINA = HOST —— PROGRESIVOS (%)

09
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Los resultados del ANOVA indican que el almacenamiento del semen ovino en Cooler
con refrigeracién controlada no produjo cambios estadisticamente significativos en la viabilidad
espermatica, la integridad de la membrana plasmatica ni la motilidad progresiva durante las
primeras 24 horas post coleccion, lo que sugiere que este método de conservacion permite
mantener parametros espermaticos aceptables en el tiempo. Las curvas representadas en la
Figura 1. refleja un proceso de disminucion de la calidad espermatica en las primeras horas de

evaluacion (2-4horas), para su posterior estabilizacion.
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Figura 2

Disminucion de Integridad de la membrana (HOST), dentro de las primeras 24 horas en
relacion a los valores 6ptimos.
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La Figura 2. muestra la relacion entre el tempo de almacenamiento (horas) y la
integridad de la membrana espermatica, evaluada mediante la prueba HOST, en semen ovino
conservado en Cooler bajo refrigeracion. Los puntos representan los valores individuales
obtenidos en cada tiempo, mientras que la linea azul corresponde a la regresion lineal del
comportamiento de la variable a lo largo del tiempo.

La ecuacion de larecta (y = -0,0132x + 0,9266) indica una tendencia negativa, es decir,
a medida que aumentan las horas de almacenamiento, la respuesta positiva al HOST
disminuye de forma progresiva. Esto sugiere que el tiempo ejerce un efecto gradual sobre la
integridad de la membrana plasmatica de los espermatozoides. El valor de R? = 0,7566 muestra
una alta relacion entre el tiempo y la variable evaluada, lo que indica que una proporcion
importante de la variacion observada puede explicarse por el tiempo de almacenamiento.
Podemos ver que el porcentaje optimo corta a las 9,5 horas y corta en el punto minimo a las

17,5 horas.
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Figura 3

Disminucion de Progresividad (EOSINA), dentro de las primeras 24 horas en relacion a los

valores optimos.
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La Figura 3, representa la disminucién de progresividad, dentro de las primeras 24
horas en relacién a los valores 6ptimos, donde la ecuacién de la regresion (y = —-0,0058x +
0,3815) indica una tendencia descendente, lo que sugiere que, conforme aumenta el tiempo de
almacenamiento, se produce una disminucién progresiva en la viabilidad espermatica. El valor
de R? = 0,5146 muestra una relacién moderada entre el tiempo y la respuesta a la eosina,
indicando que parte de la variaciéon observada se explica por el efecto del tiempo de
refrigeracion. Mi valor optimo en las 24 horas fue a las 5,5 horas y alcanzo el minimo a las 14

horas.
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Figura 4

Disminucién de Viabilidad, dentro de las primeras 24 horas en relacion a los valores 6ptimos.
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La ecuacion de regresion (y = —0,0058x + 0,3815) indica una tendencia negativa leve, lo
que sugiere que la viabilidad espermatica disminuye progresivamente conforme aumenta el
tiempo de conservacion. El valor de R? = 0,5146 muestra una relacién moderada entre el
tiempo de almacenamiento y la pérdida de viabilidad celular. El porcentaje optimo de alas 8
horas y alcanza un minimo a las 18,5 horas.

Los resultados obtenidos en el presente estudio evidencian que el tiempo de
almacenamiento del semen ovino en un cooler bajo refrigeracién a 5 °C influye negativamente
sobre la calidad espermatica, especialmente cuando el periodo de conservacion se prolonga. Si
bien el analisis estadistico mediante ANOVA no mostro diferencias significativas entre los
distintos tiempos evaluados para la viabilidad espermatica (eosina—negrosina), la integridad de
la membrana plasmatica (HOST) ni la motilidad progresiva (p > 0,05), el analisis de tendencia y
las curvas de regresion evidenciaron un deterioro progresivo de los parametros seminales

conforme aumento el tiempo post-colecta.
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En particular, la viabilidad espermatica presentd una disminucién gradual, siendo mas
evidente a las 24 horas, lo que sugiere una mayor proporcion de espermatozoides con
membrana comprometida. De manera similar, la permeabilidad de la membrana plasmatica
evaluada mediante HOST mostré una tendencia descendente, indicando una pérdida
progresiva de la funcionalidad celular. Asimismo, la motilidad progresiva disminuyé de forma
sostenida a lo largo del tiempo, reflejando una reduccién en la capacidad de desplazamiento
espermatico, aspecto directamente relacionado con el potencial fertilizante.

En conjunto, estos resultados indican que, aunque el semen ovino refrigerado puede
mantener parametros aceptables de calidad durante las primeras horas de almacenamiento, a
partir de la segunda hora post-colecta se inicia un deterioro paulatino, que se acentla de forma
marcada a las 24 horas. Por lo tanto, el uso del semen ovino refrigerado en cooler deberia
priorizarse dentro de un intervalo corto de tiempo para minimizar la pérdida de viabilidad y
asegurar una mayor eficiencia en programas de inseminacion artificial bajo condiciones de

campo.

DISCUSION

Los resultados del presente estudio, demuestran ausencia de diferencias
estadisticamente significativas en viabilidad espermética mediante eosina-negrosina (p =
0,921), integridad de membrana plasmatica por HOST (p = 0,704) y motilidad progresiva (p =
0,464) durante las primeras 24 horas de refrigeracion a 5 °C en Cooler, se alinean con multiples
investigaciones recientes sobre conservacion seminal ovina. Pichardo et al. (2021) reportaron
estabilidad de motilidad progresiva superior al 37 % y viabilidad celular en semen encapsulado
refrigerado hasta 72 horas, superando controles no encapsulados en un 25 %, atribuyendo esta
resistencia a la protecciéon osmética inicial. De manera similar, Arando Arbulo (2019) y Dura

(2023) documentaron tendencias de deterioro gradual en HOST comparables a la regresion
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lineal observada en el presente estudio (y = -0,0132x + 0,9266; R? = 0,7566), relacionandolas
con estrés hipoosmoético durante las primeras 6 horas de almacenamiento. Asimismo, Rubio et
al. (2021) y Mancheno Herrera et al. (2026) confirmaron que diluyentes TRIS como Triladyl®
permiten mantener integridad plasmatica superior al 80 % en los intervalos iniciales,
coincidiendo con el valor basal registrado (0,86 + 0,09) y la estabilizacién observada posterior a
las 6 horas.

Esta preservacion inicial respalda la aplicabilidad del semen refrigerado en programas
de inseminacion artificial de campo. Porras Vargas et al. (2024) reportaron tasas de prefiez
entre 55-65 % utilizando semen refrigerado por menos de 24 horas, superiores al 40 %
obtenido con semen congelado. En el contexto ecuatoriano andino, Quishpi (2021), Inca (2023)
y Ramirez (2022) establecieron umbrales funcionales hasta 36 horas mediante analisis Kaplan-
Meier, observando que motilidades mayores al 30 % se correlacionaron con fertilidades
superiores al 50 %, situacion comparable a la tendencia no significativa registrada en el
presente estudio (40,05 + 12,13 % a0hvs. 31,50 + 12,80 % a 24 h).

No obstante, las regresiones negativas observadas en las Figuras 3—5 (progresividad: y
= -0,0058x + 0,3815; R? = 0,5146; eosina: R? = 0,5146) evidencian un deterioro progresivo
dependiente del tiempo, en concordancia con Muiiz-Castillo et al. (2024), quienes describieron
apoptosis temprana entre 2 y 6 horas asociada a desequilibrios iénicos, y con Montalban
(2020), quienes reportaron hasta un 30 % de dafio acrosémico en presencia de gradientes
térmicos superiores a 5 °C en coolers no estabilizados.

En la misma linea, Guiracocha-Vifianzaca et al. (2025) identificaron al tiempo de
almacenamiento como principal predictor de pérdida funcional mediante modelos de riesgos
proporcionales de Cox (HR = 1,12 por hora), mientras que Torres-Ruda et al. (2019) asociaron
motilidades inferiores al 32 % a las 24 horas con tasas de concepcién menores al 40 % en

programas de mejoramiento genético ovino. De forma complementaria, Emsen (2025), Chale
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(2021) y Loja (2021) recomiendan intervalos criticos menores a 12 horas para inseminacion
artificial, particularmente en razas criollas andinas sensibles a variaciones ambientales (Gallo,
2020), proponiendo ademas monitoreo térmico continuo y la incorporacién de antioxidantes
como ciclodextrinas (Herrera, 2026) para extender la viabilidad mas alla de 24 horas sin
comprometer fertilidad.

En conjunto, estos antecedentes respaldan la robustez del método de conservacion en
Cooler para aplicaciones de campo en Ecuador, en concordancia con los resultados reportados
por ARBiotech (2022) y Nieto-Aquino et al. (2025), quienes alcanzaron eficiencias reproductivas
comparables al semen fresco en protocolos de sincronizacion estacional. Sin embargo, la
tendencia decreciente observada sugiere la necesidad de optimizar el tiempo de utilizacion,
incrementar el poder estadistico (= 0,8) y validar los resultados mediante estudios in vivo que

confirmen su equivalencia funcional frente a la criopreservacion a largo plazo.

CONCLUSIONES

El almacenamiento de semen ovino en Cooler bajo refrigeraciéon a 5 °C preserva
adecuadamente la calidad espermatica durante las primeras 24 horas post-colecta. Esto se
evidencia por la ausencia de diferencias estadisticamente significativas en la viabilidad
evaluada mediante Eosina-Negrosina, en la integridad de la membrana plasmatica determinada
y en la motilidad progresiva.

Si bien las curvas de regresion lineal evidencian un deterioro gradual que inicia entre las
primeras 2 y 6 horas y tiende a estabilizarse posteriormente, estos cambios no alcanzaron
significancia estadistica. Por tanto, aunque existe una tendencia numérica descendente
dependiente del tiempo, la estabilidad global del semen refrigerado bajo las condiciones

evaluadas se mantiene dentro de rangos funcionales aceptables.
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En consecuencia, el método de refrigeracion en cooler se posiciona como una
alternativa efectiva, practica y accesible para la conservacién seminal en programas de
inseminacion artificial ovina, particularmente en sistemas extensivos andinos.
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