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RESUMEN

Los avances en las Tecnologias de Reproduccién Asistida (TRAS) aplicadas en gallos criollos
no son consistentes. El objetivo de este estudio fue evaluar un crioprotector en la
criopreservacion de semen de gallos criollos, obtenidos mediante técnica de masaje abdominal.
Se incluyeron en el estudio machos fértiles (n=5; edad: 6-8 meses). El estudio se llevé a cabo
en la Facultad de Ciencias Agropecuarias y Recursos Naturales de la Universidad Técnica de
Cotopaxi. Se recolectaron 15 eyaculados de cinco gallos criollos, los cuales fueron diluidos con
Lake-Ravie 84 y envasados en pajuelas de 0.50 ml. Las muestras se sometieron a una
estabilizacion hasta alcanzar los 5 °C, posteriormente se congelaron en vapores de nitrdgeno
liquido hasta alcanzar los -196°C. Se descongelo 1 pajilla de cada colecta para su analisis, en
la evaluacién post congelacién se evaluaron parametros como la motilidad individual,
movilidad progresiva, vigor espermatico y morfologia. Los analisis estadisticos de la
investigacion dentro del laboratorio mostraron una disminucion significativa en la motilidad
individual (de 91.67% a 58.33%) y la movilidad progresiva (de 91.67% a 53.33%) después de
la congelacion. El vigor espermético también se redujo de 4 a 3.33. Sin embargo, la morfologia
espermatica no presentd cambios significativos, manteniéndose en un 90% de espermatozoides
normales. Se realizo la inseminacidn artificial en gallinas criollas y se determind el porcentaje
de huevos fértiles tras la incubacion la cual fue del 0%. La importancia de este estudio radica
en la contribucion al desarrollo de estrategias para la conservacién de la diversidad genética
aviar y el mejoramiento de técnicas reproductivas en la avicultura. Los datos obtenidos podran
servir como base para futuras investigaciones que busquen mejorar la tasa de fertilizacién en
semen criopreservado y garantizar la sostenibilidad de las razas criollas en sistemas de
produccion avicola, promoviendo su conservacion y aplicacién en programas reproductivos
eficientes.

Palabras claves: Gallos criollos, motilidad, movilidad, morfologia espermatica,
criopreservacion, fertilidad
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ABSTRACT

The advances in Assisted Reproductive Technologies (ARTS) applied in creole cocks are not
consistent. So, the objective of this study was to evaluate a cryoprotectant in the
cryopreservation semen in creole rosters. It was obtained by abdominal massage technique. The
study included five fertile males from six to eight months. (n=5; age: 6-8 months). It took place
in the Faculty of Agricultural Sciences and Natural Resources at Technical University of
Cotopaxi. Fifteen ejaculations were collected from five creole rosters. It was diluted with
LakeRavie 84 and packed in 0.50 ml straws. The samples were stabilized to 5 °C, then they
were frozen in liquid nitrogen vapors to 196°C. The straw from each collection was thawed for
analysis. In the post-freezing evaluation, parameters such as individual motility, progressive
mobility, vigor and morphology sperm were evaluated. The statistical analysis of the research
in the laboratory showed a significant decrease in individual motility from 91.67% to 58.33%.
It also showed a progressive mobility from 91.67% to 53.33% after freezing. Sperm vigor was
reduced from 4 to 3.33 as well. However, sperm morphology did not present significant
changes, remaining 90% normal sperm. Artificial insemination was performed in creole hens
and the percentage of fertile eggs was 0% after incubation. The importance of this study lies in
the contribution to the development of strategies for the conservation of avian genetic diversity
and the improvement of reproductive techniques in poultry farming. The data obtained can
contribute as a basis for future research that aimed to improve the fertilization rate in
cryopreserved semen and guarantee the sustainability of creole breeds in poultry production
systems, promoting their conservation and application in efficient reproductive programs.

Key words: creole roosters, motility, mobility, morphology sperm, cryopreservation, fertility
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2. JUSTIFICACION DEL PROYECTO

La criopreservacion del semen aviar es una herramienta fundamental para mantener la
diversidad genética y el desarrollo de biotecnologias reproductivas en la avicultura. En el caso
de los gallos criollos, la optimizacion de los protocolos de criopreservacion es fundamental
debido a su importancia en la preservacion de razas locales con caracteristicas genéticas

adaptadas a diversas condiciones ambientales (1).

El uso de técnicas de criopreservacion en semen aviar presenta desafios significativos, como la
reduccion en la motilidad y viabilidad espermatica tras la descongelacion. Investigaciones
previas han evidenciado que la fertilidad del semen criopreservado en aves es baja, lo que limita
su aplicacion en programas de reproduccion asistida. Por ello, es fundamental evaluar la eficacia

de diferentes crioprotectores para mejorar la viabilidad espermatica post-congelacion
(1.

Este estudio busca determinar la efectividad de un crioprotector especifico en la
criopreservacion de semen de gallos criollos, con el fin de mejorar la supervivencia espermatica
y la fertilidad post-inseminacion artificial. Los resultados contribuiran al perfeccionamiento de
los protocolos de conservacién genética y reproduccidn asistida en avicultura, beneficiando
tanto a investigadores como a productores avicolas. Ademas, el desarrollo de técnicas eficientes
de criopreservacion podria facilitar la implementacion de bancos genéticos para la preservacion
de razas avicolas locales (2).

Este proyecto aportara informacion clave para mejorar la calidad del semen criopreservado,
optimizar las tasas de fertilizacion y garantizar la conservacion de la biodiversidad aviar.
Asimismo, permitird generar conocimiento aplicable a otras especies avicolas, ampliando el

impacto de la investigacidn en la biotecnologia reproductiva (2).

3. BENEFICIARIOS DEL PROYECTO
Directos
- Investigadores y Cientificos
- Técnicos y Profesionales en Reproduccion Asistida

- Productores y Criadores de Gallos Criollos



Indirectos
- Instituciones Académicas y de Investigacion

« Industria Avicola

- Consumidores de Productos Avicolas

- Conservacionistas y Organizaciones de Preservacion de la Biodiversidad

- Estudiantes de Biotecnologia y Veterinaria
El impacto de este proyecto es amplio y significativo, beneficiando tanto a actores directos
como indirectos en la cadena de valor de la avicultura, desde la investigacién, desarrollo hasta
la elaboracion y consumo final. La mejora en las técnicas de criopreservacion y reproduccion

asistida contribuira a la sostenibilidad, eficiencia y diversificacion genética en el sector avicola.
4. EL PROBLEMA DE INVESTIGACION:

La produccion avicola es un sector clave en la seguridad alimentaria global, ya que el consumo
de carne y huevos de ave representa una de las primordiales, fuentes de proteina de origen
animal. Sin embargo, la erosién genética de las razas criollas de aves debido a la introduccién
de lineas comerciales altamente especializadas ha reducido significativamente la diversidad
genética, lo que limita la resiliencia de las poblaciones avicolas frente a enfermedades y
cambios ambientales (3).

En América, la industria avicola se encuentra dominada por razas comerciales altamente
productivas, lo que ha llevado a la reduccion del uso de razas criollas en sistemas de produccion.
Ya que paises como Brasil, México y Argentina, que son lideres en la exportacidn avicola, los
programas de mejoramiento genético han favorecido la homogeneizacion de las lineas

genéticas, desplazando a las variedades locales (4).

En Ecuador, la avicultura se ha desarrollado principalmente con lineas genéticas comerciales
destinadas a la produccidn de carne y huevos, lo que ha generado una disminucion en la cria de
gallos y gallinas criollas. A pesar de su adaptabilidad y resistencia a condiciones adversas, la
falta de programas de conservacion genética pone en riesgo la permanencia de estas razas (5).

El mejoramiento genético en la industria avicola ha permitido el desarrollo de razas altamente
productivas en términos de crecimiento y eficiencia alimenticia. Sin embargo, esta seleccién
intensiva ha generado animales con menor resistencia a condiciones ambientales adversas,
aumentando su susceptibilidad a enfermedades y cambios climaticos. Las razas criollas, en

contraste, han desarrollado una mayor adaptabilidad a entornos rasticos con menor



disponibilidad de recursos, pero su reemplazo progresivo por lineas comerciales amenaza su
conservacién. En este contexto, la criopreservacién de semen aviar se presenta como una
herramienta clave para la preservacion genética de estas poblaciones y su potencial uso en
estrategias de reintroduccion y mejora genética sostenible

5. OBJETIVOS:
General

Evaluar un crioprotector en la criopreservacion de semen de gallos criollos y su respuesta a la

inseminacion artificial.
Especificos

1. Estandarizar un protocolo de colecta de semen de gallos criollos, a través de masajes
abdominales con el fin de obtener muestras seminales de forma manual.

2. Valorar la viabilidad del semen de gallos criollos por medio de observacion
microscopica tras la criopreservacion, para determinar el riesgo-beneficio de este
método aplicado.

3. Determinar la tasa de fertilidad en huevos de gallinas criollas inseminadas con semen
criopreservado mediante la colecta, incubacion y ovoscopia, para verificar la efectividad

de este método de inseminacion.

6. ACTIVIDADES Y SISTEMA DE TAREAS EN RELACION A LOS
OBJETIVOS PLANTEADOS

Tabla 1. Actividades y resultados de la investigacion en relacion a los objetivos planteados.
OBJETIVO 1 ACTIVIDAD | METODOLOGIA RESULTADOS

Estandarizar un Masaje abdominal, y|Total, de 15 eyaculados,
protocolo de colecta estimulaciones obtenidos en tres sesiones
de semen de gallos | Adiestramiento |suaves, con golpes|de extraccion de muestra
crlollps, a travgs de | gde Ios gallos tenues en la espalada semlnal a los 5 gallos
masajes abdominales| hasta llegar a la cola, | criollos.

con el fin de obtener | CMi0llos durante | paciendo  que  se
muestras seminalesde {un mes  para|produzca una ereccion
forma manual. realizar la del pene.

extraccion  del

semen.




OBJETIVO 2

ACTIVIDAD

METODOLOGIA

RESULTADOS

Valorar la viabilidad
del semen de gallos
criollos por medio de
observacion

microscopica tras la

Estabilizacion
de las muestras
en dos horas a

una temperatura

Descongelacién  de
pajuelas a 5 °C por 3
minutos.

Datos sobre morbilidad

criopre_servacién, para| oo individual (65%),
determinar el . .
riesgobeneficio  de Congelacién en movilidad progresiva
este método aplicado. nitrégeno (45%), wvigor (3) vy
liquido. morfologia (90%) post
descongelamiento.
OBJETIVO 3 ACTIVIDAD | METODOLOGIA RESULTADOS

Determinar la tasa de
fertilidad en huevos
de gallinas criollas
inseminadas con
semen
criopreservado,

mediante la colecta,
incubacion y la
ovoscopia, para

verificar el provecho
de este método de
inseminacion.

Recolecciéon de
huevos después
de 3 dias post
inseminacion
durante

una
Semana.

Uso de incubadoras
controladas para el
desarrollo de
embriones.

Recopilacion del nimero
de huevos fértiles (0%) de
60 huevos incubados,

7. FUNDAMENTACION CIENTIFICO TECNICA

7.1 Generalidades De La Reproduccién Avicola

Hace un tiempo atras en los afios 40, debido al gran incremento de habitantes, tiene inicio la
actividad comercial, en la cual inicio con la introduccién de aves especificas en su campo de
produccion, tanto en produccion de huevos, carne y doble propoésito. Sin embargo, al igual que

la religion varias comunidades campesinas han optado por mantener a sus aves autoctonas, las



cuales satisfacen sus necesidades diarias y sobre todo garantizan su supervivencia dado a su
gran resistencia a enfermedades y cambios climaticos. En la actualidad Ecuador ha acogido esta
introduccion de aves, pero se va perdiendo la diversidad de las gallinas criollas (6).

Dentro de la produccion avicola doméstica se seleccionan a los ejemplares que puedan cubrir
con eficiencia un mayor nimero de hembras, la problematica reside que en algunos casos no
se logra que los reproductores puedan copular a mas de diez hembras de forma satisfactoria,
debido al desgaste fisico que estos sufren con cada monta y que los machos tienden a cubrir con
mas frecuencia a hembras consideradas como su favoritas o de su grupo, haciendo que esto
disminuya la fertilidad de los huevos ya que estos no son fertilizados en el lapso de tiempo
necesario (7).

Un desencadenante de la baja fertilidad es también la baja produccion y calidad espermaética la
cual se larelaciona a la edad, época del afio, nutricion del animal, cantidad de luz solar, humedad
y problemas fisicos presentes en los reproductores. Por lo cual se han creado e implementado
biotecnologias para el mejoramiento de la produccidn y reproduccion; estas son la inseminacion

artificial de las gallinas y la criopresevacion de semen (8).

7.2 Sistema reproductivo del gallo
En las aves, el aparato reproductivo esta conformado por tres secciones morfo funcionales, en

los cuales se encuentran: los testiculos, las vias deferentes y el 6rgano copulador (9).

7.2.1 Testiculos

Los testiculos se ubican en la cavidad abdominal, cerca de los rifiones, y estan sujetos a la pared
dorsal interna del abdomen mediante un ligamento de tejido conectivo llamado mesorquio.
Estos 6rganos, de color amarillo y forma similar a un frejol, estan compuestos por multiples
conductos. En ellos se producen los espermatozoides, y la eyaculacion es el proceso reflejo
mediante el cual los espermatozoides y el plasma seminal son expulsados fuera del tracto
reproductivo (10).

En estos 6rganos se produce la espermatogénesis, el cual es una serie de cambios que sufren las
células germinales desde la espermatogonia hasta que son espermatozoides aptos para la
reproduccion, proceso que ocurre en el epitelio seminifero. Estas transformaciones tienen
estrecha relacion con las células somaticas del epitelio seminifero, las células de Sértoli y estan

bajo control de las hormonas gonadotropashipofisarias (11).



7.2.2 Conductos deferentes

Los tubos seminiferos se terminan en la proximidad inmediata del cordon testicular, donde se
conectan con los tabulos de la red testis, que a su vez se conecta a los conductos eferentes, que
a su vez desemboca lateralmente en el canal del epididimo. Este ultimo se prolonga por el
conducto deferente, el cual se encuentra muy replegado, donde se realiza la maduracién y
almacenamiento de los espermatozoides, que hablando de los mamiferos es lo que se denomina
epididimo (11).

7.2.3 Organo copulador

Los gallos no poseen pene, por lo que su sistema reproductivo incluye una pequefia
protuberancia conocida como papila copulativa, que tiene una apariencia similar a este érgano.
Esta estructura se encuentra ubicada en la pared posterior de la cloaca, debajo de las plumas de
la cola. Durante la ereccion, los pliegues redondeados de la cloaca se hinchan, generando una
ligera protuberancia hacia el exterior, la cual forma un pequefio canal a través del cual se libera

el esperma. (12).

Es importante destacar que esta denominacion se refiere al conjunto de pliegues linfaticos
ubicados en la cloaca, el falo y los cuerpos vasculares asociados a la cloaca. Estos ultimos son
estructuras ovoides incrustadas en la pared de la cloaca, las cuales se llenan de linfa durante la
ereccion. Dicha linfa se filtra hacia la cloaca a través de los pliegues linfaticos, generando un
fluido transparente. Durante la ereccion, los pliegues redondeados de la cloaca se inflaman,
creando una protuberancia hacia el exterior que forma un pequefio canal por donde se expulsa

el esperma.

En el caso del gallo, el falo vestigial esta bien desarrollado y presenta un canal de forma espiral,
especialmente en las aves palmipedas. Durante la copula, solo existe un contacto entre las

cloacas del macho y la hembra. (11).

7.2.4 Desarrollo testicular

El tamafio de los testiculos aumenta con factores como la edad, el fotoperiodo y la actividad
sexual. En los gallos, el desarrollo testicular méximo se alcanza alrededor de las 30 semanas de
edad. Se ha observado que la mejor calidad del semen se obtiene a los 210 dias de edad, en
comparacion con gallos méas jovenes, como aquellos de 175 dias (13).

Figura 1: Aparato reproductor masculino



Vena cava postenor

Fuente: https://www.produccion-
animal.com.ar/produccion_aves/produccion_avicola/10re

produccion_aviar.pdf

7.2.5 Caracteristicas morfoldgicas espermaticas
Al igual que en la mayoria de las especies, estos son de forma alargada, conformados por

cabeza, cuerpo y cola. Con una longitud de 30-300 um (14).

El acrosoma, el cual esta ubicado en la cabeza del espermatozoide contiene enzimas
proteoliticas, principalmente hialuronidasa y acrosina que son requeridas durante la
fertilizacion. EIl cuerpo tiene 4 um de largo y contiene mitocondrias (20 a 60 mitocondrias) y

por ultimo la cola que es la encargada de ayudar al desplazamiento de los espermatozoides (14).

El espermatozoide es haploide, lo que quiere decir que se encuentra desprovisto de citoplasma,
constituido por un nucleo transcripcional para remplazar proteinas, un acrosoma que permite al

espermatozoide interactuar y penetrar al ovocito realizando la fertilizacion de este (15).

Los espermatozoides de los pollos son méas susceptibles al dafio durante el proceso de
congelacién, esto dado a su relacion superficie/volumen es relativamente menor y también a
que su cola es mas delgada en comparacion a la de otras especies como la humana y la bovina.
La cabeza del espermatozoide del gallo es ligeramente curva cilindricamente, el tamafio de la
cabeza influye en el volumen de agua transportada por la célula y la forma de la célula afecta a
la relacion de le membrana entre la superficie, lo cual se relaciona a su capacidad de

adaptabilidad a los cambios osméticos durante la congelacion (16).

Los espermatozoides de las aves poseen pocos antioxidantes citoplasmaticos y las membranas
ricas en acidos grasos poliinsaturados. Estos componentes hacen que los espermatozoides sean
mas susceptibles al estrés oxidativo lo cual provoca una reducida motilidad, dafio en el DNA 'y



baja fertilidad, mientras que el dafio en la membrana plasmaética del espermatozoide congelado
se asocia con la separacién del acrosoma, lo que a su vez también disminuye la fertilidad (17).

Figura 2: Espermatozoide del gallo observado bajo microscopio

Fuente: https://www.semanticscholar.org/paper/Biological-Features-of-the-Avian-
MaleGamete-and-to-Blesbois/a8fafbdf9050563740113bee313bad48c232056d1

7.2.6 Caracteristicas fisiolégicas del semen

En los mamiferos, el semen es mas fluido debido a las secreciones de las glandulas de Cowper,
las vesiculas seminales y la prostata. Sin embargo, en las aves, estas glandulas estan ausentes.
En su lugar, los espermatozoides se encuentran suspendidos en un fluido producido por el vaso
deferente (compuesto por el cuerpo blanco y la papila) (18).

Cuando este fluido transparente esta presente en grandes cantidades, se observa un mayor
porcentaje de espermatozoides muertos, ya que contiene méas plasma, calcio, cloruros y una
sustancia aglutinante. Ademas, el semen de las aves se caracteriza por poseer una alta
concentracion de acido glutdmico y una baja cantidad de fructosa. Para evitar que el exceso de
fluido transparente afecte negativamente la cantidad de espermatozoides capaces de fertilizar,
es recomendable recolectar el semen Unicamente durante el primer masaje en el macho (19).

7.2.7 Color del semen

En general el color del semen es un indicador de la densidad del eyaculado. EI semen de los
gallos puede variar desde una suspension densa y opaca hasta una sustancia acuosa, esto
producto de la gran variedad de glandulas ubicados en la cloaca y estas producen esta secrecion
(20).

El color del semen puede variar dependiendo de la edad del animal, su alimentacion y su

manejo, aungue por lo general es cremoso, lo que nos indica una alta concentracion espermatica.



10

Ademas, el color nos puede servir como indicativo de contaminantes en las muestras, como lo

son heces, orina e incluso sangre, lo que le tornaria de un color marrén o verdoso (20).

7.2.8 Volumen de eyaculacion:

El gallo produce entre 0,01-1 ml por eyaculado, considerando 0,6 ml el volumen promedio de
eyaculacion, aunque cabe recalcar que esto puede variar ya que diferentes gallos de la misma
especie suelen producir distintos volimenes de semen y en distintos momentos, ademas de que
esto se ve alterado por factores externos como la dieta, el clima, la temporada y el manejo que

se les dé.

El volumen promedio de eyaculado mediante la técnica de masaje abdominal es de 0,14-0,28
ml, sin embargo, se han registrado colectas de volamenes de entre 0,37-0,73 ml. Teniendo en
cuenta esto es importante tener en cuenta el volumen y la concentracion espermatica ya que con

estos datos se determina el nimero total de espermatozoides presentes en cada eyaculado (20).

7.2.9 PH del semen

El Ph del semen puede variar ligeramente entre las diferentes razas y especies de aves, aunque
el Ph optimo se encuentra entre 7,0-7,4. La motilidad de los espermatozoides es mejor entre un
Ph que se halle entre 7.0-7,4 siendo este ligeramente alcalino aumentando la capacidad de
fertilizacion, en comparacion con un Ph de 6,4 que no es adecuado para la conservacién del

semen, ya que este Ph causaria dafios a la membrana plasmatica (20).

Existen varios factores que pueden variar el Ph del semen, especialmente de las secreciones que
se encuentren junto al eyaculado y ademas es probable que el Ph de este disminuya a medida
que aumenta el tiempo entre la colecta, la medicion y los en los tubos de recoleccion y la
manipulacién, hace que los espermatozoides descompongan la fructosa del semen en acido
lactico en condiciones anaerdbicas (20).

7.2.10 Concentracion del semen

El semen de los gallos es altamente concentrado, teniendo una concentracién entre 3000 a 6000
millones de espermatozoides por ml, aunque esto puede cambiar consideradamente en funcion
de la estirpe, el individuo, estado fisioldgico y las condiciones en las que realizan las colectas
de semen (21) .

7.2.11 Espermatogénesis
La espermatogénesis se puede describir como el proceso mediante el cual las células germinales

experimentan una serie de cambios, pasando de ser espermatogonias hasta convertirse en
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espermatozoides completamente maduros. Este proceso tiene lugar en el epitelio seminifero,
donde las células germinales interactGan de manera estrecha con las células somaticas del tejido,
especialmente con las células de Sertoli. Ademas, esté regulado por las hormonas gonadotropas
secretadas por la hipofisis. (22).

El desarrollo tanto testicular como la espermatogénesis en las aves se llevan a cabo en dos etapas

principales: prepuberal y puberal.

1. Etapa prepuberal: Durante esta fase, el evento mas destacado es la proliferacion activa
de las células de Sertoli y las divisiones celulares en la linea germinal, que dan lugar a
la formacion de espermatocitos. En este periodo, se observa un aumento significativo
en el peso de los testiculos. Esta etapa tiene una duracién aproximada de 8 a 10 semanas.

2. Etapa puber: En esta fase, intervienen el resto de las células de la linea germinal, y es
posible identificar espermatozoides maduros. Esta etapa generalmente coincide con las
20 semanas de vida del gallo. Todos estos procesos llegan a estar regulados por
hormonas, las cuales, a su vez, son controladas por el eje hipotalamo-hip6fiso-gonadal
(23).

En las aves, asi como en otros vertebrados, la hormona liberadora de gonadotropina (GnRH),
también conocida como hormona liberadora de hormona luteinizante (LHRH), es producida por
el hipotdlamo y desempefia un papel fundamental en la regulacion de la liberacién de
gonadotropinas, como la hormona luteinizante (LH), la hormona foliculo-estimulante (FSH) y
la prolactina, desde la glandula pituitaria anterior. Estas gonadotropinas se unen a receptores
especificos ubicados en las gonadas (ovarios y testiculos), ejerciendo un impacto directo en su

funcionamiento (24).

La GnRH cumple unrol fundamental en la regulacion de diversos procesos reproductivos, como
la madurez sexual, la tasa de ovulacion, la produccion de semen, la incubacion, la foto
refractariedad (respuesta a los cambios en la duracion del dia) y el envejecimiento reproductivo.
Asi, esta hormona es esencial para mantener y controlar la funcion reproductiva en las aves
(25).

7.3 Sistema reproductivo de la gallina y sintesis del huevo

La reproduccion tanto de las aves como de mamiferos se consideran distintas, tanto que si

hablamos de su aparato reproductor y de su mecanismo regulador neuro-endocrino, el aparato
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reproductor de la gallina estd conformado por 2 secciones, el ovario y el oviducto que se separa

en sus respectivos segmentos (26).

7.3.1 Elovario

Las gallinas se caracterizan principalmente por la ausencia o pérdida del ovario y oviducto
derecho por lo cual presentar un oviducto izquierdo de mayor alargamiento. El ovario de la
gallina tiene un peso aproximado de 35 gramos, el cual se halla localiza en la region inferior de
la cavidad abdominal, aproximado al rifién. Su apariencia caracteristica de "racimo de uvas" se

le atribuye a la presencia de foliculos en distintas etapas de desarrollo (27).

Aproximadamente 10 dias previos de la ovulacion, comienza la etapa de crecimiento
espontaneo de la yema dentro del foliculo ovérico, proceso conocido como vitelogénesis.
Durante esta etapa, el foliculo aumenta su peso desde 0,06 gramos hasta alcanzar unos 18
gramos. Este crecimiento se debe a la incorporacion de capas concéntricas de vitelo (yema),
cuya tonalidad cambia segun el tipo y concentracion de pigmentos presentes en la alimentacion
de la gallina. La ovulacion ocurre una vez el foliculo llega a su madurez y libera la yema
desarrollada, la cual es receptada por el oviducto para continuar su proceso de formacion del
huevo (28).

7.3.2 Oviducto
El oviducto es un tubo de alrededor de 60-70 cm de largo que conecta el ovario con la cloaca.
Dentro del oviducto se distinguen cinco porciones: Infundibulo, magno, istmo, Utero o glandula

cascardgen y cloaca (29).

1. Infundibulo: Es la entrada del oviducto, es aqui donde se produce la fertilizacion del
huevo. Desde el inicio del infundibulum, la superficie interna presenta arrugas que se
disponen en forma de espirales a lo largo del oviducto. Estas arrugas hacen que el huevo
inicie un movimiento de rotacion sobre su eje, siempre en el mismo sentido. Este
movimiento rotatorio provoca el arrollamiento o trenzado de las fibras de mucina que
forman las chalazas, las cuales se originan a partir de las proteinas de la capa chalacifera
(30).

2. Magno: A continuacién, el huevo pasa al tramo largo del oviducto conocido como

méagnum o glandula albuminifera, que es la porcién mas extensa del oviducto y donde

se forma la clara o albimina del huevo. En esta zona, el huevo se mantiene alrededor de
tres horas. Durante las cuales la clara es depositada alrededor de la yema. Sin embargo,

en esta etapa, la clara se encuentra en forma de un concentrado proteico y, segun algunos
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autores, representa solo la mitad del aloumen del huevo recién puesto, mientras que
otros sugieren que en este tramo se completa entre el 80% y 90% del total de la clara.
En el magnum, las glandulas tubulares producen proteinas como la ovoalblmina, la
lisozima y la ovotransferrina, que forman la capa media de la albimina gruesa. Por otro
lado, las células epiteliales sintetizan otras proteinas, como la avidina y mas
ovoalbimina, que se incorporan a las capas delgadas de la clara (31).

Istmo: Del magnum, el huevo pasa al istmus o istmo, que es la parte mas estrecha del
oviducto. En esta zona, el huevo permanece aproximadamente tres horas, durante las
cuales se secreta el 10% al 20% restante de la albimina. Bajo la presion del descenso
del huevo, las células tubulares se estiran, formando fibras en el lumen del oviducto.
Estas fibras dan lugar a la formacion de las membranas testaceas (también llamadas
farfaras o corion), que se sittan alrededor de la albimina y estan en contacto directo con
el interior de la céscara, tapizdndola. Por esta razon, también se las conoce como
membranas de la cascara. Ademas, en esta etapa, se completan los depdsitos de calcio
en la zona de transicion entre el istmus y el Utero, preparando el huevo para la formacion
de la cascara en la siguiente fase del proceso (32).

Utero: La formacion de la cascara o cascaron ocurre en el interior del Utero o glandula
cascarogena, donde las glandulas tubulares depositan inicialmente cristales periféricos
alrededor de cada nucleo mamilar. En esta etapa, también se forma la matriz principal e
organica de la céascara, los pigmentos y la cuticula. La formacién de los cristales hacia
el interior del huevo estd fuertemente inhibida por las membranas farfareas.
Posteriormente, los conos de cristales comienzan a fusionarse a lo largo de sus ejes,
formando la empalizada, que constituye la estructura principal de la céscara. Este
proceso se completa con el deposito continuo de calcio, y finalmente se afiade la
cuticula, que recubre la superficie externa del huevo (33).

Vagina: Su funcidn principal es conectar el Gtero con la cloaca. Presenta una pared
interna con pliegues longitudinales y carece de glandulas secretoras. En esta seccion del
oviducto se forma la cuticula, una capa que actta como barrera para impedir el paso de
bacterias.

Cloaca: Estructura compuesta de tres camaras que se encuentran dentro del respiradero
de la gallina. La cloaca al igual que en el macho aparece como un agrandamiento en
forma de campana al final del recto (27)
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Figura 3: Aparato reproductor de la gallina
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7.4 Test de Host

La prueba de hinchazon hipoosmotica (conocida como prueba HOS o HOST, por sus siglas en
inglés) es una técnica ampliamente utilizada para evaluar la integridad funcional de las
membranas plasmaticas de los espermatozoides, en distintas especies de animales. El
fundamento de esta prueba radica en que solo los espermatozoides con una membrana celular
intacta y funcional son capaces de mantener el equilibrio entre los compartimentos intracelular

y extracelular, y de reaccionar adecuadamente a los cambios en el entorno (34).

La exposicién a condiciones hipoosmoticas provoca la entrada de liquido en la célula, lo que
genera su hinchazén. Sin embargo, debido a la morfologia Unica de los espermatozoides, esta
hinchazén no se manifiesta como un aumento general del tamafio celular, sino como un
enrollamiento de la cola del espermatozoide. Por esta razon, los espermatozoides que presentan
este enrollamiento (clasificados como HOST positivos) se consideran como aquellos que tienen
una membrana intacta y funcional. Este fenébmeno es un indicador clave de la funcionalidad de
la membrana plasmatica en los espermatozoides (35).

7.5 Criopreservacion

La criobiologia se enfoca en estudiar los efectos que tienen las bajas temperaturas sobre los
sistemas celulares, ya que el tiempo es resultado de ciertas reacciones bioquimicas, y el frio
tiene la capacidad de prolongar este tiempo biolégico. Por su parte, la criopreservacion busca
mantener la viabilidad y el funcionamiento adecuado de las células cuando son sometidas a

temperaturas bajas (36).
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La reduccion de la temperatura y la velocidad a la que ocurren los cambios osméticos, tanto
durante la congelacion como en la descongelacién, dificultan significativamente el movimiento
de las moléculas a través de la membrana celular. Cuando la temperatura desciende de 25 °C a
10 °C, la actividad de las bombas dependientes de ATP disminuye, lo que hace que los procesos
de difusion y 6smosis pasen a dominar durante los momentos de estrés osmotico. (37).

7.5.1 Principio de ésmosis

Se trata de la difusion pasiva a través de una membrana semipermeable, donde las particulas de
soluto se mueven desde una solucion con mayor concentracion hacia una de menor
concentracion. En otras palabras, si una célula se sumerge en una solucion salina méas
concentrada que su interior, el agua saldréa de la célula, lo que provocara que esta se encoja y
reduzca su volumen. Como resultado, la concentracion de sales en el interior de la celula

aumentara, lo que hara que su punto de congelacion disminuya. (38).

Durante la preparacion para la conservacion de células, el frio afecta primero la solucion externa
antes de llegar al interior celular, lo que provoca la formacion de cristales de hielo en el medio
extracelular mientras el interior de la célula aiin no se ha congelado. A medida que se forma el
hielo extracelular, el agua liquida en ese medio disminuye, lo que genera un desequilibrio en
las concentraciones. Como resultado, el agua intracelular sale de la célula a través del proceso

de 6smosis para equilibrar las concentraciones entre ambos medios.(39).

Al momento de salir el agua de la célula, la sal interna del interior se concentra, es aqui donde
actua el principio de descenso crioscopico, donde la temperatura en la que se forma el hielo es
menor es mas dificil que el agua residual interna de la célula forme cristales de hielo y estos
dafien las estructuras internas de la célula. No obstante, cabe mencionar que evitar la formacion
de hielo intercelular no garantiza la supervivencia celular, ya que hay dos factores adicionales

a considerar.

» Primero la disminucion de agua intercelular y el aumento de sales por la osmosis hace
que la concentracion de sales intercelular llegue a ser en un momento tan alta que resulta
toxica para la célula.

* Segundo al salir tanta agua intercelular su volumen disminuye, provocando

malformaciones estructurales de la célula llegando a causar dafios irreversibles (40)
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Figura 4: Representacion de la 6smosis celular

PR S 5 R S g
_’—i-:_ v ol _/ .' v-—-. i :‘vv.\. : 2 . |-

S ) i T

Isotonic medium /:f’*.{_ S 7\ Hypotonic medium

Hypertonic medium

Fuente: https://dinamicadelavidawilsonjimenez.blogspot.com/2013/03/osmosis.html

7.6 Diluyente Lake-Ravie 84
Tabla 2. Composicion del diluyente Lake-Ravie 84

Composicién (g/100mL) Lake Ravie 84
Sodiumglutamate/g 1.92
Potassiumacetate/g 0.50

Glucose/g 0.80
Magnesiumacetate/g 0.08
Polyvinylpyrrolidone/g 0.30
H20/mL 100
Osmolality/(mOsm/kg) 340
pH 7.0

7.7 Agentes Crioprotectores (ACP)

Los crioprotectores intracelulares cumplen la funcion de reemplazar el liquido dentro del
espermatozoide por el crioprotector, lo que provoca una contraccion de la célula. Este proceso
ayuda a prevenir su ruptura, ya que evita la formacion de cristales de hielo en el medio externo
que podrian dafiar la estructura celular (41).

En el proceso de crio preservacion esta expone a las células a un estrés que resulta en dafio
celular que resulta en dafio celular que compromete la funcion de los espermatozoides. Por lo
cual se necesita la ayuda de agentes crio protectores para minimizar estas lesiones que se
presentan por la crio preservacion., pero cabe mencionar que al igual que otras sustancias, este
si esta en exceso resultan toxicos para las células. Los agentes crioprotectores se clasifican en

agentes permeables e impermeables (42).
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Hace maés de 50 afios, cuando se descubrié de las propiedades crioprotectoras del glicerol, dio
un gran avance a lo que conocemos actualmente como criobiologia moderna y condujo al
desarrollo de la criopreservacion del semen para una gran gama de especies. Pese de que este
avance se logré en la criopreservacion de gallos, las tasas globales de fertilidad con semen
avicola congelado/ descongelado son muy variables y no son lo bastante fiables para su uso en
la produccion comercial o la conservacion de reservas genéticas (43).

7.7.1 Crioprotectores penetrantes

Estas sustancias son compuestos de bajo peso molecular que pueden atravesar la membrana
celular. Su funcidn principal es deshidratar la célula, reemplazando el agua intracelular para
evitar la formacion de cristales de hielo en el interior y reducir el estrés osmético. Entre los
crioprotectores mas utilizados se encuentran el glicerol, el dimetilsulfoxido (DMSO) vy el
propanediol. (44).

7.7.1.1 Glicerol

El glicerol se utilizado ampliamente en la criopreservacion de germoplasma, demostrando la
capacidad del glicerol como un crioprotector intracelular, siendo capaz de mantener la motilidad
congelada y descongelada del esperma y mejorando su resistencia a la congelacion. Durante la
congelacién el glicerol penetra en el esperma, concentrando el agua intracelular para a su vez

reducir la formacién de cristales de hielo internos (45)

La concentracion apropiada del glicerol que se puede emplear de forma segura y con mejores
resultados sobre el esperma es del 11%, aunque ha sido estudiado ampliamente con diferentes
concentraciones para investigar el dafio por congelacion y descongelacion, no se ha encontrado

diferencias significativas entre usar el glicerol a concentraciones entre 7-15% (46)

Sin embargo, el glicerol tiene accién anticonceptiva, por lo cual puede reducir
significativamente la fertilidad, por lo cual este crioprotector requiere ser eliminado después de
la descongelacion antes de la inseminacion, lo cual se logra mediante una dilucion vy

centrifugacion sistémica realizada por pasos para reducir la concentracion de glicerol (47).

7.7.1.2 Dimetilsulfoxido
El dimetilsulfoxido es un compuesto muy usado en la criopreservacion el cual permite

deshidratar células en el proceso, previniendo asi la formacion de cristales de hielo intracelular.

Su estructura quimica, que le confiere su capacidad como crioprotector penetrante, esta
compuesta por una molécula anfipatica con un dominio polar y dos no polares. Esta
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caracteristica le permite ser soluble tanto en medios acuosos como organicos. Su funcion como
crioprotector se basa en sus fuertes interacciones con el agua, lo que reduce el punto de
congelacién de la solucion. Ademas, tiene la capacidad de atravesar la membrana celular,
evitando la formacién de cristales de hielo en el interior de la célula y previniendo una
deshidratacion severa. De esta manera, también contribuye a evitar la formacién de cristales
extracelulares. (48).

7.7.2 Crioprotectores No-Penetrantes

Estas sustancias son compuestos de alto peso molecular que resultan mas efectivos a altas
velocidades de congelacion, ya que actian promoviendo una rapida deshidratacion celular.
Generalmente, se utilizan en combinacion con crioprotectores penetrantes. La adicion de estos
agentes crioprotectores genera estrés osmotico en las células debido al aumento de la
osmolaridad del medio. Durante el proceso de criopreservacion, las células primero se
deshidratan para equilibrar la fuerza osmotica causada por los agentes crioprotectores (ACP) y
luego se rehidratan. Entre los crioprotectores mas comunes se encuentran la
polivinilpirrolidona, la sacarosa y la rafinosa. (44).

Los CPA extracelulares son los encargados de proteger a los espermatozoides imitando el efecto
de los solutos intracelulares en el espacio extracelular para reducir la formacion de cristales de
hielo extracelulares. Se los puede usar junto con glicerol para evitar el exceso de CPA
intracelulares y asi evitar su toxicidad, aunque la yema de huevo es usado como el CPA
extracelular mas comun, atribuido a sus lipoproteinas de baja densidad, fosfolipidos, acido
fosfatico y vitamina E (49).

7.8 Criolesiones Espermaticay CPA

Se debe de comprender los diferentes mecanismos de criolesiones que pueden ocasionar
problematicas durante el proceso de congelacion y descongelacion, esto para optimizar sus
procesos en cada una de los pasos o fases. Los problemas que se pueden presentar en cada paso
son: causar dafio a la membrana celular, efectos de la solucion, estrés oxidativo y reorganizacién
de los lipidos y proteinas de las membranas. Y a su vez algunos CPA pueden llegar a ser mas
toxicos que otros dependiendo de su concentracion junto con el diluyente.
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Figura 5: Dafos ocasionados durante el congelamiento y post descongelamiento
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7.8.1 Cold shock

El dafio celular causado por la sensibilidad a la velocidad de enfriamiento se debe a los efectos
de transicion en la fase lipidica de la membrana. Los acidos grasos pueden presentarse en dos
estados: uno rigido y ordenado, y otro flexible y desordenado. La temperatura a la que ocurre

esta transicidn varia segun la composicion de los acidos grasos presentes en la membrana.

Durante la transicién de fase, no todos los fosfolipidos de la membrana cambian al mismo
tiempo, lo que resulta en la coexistencia de dominios en estado fluido y dominios en estado gel.
Estas alteraciones pueden provocar fallos en el empaquetamiento de los lipidos, generando
dafos en la membrana plasmatica. Para evitar el choque térmico, se pueden emplear agentes
crioprotectores, la presencia de ciertos fosfolipidos, una congelacién lenta y un
preacondicionamiento (estabilizacion), lo que ayuda a reducir las lesiones causadas por el cold
shock. (50).

7.9  Aditivos funcionales del diluyente

El glicerol y el DMA como CPA intracelulares desempefian un papel esencial en la prevencion
de los efectos nocivos de la criopreservacion, pero cabe mencionar que no Unicamente estos
actuan, habiendo una serie de aditivos adicionales para que estos cumplan con su actividad

como crioprotectores.

7.9.1 Antioxidantes
Las mitocondrias y la membrana celular del esperma son los principales sitios sensibles al estrés
oxidativo durante el proceso de la congelacion- descongelacion del esperma. Esto debido a que

el plasma espermatico tiene un mecanismo de defensa antioxidante enddgeno y el semen
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incluye glutation peroxidasa (GSH-Px), superdxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT) y
antioxidantes naturales como vitaminas A, C y E. Pese a todos estos componentes que ayudan
a evitar el estrés oxidativo en algunos casos son insuficientes para eliminar la produccion

excesiva de ROS (especies reactivas de oxigeno) (51).

Los contenidos de las unidades asociados al sistema de defensa antioxidante varian entre
especies, siendo el pollo el que muestra niveles mas bajo de actividad SOD (superoxido
dismutasa) en el semen en comparacién con otras especies, por lo cual se ha asumido que los
antioxidantes externos y los compuestos eliminadores de radicales son una suplementacién
prometedora, ya que se ha demostrado que estos ayudan a la funcionalidad de la membrana,
integridad del acrosoma y motilidad espermatica (52).

7.9.2 Agentes modificadores de la membrana

Ademas de los antioxidantes, también se han evaluado la efectividad de los agentes
modificadores de la membrana. Tenemos la ciclodextrina cargada con colesterol, la cual
aumenta la integridad de la membrana, ademas de ejercer un efecto crioprotector en el esperma
de gallo y permite disminuir la concentracién de glicerol (53).

7.9.3 Blogueadores de hielo

Los factores que afectan a la letalidad de los cristales intracelulares incluyen tamafio, la forma
y la ubicacidn de los cristales, ademas de su mecanismo de crecimiento siendo este el objetivo
potencial a controlar. Las proteinas anticongelantes (AFP) son capaces de unirse al hielo para
inhibir le recristalizacion del hielo e interactuar con la membrana celular, por lo cual lo

convierte en una molécula integral para su uso en protocolos de criopreservacion (54).

Se ha informado que el AFP tipo Il mejora la fertilidad del semen de gallo descongelado,
aunque no se ha investigado otros inhibidores de la recristalizacion del hielo en aves de corral,

el beneficio observado inspira mas interés en el estudio de las aves de corral (55).

7.10 Procedimientos para la recoleccion de semen
La recoleccion de semen es una de las practicas mas esenciales para la preservacion genética,
aumentar la produccion y la reproduccion de aves. Uno de los métodos més utilizados en la

colecta de semen de gallos implica la realizacion de masajes en la parte dorsal del ave (56).

Con este método, el liquido espermatico puede fluir lentamente por la cloaca y puede

contaminarse por diversos materiales en la cloaca, ya que en estos se encuentran residuos de
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orina 'y heces. Esto se puede evitar induciendo al ave a un ayudo de 4 a 12 horas, pero sin dejarlo

sin agua mas de 6 horas (57).

» Primero se debe colocar al gallo sujetandolo de las patas con una mano sobre las piernas
del operario, anteriormente se le debe depilar al ave la zona de la cloaca para evitar
contaminaciones.

» Se realiza una desinfeccién de la cloaca con suero fisioldgico + antibiético, una vez el
area se encuentre limpia el manipulador procede a realizar masajes desde la parte méas
dorsal a caudal, realizando mas presion al momento de llegar a la parte caudal cerca de
la cloaca.

» Este movimiento se lo repite, mientras que un ayudante debe estar alerta para recolectar
la muestra y evitar que este se contamine lo menos posible, ya que este puede salir de
forma lenta o ser expulsado de forma brusca.

» Laeyaculacion del ave se lo puede colectar mediante jeringas de insulina sin embolo de
caucho o colocando un tubo colector bajo la cloaca, pero se puede contaminar por la
secrecién conjunta de haces u orina (58).

7.11 Fecundacion natural

Durante la copula, las paredes de los conductos bulbosos se contraen, expulsando el semen a
través de la papila hacia la superficie del piso de la cloaca. El oviducto de la hembra se everte
(se invierte hacia afuera), y el macho presiona la papila contra la extremidad evertida,
depositando el semen en ella. Inmediatamente después, la hembra retrae el oviducto, dejando
el semen en su interior. Los espermatozoides deben movilizarse por si mismos para atravesar
la unidn Gtero-vaginal. Una vez superada esta barrera, son transportados por las secreciones y
los movimientos del oviducto hasta llegar a su ubicacion definitiva en los Ilamados "nidos
espermaticos” (59).

Estos nidos son grupos de espermatozoides que se alojan en las glandulas parietales
Uterovaginales, donde permanecen vivos durante varios dias. Gracias a ciertos inhibidores
metabolicos, los espermatozoides son liberados de estas glandulas poco después de la
ovulacion, iniciando su recorrido hacia los évulos para llevar a cabo la fecundacién. Este
proceso de fecundacion ocurre en la primera parte del oviducto (infundibulo) una vez que se
secreta la albimina alrededor de la yema (6vulo), se forma una barrera impenetrable para los
espermatozoides. Por esta razon, los huevos puestos al dia siguiente de la inseminacion o de la

monta natural rara vez son fértiles. Sin embargo, los huevos puestos el segundo dia después de
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la inseminacion suelen ser fértiles. Debido a esto, la recoleccion de huevos para evaluar la

fertilidad se realiza generalmente 48 horas después de la inseminacién o monta (60).

7.12 Inseminacién artificial

La inseminacion en gallinas puede realizarse, de manera experimental, en diferentes zonas del
tracto reproductivo, como la vagina, el Gtero o la region albuminifera-magnum. Sin embargo,
en la practica, los espermatozoides suelen introducirse en la zona mas cercana a la unién
Uterovaginal, ya que este es el area preferida para la conservacion del liquido espermatico. Cabe

destacar que la ubicacidn exacta de la inseminacion puede variar segun la raza de las aves (61).

Existe divergencia respecto a la profundidad ideal para la introduccion de los espermatozoides.
Se sugieren profundidades de aproximadamente 7 cm garantiza mejores indices de fecundidad
y supervivencia embrionaria, mientras que otros consideran que una profundidad menor, entre
2'y 3.cm, es mas efectiva (62).

Durante la inseminacion, es fundamental ejercer una presion controlada sobre el oviducto para
distender la vagina y asegurar que los espermatozoides se depositen cerca de los nidos
espermaticos. Esta técnica es crucial para lograr altos indices de fertilidad. Sin embargo, la
presién debe interrumpirse una vez que se haya administrado la dosis necesaria de liquido

espermatico, ya que un exceso podria provocar la expulsion de espermatozoides (63).

Respecto al momento del dia méas adecuado para la fecundacion artificial, es importante
considerar que la actividad vaginal de las gallinas sigue un ciclo influenciado por factores como
la presencia o ausencia de un huevo y las secreciones hormonales. Las horas mas favorables
para la inseminacion suelen ser por la tarde, entre las 14:00 y las 19:00, aunque también puede
realizarse por la mafiana, dependiendo de las condiciones especificas de cada ave (64).

7.13 Bases fisiologicas de la incubacion

El éxito de la incubacion de los huevos depende en mayor medida de la tasa de fertilidad de las
aves que forman parte de una parvada, asi como del equilibrio nutricional de los componentes
internos del huevo. Ademas, la estructura fisica del cascaron juega un papel crucial, la cual
puede cambiar debido a varios factores como la edad de las aves, su tipo de alimentacién, su
estado de salud y su linaje genético. Asimismo, otros elementos externos influyen directamente
en el proceso de incubacion, como la presion atmosférica, la altitud sobre el nivel del mar, la
disponibilidad de oxigeno, la temperatura, la humedad del entorno donde se realiza la

incubacion y el nivel tecnoldgico de las maquinas incubadoras utilizadas (65).
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El crecimiento del embrion genera cambios simultaneos en todos los componentes internos del
huevo, los cuales disminuyen en proporciones variables durante el proceso de incubacion. La
cascara actla como fuente de calcio, un mineral esencial para mantener el equilibrio
electrolitico. Por su parte, el albumen, que aporta proteinas, se vuelve mas liquido, liberando
agua y electrolitos que son aprovechados por el embrién. La yema, por otro lado, proporciona
la energia necesaria para cubrir las demandas fisioldgicas de mantenimiento, y el agua se genera
como resultado de la oxidacidn de los lipidos. Ademas, una parte de la energia derivada de la

yema se utiliza para la sintesis de tejidos y el crecimiento del embrion (66).

7.14 Propiedades de la cascara de huevo

El oviducto alberga poblaciones celulares especializadas que intervienen en la
biomineralizacion de la cascara del huevo, un proceso que conduce a la formacion de una
bioceramica. Esta bioceramica surge de una interaccion regulada entre componentes organicos
e inorganicos. Desde el punto de vista quimico, esta compuesta por un 1.6 % de agua, un 95.1
% de minerales (donde el 93.6 % corresponde a carbonato de calcio en forma de calcita, el 0.8
% a carbonato de magnesio y el 0.73 % a fosfato tricalcico) y un 3.3 % de materia seca. Este

proceso asegura la formacidn de una cascara resistente y funcional para el huevo (67).

La cascara del huevo posee cientos de poros que desempefian funciones vitales para el
desarrollo del embrion. Estos poros permiten el intercambio de gases, facilitando la entrada de
oxigeno y la eliminacion de subproductos metabdlicos, como el diéxido de carbono y el agua
metabdlica. El principal 6rgano respiratorio del embrion es la membrana corioalantoidea, una
estructura altamente vascularizada que cubre por completo la membrana interna de la cascara.
Esta membrana se encarga de transportar el dioxido de carbono desde los tejidos embrionarios
hasta los poros, para que sea expulsado del huevo, mientras que el oxigeno que ingresa a través
de los poros es transferido al sistema circulatorio corioalantoideo y distribuido al embrién. A
medida que el embrion crece, su demanda de oxigeno aumenta, por lo que es fundamental

garantizar un suministro adecuado para asegurar su supervivencia y desarrollo éptimo (68).

7.15 Influencia de la presion atmosférica

El aire contiene aproximadamente un 21 % de oxigeno, pero a mayores altitudes (1500 mshm),
la presion del aire disminuye, lo que significa que hay menos aire disponible. Al haber menos
aire, hay menos moléculas que chocan entre si, lo que permite que las moléculas restantes se
muevan con mayor rapidez. Esto permite que los gases atraviesen los poros de la cascara del
huevo con mayor facilidad. Sin embargo, este fendémeno solo compensa parcialmente la menor
disponibilidad de oxigeno en altitudes elevadas. Ademas, provoca que los huevos pierdan
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dioxido de carbono y agua mas rapidamente que a nivel del mar. Aunque la pérdida adicional
de diéxido de carbono no parece tener un impacto significativo en el desarrollo del embrion.
(69).

8. VALIDACION DE LAS PREGUNTAS CIENTIFICAS O HIPOTESIS
H1: El semen criopreservado con Lake Ravie 84 como diluyente mantiene la capacidad
fecundativa de los espermatozoides aceptables para su fertilidad en gallinas criollas mediante

inseminacion artificial.

HO: EI semen criopreservado con Lake-Ravie-84 como diluyente no mantiene la capacidad
fecundativa de los espermatozoides aceptables para su fertilidad en gallinas criollas mediante

inseminacion artificial.

9. METODOLOGIA Y DISENO EXPERIMENTAL

9.1 Ubicacion

El estudio se realiz6 en el cantdn Salcedo, perteneciente a la provincia de Cotopaxi. Esta
localidad se encuentra a una latitud de -1.03333 y una longitud de -78.6, con una altitud de
2.683 metros sobre el nivel del mar. Su superficie total abarca 48.400 hectareas, lo que equivale
a 484,00 kmz. (70).
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Figura 6: Mapa del cantdn Salcedo
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Fuente: https://es.wikipedia.org/wiki/Cant%C3%B3n_Salcedo

La investigacion se llevo a cabo en la ciudad de Latacunga, especificamente en la Facultad de
Ciencias Agropecuarias y Recursos Naturales de la Universidad Técnica de Cotopaxi., que se
encuentra ubicado en la panamericana sur E35 a 2.725 m.s.n.m (71), donde se evalud el efecto
del glicerol como crioprotector de semen de aves criollas, utilizando como diluyente la férmula
de Lake-Ravie-84.

9.2 Materiales y método
9.2.1 Materiales fisicos
» 1 Platina térmica
* 1 Microscopio
* 1 Contador manual de células
» 1 Bafio maria
* 1 Cémara de neubauer
» 50 Porta y cubre objetos
+ 5 Gradillas
* 20 Tubos falcon
* 50 Tubos eppendorf
* 1 Nevera
» 30 Jeringas de insulina
» 1 Termo de nitr6geno
» 1 unidad de congelacion
» Pipetas de 100ug hasta 1000ug

» 50 Puntas para pipetas
» 20 Pajillas de envase
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* 2 Pinzas
* Papel

* 1Libreta
» 2 Esfero

* 2 Marcadores

* 1 Computador

+ 5 Jaulas

» 5 Comederos y bebederos para gallos
* 1 Tijera

» 10 Guantes

9.2.2 Materiales quimicos

* Diluyente
* Glicerol
* Nitrégeno

9.2.3 Material biologico

» Eyaculado de gallos O 5 Gallos criollos

» 50 Gallinas criollas

9.3 Diseflo experimental

Este estudio emple6 un disefio completamente al azar (DCA), utilizando un total de 15
eyaculados de semen provenientes de cinco gallos criollos, recolectados en tres sesiones
alternas durante una semana (tres eyaculados por gallo). En cada sesion, los eyaculados de los
cinco gallos fueron combinados para formar un pool de semen. Posteriormente, cada pool fue
pre-diluido en una proporcién 1:1 con el diluyente Lake-Ravie 84, alcanzando una
concentracion de 400 millones de espermatozoides/ml. Las muestras de cada tratamiento fueron
envasadas en pajuelas de 0.50 ml, debidamente identificadas y sometidas a congelacion en

vapores de nitrégeno liquido estatico, con un total de 12 pajuelas congeladas.

9.4 Variables experimentales

9.4.1 Variables dependientes
Motilidad masal

Motilidad individual
Morfologia

Test de HOST
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Viabilidad espermética
Movilidad progresiva
Vigor

9.4.2 Variables independientes

Volumen de eyaculado
Color

Consistencia
Concentracion

9.5 Identificacion de las aves donantes

Se seleccionaron cinco gallos criollos de entre 7 y 8 meses de edad, los cuales fueron
previamente entrenados durante aproximadamente un mes para la extraccion de semen. La
eleccién de los ejemplares se basé en la evaluacién de su condicion corporal, estado fisico y
salud general, asegurando que presentaran caracteristicas aparentemente normales, incluyendo

la integridad de sus Grganos sexuales y accesorios.
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9.6 Gallos escogidos segun su condicion fisica y morfoldgica para la coleccion de semen

Figura 7: Gallo 1

Figura 8: Gallo 2
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1 Gallo 3

Figura 9

:Gallo 4

Figura 10
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Figura 11: Gallo 5

9.7 Preparacion de donantes

Previo a cualquier ensayo de coleccién de semen de gallos, estos estuvieron en ayunas de
alimentos solidos al menos 24 horas y un periodo de restriccion hidrica de 12 horas, ya que, si
no se vacian completamente antes de la recoleccion de la muestra, durante la estimulacion de
la cloaca, los gallos podrian expulsar heces y orina, lo que provocaria la contaminacion del
semen con heces y uratos, para ello primero limpiamos y desinfectamos la zona con antibidtico
(gentamicina), para esto utilizamos algodén y frotamos suavemente alrededor de la cloaca, y
con esto logramos quitar cualquier rastro de impurezas que puedan contaminar la muestra, asi

también debemos depilar toda la zona cloacal y abdominal.

9.8 Preparacion de diluyente

Se separd la yema de la clara del huevo. Misma que fue colocada sobre una toalla de cocina
para su secado y facilitar la ruptura de su membrana, permitiendo asi su extraccion.
Posteriormente, se afiadié un 20% de yema de huevo al diluyente Lake-Ravie-84 (por ejemplo,
1 ml de yema por cada 5 ml de diluyente) en un tubo Falcon, asegurando una mezcla

homogénea.

Para determinar la cantidad de diluyente que debia agregarse al pool seminal, se empleé la
proporcion de 6 ml de diluyente por cada 12 pajuelas. Con base en esta relacion, se realizé un
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calculo proporcional mediante regla de tres para determinar el volumen exacto de diluyente a

adicionar a la muestra seminal.

6mlx —PYUELAS 1 de dituyente apli [ pool
mix 12 pajuelas = m e at uyen e ap camos a pOO .

9.9 Colecta de muestra

El semen se colect6 por el método de masaje abdominal, para esto se sujeto6 al gallo de manera
que se mueva lo menos posible mientras lo estimulamos suavemente y con golpes tenues en la
espalada hasta llegar a la cola, haciendo que se produzca una ereccion del pene, en ese momento
masajeamos Yy se aplicd una presion suave sobre la cloaca, estimulando las papilas externas de
los conductos deferentes hasta inducir la eyaculacion., y se recogio el semen con una jeringa de

insulina.

9.10 Transporte de muestra

Posteriormente a la colecta se realizd un pool de todos los eyaculados de los reproductores en
un tubo eppendorf. Para el transporte se hizo una dilucion de 1:1 con el diluyente Lake-Ravie
84, para colocarlo en un culer evitando que sea expuesto directamente a la luz solar y lo
transportamos al laboratorio.

9.11 Analisis macroscépico

El semen fue analizado en funcién de su volumen, color y consistencia. En cuanto al volumen,
se registro las siguientes cantidades por gallo: 150 uL en la primera colecta, 140 pL en la
segunda y 150 uL en la tercera. Respecto al color, se identificé dos tonalidades: blanco perlado
y amarillento. En cuanto a la consistencia, se observd una textura cremosa en todas las colectas

realizadas.

9.12 Andlisis microscopico
9.12.1 Motilidad individual
Se prepar6 una dilucion 1:30 del semen con el diluyente Lake-Ravie-84. De esta solucién, se
tomaron 10 pL y se colocaron entre un portaobjetos y un cubreobjetos, los cuales fueron
previamente calentados a 37 °C. La muestra fue analizada en un microscopio utilizando un lente
de 40x, y se determind el porcentaje de espermatozoides con motilidad progresiva mediante el

conteo de 100 espermatozoides.

9.12.2 Movilidad progresiva
Se depositd una gota de semen diluido sobre un portaobjetos que habia sido previamente

calentado a 37 °C, y luego se cubrié con un cubreobjetos. Luego, se evalud bajo un microscopio
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utilizando el lente de 40x. Donde se selecciono varias areas del campo visual y se cuantifico el
porcentaje de espermatozoides que muestran un movimiento lineal y sostenido en relacion con
la cantidad total de espermatozoides moviles.

9.12.3 Vigor espermatico

Se coloco una gota de semen diluido entre un portaobjetos y un cubreobjetos, ambos
previamente calentados a 37 °C, y luego se observo bajo un microscopio utilizando el lente de
40x.En el cual, se examind el movimiento de los espermatozoides, clasificandolos segun la
intensidad y calidad de su desplazamiento. Considerando un alto vigor cuando la mayoria de
los espermatozoides presentaron movimientos rapidos, lineales y enérgicos, mientras que un

vigor bajo se lo asocio con movimientos lentos, erraticos o circulares.

9.12.4 Prueba de integridad de membrana plasmaética (HOST)

Se prepar6 una solucion hiposmética de (fructosa diluida en agua destilada a una concentracion
de 100 mOsm/L), de la cual se tomaron 200 pl y se incubaron en una estufa a 37 °C durante 30
min. Luego, se afiadieron 20 pl de semen puro a la solucién y se continué la incubacién a la
misma temperatura durante 60 min. Transcurrido este tiempo, se tomaron 10 pl de la mezcla'y
se colocaron sobre un portaobjetos previamente calentado a 37 °C, cubriéndolos con un
cubreobjetos. Después de 60 s, el portaobjetos se posiciond en la platina térmica del
microscopio y se observé con lentes de 20x y 40x. Se contaron un total de 100 espermatozoides,

determinandose el porcentaje de células que mostraron una reaccion positiva al test.

9.12.5 Concentracién espermatica

Se tomd una muestra de semen puro y se realiz6 una dilucion 1:200 utilizando una solucion de
NaCl al 3.5% con formol. A partir de esta dilucion, se extrajeron 10 pL, los cuales se colocaron
en una cdmara de Neubauer. Después de dejar reposar durante 5 minutos, se procedié al conteo
de espermatozoides y al calculo correspondiente utilizando la férmula adecuada.

Concentracion espermatica=axbxcxdxe
a. es el nimero de espermatozoides contados en 5
cuadros. b: es el total de cuadrantes de la camara (n = 25).
c: es la dilucién utilizada (200).
d: es la profundidad de la cAmara de Neubauer (100). e: es 1000, un valor que

permite expresar la concentracién espermatica en ml.
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Tabla 3. Concentracion espermatica de cada dia de extraccion de muestra de semen.

Numero de pools Concentracion mollines por
ml
1 5250
2 4726
3 3829

9.12.6 Morfologia

Se utilizo tincidn con eosina-nigrosina. Para ello, se colocaron 2.5 pL de eosina y 5 pL de
nigrosina sobre un portaobjetos, seguido de la adicién de 5 pL de semen puro. La mezcla se
homogenizé durante 10 s y luego se realizd un frotis. Después de 15 s, y una vez que el frotis
estuvo completamente seco, se evaluaron los espermatozoides, clasificandolos en normales o

anormales segun las alteraciones observadas en la cabeza, la pieza media o la cola.

9.13 Preparacion de pajuelas
Para la preparacion de las pajuelas de necesitamos los siguientes datos:

» Concentracion espermatica

Volumen de eyaculado (V)

Motilidad individual (Mi)

Normalidades (Mr)
Se aplico la siguiente férmula para saber cuél es nimero de pajuelas que podemos hacer, segun
la cantidad de muestra de semen que obtuvimos en cada extraccion.

CxVxMixMr

5000x 0,75 X 90% X 90% = 3075,5

El resultado se dividio para la cantidad de espermatozoides que deben ir en cada pajuela que en
esta ocasion sera de 400 millones de espermatozoides, para después multiplicar por 0,5ml que

es la cantidad de que va en cada pajuela.

3075,5
400

=7,60X 0,5 =4 Pajuleas
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9.14 Método de criopreservacion

Se coloco el diluyente al pool con la muestra seminal, luego con la ayuda de una llenadora de
pajuelas, se cargd cada pajuela con 0,5 ml de semen, para posteriormente sellarlas utilizando
un sellador de pajillas.

Se equilibro la temperatura de las muestras colocadndolas en un culer con hielo seco en su
interior, manteniéndolas a 5 °C durante 2 horas. Tras este tiempo, las muestras fueron expuestas
al vapor de nitrégeno liquido durante 15 minutos. Por ultimo, las muestras se sumergieron
completamente en nitrégeno liquido a -196 °Cy se depositaron en el tanque de nitrégeno, donde
se mantuvieron conservadas. para su posterior transporte al lugar de realizacion de la

inseminacidn artificial en las gallinas.

9.15 Descongelamiento de semen de gallo e inseminacion de gallinas

Se sumergieron las pajuelas en agua a 5°C durante 3 minutos, hasta que se descongelen
completamente. Luego, se coloco el semen descongelado a un tubo Eppendorf y extrajimos
0,10 ml con una jeringa de insulina. Después, procedemos a limpiar y desinfectar la zona de la
cloaca de la gallina utilizando un antibiotico (gentamicina). Para ello, se empled un algodén y
frotamos suavemente alrededor de la cloaca. Posteriormente, abrimos la cloaca y, con cuidado,
introducimos la punta de la jeringa para llevar a cabo la inseminacion artificial intravaginal en

cada gallina criolla.

9.16 Recolecta huevos para su posterior incubacion

Se recolecto 60 huevos tres dias después de haber realizado la inseminacién durante una
semana, ya recogidos se los coloco en sus respectivas cubetas, para realizar su envio a la ciudad
del PUYO, lugar en donde se realiz6 el proceso de incubacién, esto debido a la baja presion

atmosférica lo cual beneficia a la eclosion de los mismos.

10. Analisis y discusion de los resultados

10.1 Motilidad individual
Tabla 4. Evaluacion de motilidad individual pre y post congelamiento.
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o 67 750 ' ' 52381 9408
miento

Este resultado nos permitié realizar una comparacion de la motilidad individual de los
espermatozoides antes y después del proceso de congelacion. La motilidad individual
disminuyd significativamente después de la congelacion, pasando de una media del 91.67% en
el estado pre-congelacion a un 58.33% en el estado post-congelacion. La prueba t de Welch
confirma que esta diferencia es estadisticamente significativa (p-valor = 3.309e-13), lo que
indica que el proceso de congelacion afectd negativamente, la capacidad de movimiento de los
espermatozoides.



Figura 12: Porcentaje de motilidad individual pre y post congelamiento.
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Tabla 5. Evaluacion de la movilidad progresiva pre y post congelamiento.

Media max M varianza error_est
— SD_MO - min_MO andar M
MOVILI OVILID — MOVIL -
VILIDA VILIDA -— OVILID
Estado DAD.PR AD.PRO IDAD.P
OGRESI D.PROG GRESIV D.PROG ROGRE AD.PRO
VA RESIVA A RESIVA SIVA GRESIX
Post 0.533333  0.064549 0.004166  0.016666
c}ongelam 3 7 0.60 0.45 6667 667
on
Pre
0.916666 0.024397 0.000595 0.006299
f:r:‘t%e'am 7 50 0.95 0.90 2381 408
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La movilidad progresiva, que se refiere a la capacidad de los espermatozoides para moverse en

linea recta, también se vio afectada negativamente por la congelacion. La media de movilidad

progresiva disminuyé del 91.67% antes de la congelacion al 53.33% después de la congelacion.

Al igual que con la motilidad individual, esta disminucion fue estadisticamente significativa, lo

que sugiere que la criopreservacion reduce la suficiencia de los espermatozoides para moverse

de manera efectiva.
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Figura 13: Porcentaje de motilidad individual pre y post congelamiento.
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10.3 Vigor

Figura 14: Valores de vigor espermatico pre y post congelamiento.
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Se logro apreciar una comparacion entre el vigor espermaético antes y después de la congelacion.
El vigor espermatico, que se refiere a la intensidad del movimiento de los espermatozoides,
también disminuyd significativamente luego de la congelacion. La figura nos indicd una clara
reduccion en el vigor, pasando este de un valor de 4 pre-congelamiento a 3,33 post-congelacion,
lo que sugiere que los espermatozoides pierden energia y fuerza después del proceso de
criopreservacion.
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10.4 Integridad y funcionalidad de la membrana plasmatica
Figura 15: Porcentaje de espermatozoides que reaccionaron de manera favorable al

test de host en el pre-congelamiento.
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82%

80%
78%
76%
74%
72%
70%
68%
66%
64%
11 1 11 2 2 2 2 2 3 3 3 3 3

Se logro evidenciar en la primera valoracion espermatica del test de (HOST), un porcentaje del
70% el cual dentro de la literatura se encuentra en un rango aceptable, lo que nos dio a entender
que la integridad, de la membrana plasmatica de los espermatozoides de encuentran en su
mayoria en un estado normal, presenciando valores mayores en las siguientes colectas, llegando
a presenciar hasta del 80% de viabilidad espermaética.

10.5 Morfologia
Tabla 6. Evaluacion de espermatozoides con morfologia normal pre y post congelamiento.

error_es
Media_ varianz
SD_MO max M min_M tandar_ Estado
RFOLO ORFOL ORFOL MORF
MORF a_ MOR OLOGI FOLOG
GIA OGIA OGIA OLOGI
A I1AA

Post
congelac 0.9 O 09 09 O 0ion
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Media varianz error_es
MORF SD MO max M min_ M 2 MOR tandar_
Estado OLOGI RFOLO ORFOL ORFOL FE)LOG MORF
GIA OGIA OGIA OLOGI
A 1A
A
Pre
congela 0.9 0 0.9 0.9 0 0
miento

La morfologia espermética no mostré cambios significativos antes y después de la congelacion.
Tanto en el estado pre-congelacion como post-congelacion, la media de espermatozoides con
morfologia normal fue del 90%, con una desviacion estandar de 0, lo que indica que no hubo
variabilidad en los resultados. Esto sugiere que el proceso de criopreservacion no afecto
negativamente la integridad morfologica de los espermatozoides, lo cual es un resultado

positivo para la viabilidad del semen congelado.

Figura 16: Porcentaje de espermatozoides con morfologia normal pre y

post congelamiento.
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10.6 Porcentaje de huevos fertiles
Figura 17: Porcentaje de huevos fértiles
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Se comprobd el porcentaje (%) de huevos fértiles al septimo dia de incubacion, mediante uso
de la técnica de ovoscopia, en el cual se aprecié el 0% de los 60 huevos que se enviaron a

incubar.

10.7 Discusion

En la presente investigacion se observd que tanto la motilidad individual como movilidad
progresiva disminuyeron considerablemente después de la congelacion, pasando de un 91.67%
a un 58.33% y de un 91.67% a un 53.33%, respectivamente. Esta reduccién es atribuible al
estrés osmoético y térmico que toleran los espermatozoides, durante el proceso de
criopreservacion, lo que afecta su capacidad de movimiento (72). Estudios similares han
reportado que los espermatozoides aviares son particularmente sensibles a los cambios
osmoticos debido a su relacion superficie/volumen y a la delgadez de su cola, lo que los hace

mas susceptibles al dafio durante la congelacion (73).

Otros investigadores Yunhe (2023) y Moscoso (2022) Sefialan que se observaron una
disminucién dentro de todos pardmetros cinematicos en el proceso de criopresevacion. El
procedimiento de congelacion redujo viabilidad y supervivencia de los espermatozoides
descongelados, y puede deberse a la interrupcion de la integridad funcional del acrosoma,
membrana plasmatica, el ADN y las mitocondrias del espermatozoide durante la congelacion
(74) (75).

El vigor espermatico también se vio afectado negativamente, disminuyendo de un valor de 4 en

el estado pre-congelacion a 3.33 post-congelacion. Este resultado sugiere que los
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espermatozoides pierden energia y fuerza después del proceso de criopreservacion, lo que
podria afectar su capacidad para fertilizar évulos en condiciones naturales (76). La pérdida de
vigor puede estar relacionada con la, deshidratacion celular y la formacion de cristales de hielo
intracelulares, que dafian las estructuras internas de los espermatozoides (77).

En nuestra investigacion el diluyente empleado fue el Lake Ravie 84 al igual que en otras
investigaciones como la de O"Brien (2017) la cual se pude realizar una hipétesis del nimero de
huevos fecundados ya que en su investigacién en los resultados con semen diluido y refrigerado
a 5°c durante 24 horas obtuvo el resultado de 36.9% (17/46 huevos) de fertilidad, por lo cual se
intuyé que los valores que obtendriamos serian menores, dado que en esta ocasion se los
someteria a una crio preservacion a -195°C (78). Por lo contrario, Moscoso (2022) emplea el
mismo diluyente junto la adicion de Glicerol a diferentes concentraciones las cuales van desde
el 0-2-4-6-8-10 % en la cual se observa un mejor resultado en la crio preservacion a la
concentracion de glicerol del 8 % (75).

La morfologia espermatica no mostré cambios significativos antes y después de la congelacién,
manteniéndose en un 90% de espermatozoides con morfologia normal tanto en el estado
precongelacion como post-congelacion. El resultado es consistente, con estudios previos que
sefialan que el glicerol, al ser un crioprotector intracelular, protege la integridad estructural de
los espermatozoides durante la fase de congelacion (79). Sin embargo, es importante destacar
que la morfologia normal no garantiza por si sola la funcionalidad espermaética, ya que otros
parametros como motilidad e integridad de la membrana plasmatica también son cruciales para
la fertilidad (80).

Estudios han demostrado que la profundidad de insercion del semen puede influir
significativamente en la tasa de fertilizacion. Mientras que algunos investigadores como
O’Brien (2017) recomiendan una profundidad de 7 cm para optimizar la viabilidad espermética
y mejorar la tasa de eclosion (78), otros sugieren como Bramwell (2021) que una profundidad
menor, entre 2 y 3 cm, puede reducir el estrés sobre el oviducto y minimizar la expulsion de
semen post-inseminacion. Ademas, el momento del dia en que se realiza la inseminacion juega
un papel crucial, ya que las gallinas presentan variaciones hormonales que pueden influir en la
receptividad del tracto reproductivo. Se ha reportado que la inseminacién en horas de la tarde
(entre 14:00 y 19:00) incrementa la tasa de retencidn espermatica y mejora la probabilidad de
fertilizacion (81).
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El porcentaje de huevos fértiles fue del 0%, lo que indica que el semen criopreservado no fue
capaz de fertilizar los dvulos de las gallinas criollas. El resultado, es consistente con estudios
anteriores que reportan bajas tasas de fertilidad en semen aviar criopreservado, incluso cuando
se utilizan crioprotectores como el glicerol (Rodriguez 2023) (82)(80). La accion anticonceptiva
del glicerol, que reduce la fertilidad al interferir con la capacidad de los espermatozoides para
fecundar, podria explicar este resultado (79). Ademas, la pérdida de motilidad y vigor observada

en este estudio también contribuye a la baja fertilidad postcongelacion.

Los resultados de este estudio destacan la necesidad de optimizar los protocolos de
criopreservacion para mejorar la viabilidad y fertilidad del semen aviar. Futuras investigaciones
podrian explorar el uso de crioprotectores alternativos o combinaciones de crioprotectores,
como el dimetilsulféxido (DMSO) y la ciclodextrina cargada con colesterol, que han
demostrado mejorar la integridad de la membrana y reducir la toxicidad del glicerol (Mehdipour
et al., 2020). Ademas, la adicion de antioxidantes como la vitamina E y la superoxido dismutasa
(SOD) podria ayudar a mitigar el estrés oxidativo durante la fase de congelacion y
descongelacion (76).

11. IMPACTOS (TECNICOS, SOCIALES, AMBIENTALES O ECONOMICOS)
Impacto Técnico

La investigacidn contribuye al desarrollo de protocolos avanzados en la criopreservacién de
semen aviar, enfocandose en el uso del diluyente Lake-Ravie-84. Esto mejora la comprension
sobre la viabilidad espermética post-congelacion, proporcionando datos relevantes para
optimizar las técnicas actuales de reproduccién asistida en aves. Los resultados obtenidos
pueden ser aplicados a futuras investigaciones en biotecnologia reproductiva, estableciendo un

precedente para el disefio de diluyentes especificos para especies avicolas criollas.

Impacto Social

El proyecto tiene un efecto positivo en la preservacion de los gallos criollos, que son un recurso
genético valioso para las comunidades rurales. Al garantizar la continuidad y mejora genética
de estas aves, se fortalece la seguridad alimentaria en zonas rurales, donde estas especies
representan una fuente accesible de proteina animal. Ademas, fomenta el uso de tecnologias
reproductivas entre pequefios y medianos productores, promoviendo la sostenibilidad

economica y el empoderamiento de los criadores locales.
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Impacto Ambiental

La preservacion genética de gallos criollos contribuye a la biodiversidad avicola y a la
sostenibilidad del ecosistema agropecuario. Este enfoque reduce la dependencia de razas
comerciales de alto impacto ambiental y promueve practicas de manejo sostenibles. Al proteger
recursos genéticos locales, se minimiza la erosion genética y se asegura la adaptabilidad de

estas aves a diversos ecosistemas y condiciones climaticas.
Impacto Econémico

El desarrollo de métodos de criopreservacion y reproduccion asistida tiene el potencial de
mejorar como es eficiencia productiva de los gallos criollos, aumentando la rentabilidad para
los criadores. Los resultados del proyecto pueden incentivar la creacion de bancos genéticos
avicolas en Ecuador, generando nuevas oportunidades de negocio y promoviendo la
exportacion de germoplasma aviar. Asimismo, la implementacién de estas tecnologias puede

reducir costos operativos relacionados con la fertilidad y productividad de las aves.

12. PRESUPUESTO DEL PROYECTO
Tabla 7. Descripcién de gastos

DESCRIPCION UNIDADES | P.UNITARIO|VALOR
Jaulas 1 30 30
Comida mezclada 1 12 12
Arroba de morochillo 5 55 27,5
Comederos y bebederos 5 0,44 2,2
Caja Porta objetos 4 3,5 14
Caja Cubre objetos 2 3,62 7,24
Tubos Eppendorf 1 17,4 17,4
Tubos falcon 1 17,4 17,4
Micropipetas 1 14,25 14,25
Envi6 primer diluyente 1 5,5 5,5
1 recarga nitrogeno 1 16,35 16,35
2 Recarga nitrogeno 1 14,6 14,6
3 Recarga nitrégeno 1 14,5 14,5
Gentamicina + Suero 1 9 9
3 huevos 3 0,15 0,45
40 ml de diluyente 1 300 300
Incubacién 60 0,4 24
Transporte 1 20 20
Caja de jeringas de insulina 1 8,83 8,83
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555,22

13. CONCLUSIONES

Se logré estandarizar un protocolo de colecta de semen en gallos criollos mediante la
técnica de masaje abdominal, obteniendo un total de 15 eyaculados en tres sesiones.
Este método permitié la obtencion eficiente de muestras seminales con volimenes y
concentraciones adecuadas para su posterior analisis y criopreservacion, sentando una

base para futuras investigaciones en reproduccion asistida en aves criollas.

La criopreservacion del semen de gallos criollos utilizando el diluyente Lake-Ravie 84
demostrd ser efectivo para preservar la morfologia espermatica, motilidad individual,
movilidad progresiva y vigor en la etapa post congelacién, lo que nos indica que este
criopreservante posee un Optimo porcentaje de utilizacion para la elaboracion de
pajuelas en este tipo de especie animal.

La inseminacion artificial con semen criopreservado no logro fertilizar los 6vulos de las
gallinas criollas, ya que al realizar la evaluacion del porcentaje (%) de huevos fértiles
mediante ovoscopia en el séptimo dia de incubacién se evidencio una tasa de
fecundacion del 0%. Este resultado puede atribuirse posiblemente a causas como: la
aplicacion de una técnica incorrecta al momento de inseminar a las mismas, mal manejo
de descongelamiento de pajuelas y factores ambientales, lo que ocasiona una pérdida de

viabilidad espermatica.

14. RECOMENDACIONES

Se recomienda probar diferentes diluyentes y crioprotectores, ademas del glicerol, para
mejorar la viabilidad espermaética tras la criopreservacion. La adicion de antioxidantes
podria ayudar a reducir el estrés oxidativo y mejorar la integridad de las membranas
espermaticas. También es fundamental optimizar la velocidad de enfriamiento y
explorar técnicas como la vitrificacion para reducir, la formacién de cristales de hielo

intracelulares.

Se sugiere realizar estudios sobre diferentes técnicas de inseminacion artificial en

gallinas con el fin de reducir los efectos negativos que conllevan una mala practica.
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Ademas, se recomienda evaluar el nivel de estrés animal post inseminacion para
determinar su posible afectacion en la funcionalidad espermatica y asi poder mejorar la
tasa de fertilizacion.

» Es importante continuar con estudios in vivo para evaluar la capacidad fecundante del
semen criopreservado en condiciones controladas. Se recomienda realizar pruebas con
diferentes protocolos de inseminacion, variando la concentracion espermatica y la
frecuencia de inseminacion, para mejorar la tasa de fertilidad y garantizar la viabilidad
embrionaria.
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