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Resumen

El objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto sobre la calidad espermética de tres
substancias antioxidantes (50 uM de trolox/10® espermatozoides, S0 pg de catalasa/ml
de eyaculado y cisteamina SmM) en una base de diluyente comercial Triladyl™, bajo
condiciones de refrigeracién y congelacién/descongelacion en semen ovino. Se congel6
semen de seis machos adultos en una base del diluyente comercial Triladyl™. El eyacula-
do de cada macho fue puesto en cuatro diferentes alicuotas: una para control, y a las de-
mas se les adiciond conla base del diluyente SO uM de trolox/10® espermatozoides, S0 pug
de catalasa/ml de eyaculado y cisteamina S mM. La calidad espermdtica precongelacién
(5 °C) y poscongelacién se evalué con la ayuda de un sistema de anélisis computarizado
(IVOS II®), con lo cual se eliminé la subjetividad a la prueba. Se observé que 50 uM
de trolox/10® SPZ y S0 pg de catalasa/ml tienen la capacidad de mantener valores (p <
0,05) superiores de motilidad total (64,26 £ 0,82 y 55,54 * 0,85) y motilidad progresiva
(47,26 £ 0,75 y 44,32 + 1,13) en condiciones de precongelacién, y para motilidad total
(67,60 £ 1,91 y 63,47 + 3,40), motilidad progresiva (50,87 + 2,58 y 38,88 + 2,31) y viabi-
lidad (66,97 + 2,25y 61,16 * 4,31) en poscongelacién, comparados con los tratamientos
control ola adicién de $ mM de cisteamina. La adicién de 50 uM de trolox/10%esperma-
tozoides y de 50 pg de catalasa/ml de semen mejora la motilidad total y progresiva del
semen ovino refrigerado a § °C y la viabilidad en semen congelado/descongelado.

Palabras clave: antioxidante, calidad espermatica, congelacién, oxidacién lipidica.
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Effect of adding antioxidants in diluents
for the preservation of sheep semen

Abstract

The present study aimed to evaluate the effect on sperm quality of three antioxidant
substances (S0 pM of trolox/10® spermatozoa, S0 pg of catalase/ml of ejaculate, and
SmM cysteamine) in a Triladyl™ commercial diluent base, under conditions of refrig-
eration and freezing/thawing in sheep semen. Semen from six adult males was frozen in
a commercial Triladyl™ diluent base. The ejaculate of each male was placed in four dif-
ferent aliquots: one for control, and the other three with additional 50 uM of trolox/10°
spermatozoa, 50 pg of catalase/ml of ejaculate, and S mM cysteamine, respectively, in
the diluent base. Pre-freezing (S °C) and post-freezing sperm quality was evaluated us-
ing a computerized analysis system (IVOS 1I®), which eliminated subjectivity during
the test. It was observed that 50 uM of trolox/10® SPZ and 50 pg of catalase/ml are able
to maintain higher values (p < 0.05) of total motility (64.26 + 0.82 and 55.54 + 0.85 )
and progressive motility (47.26 + 0.75 and 44.32 * 1.13) under pre-freezing conditions,
and of total motility (67.60 + 1.91 and 63.47 + 3.40), progressive motility (50.87 £2.58
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and 38.88 + 2.31), and viability (66.97 + 2.25 and 61.16 + 4.31) in the post-freezing
period, compared to control treatments or the addition of S mM of cysteamine. The ad-
dition of 50 uM of trolox/10® spermatozoa and 50 pg of catalase/ml of semen improves
the total and progressive motility in ovine semen refrigerated at 5 °C, as well as viability
in frozen/thawed semen.

Keywords: antioxidant, sperm quality, freezing, lipid oxidation.

Efeito da adicao de antioxidantes nos diluentes
para preservacao de sémen ovino

Resumo

O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito sobre a qualidade espermatica de trés
substancias antioxidantes (SO uM de trolox/10® espermatozoides, SO pg de catalasa/ml
de ejaculado e cisteamina SmM) numa base de diluente comercial Triladyl™, sob con-
digoes de refrigeragdo e congelamento/descongelamento em sémen ovino. Sémen de seis
machos adultos foi congelado numa base do diluente comercial Triladyl™. O ejaculado
de cada macho foi posto em quatro diferentes aliquotas: uma para controlo e nas outras
foi adicionada a base do diluente 50 uM de trolox/10® espermatozoides, S0ug de catala-
sa/ml de ejaculado e cisteamina SmM. A qualidade espermitica precongelacgio (5 °C) e
p6s-congelagido avaliou-se com ajuda de um sistema de analise computadorizado (IVOS
11®), eliminando assim a subjetividade ao teste. Observou-se que SO uM de trolox/10°
SPZ e 50 pg de catalasa/ml tém a capacidade de manter valores (p < 0,05) superiores de
motilidade total (64,26 + 0,82 e 55,54 * 0,85) e motilidade progressiva (47,26 £ 0,75 e
44,32 £ 1,13) em condigdes de pre-congelacio, e para motilidade total (67,60 £ 1,91 y
63,47 * 3,40), motilidade progressiva (50,87 + 2,58 e 38,88 + 2,31) e viabilidade (66,97
+2,25e 61,16 +4,31) em pos-congelagio, comparados com os tratamentos controle ou
a adi¢do< de 5 mM de cisteamina. A adi¢do de 50 uM de trolox/10% espermatozoides e
50 pg de catalasa/ml de sémen melhora a motilidade total e progressiva do sémen ovino
refrigerado a 5 °C e a viabilidade em sémen congelado/descongelado.

Palavras-chave: antioxidante, qualidade espermitica, congelagao, oxidagao lipidica

INTRODUCCION

El uso de semen ovino criopreservado para la insemi-
nacién artificial cervical (IAC) convencional enfrenta
algunos obstdculos técnicos y bioldgicos, lo que mues-
tra desventajas ante el desempeno logrado con la inse-
minacién artificial (IA) con semen fresco o la monta
natural (1-3). En consecuencia, mejorar la calidad es-
permadtica del semen después de la criopreservacion es
un reto actual parala diseminacién de material con alto
valor genético.

El espermatozoide ovino es mis sensible al estrés tér-
mico por frio que el de otras especies como el bovino,
el conejo o el hombre (4-6), y en lo que se refiere al al-
macenamiento en nitrégeno liquido a -196 °C la reduc-
cién de viabilidad del semen producida por el proceso
de congelacién y descongelacion impide obtener tasas
de prefiez semejantes a las de otras especies. Los cam-
bios de temperatura que se producen a partir de 37°Ca
-196 °Cy viceversa en cuestion de segundos desencade-
nan una transicién rapida de fases (liquida-sélida) sobre
la membrana espermadtica, de manera que el estrés por
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frio y una serie de mecanismos apoptéticos llevan a la
muerte temprana de la célula espermatica (7).

La lesi6n criogénica a causa del ataque de radicales li-
bres reducen la viabilidad y la habilidad fertilizante del
espermatozoide. En la especie ovina son especialmente
vulnerables a la propagacion de la peroxidacion lipidica
(LPO) por la gran proporcién de 4cidos grasos poliin-
saturados en la membrana, pero los espermatozoides
son protegidos por un sistema antioxidante que existe
en el plasma seminal y en la membrana plasmatica (8-
10). Por otro lado, estos sistemas de proteccién se ven
alterados durante la criopreservacién (11). Por eso es
fundamental el uso de estrategias de suplementacién
de compuestos antioxidantes a los diluyentes antes de
la congelacion.

El uso de antioxidantes para prevenir los efectos de las
especies oxigeno-reactivas (ROS, por sus siglas en in-
glés) en procesos de criopreservacién de semen de di-
ferentes especies ha incrementado en los dltimos afos,
especialmente en la especie ovina, la cual tiene un mem-
brana lipidica muy sensible comparada con otras espe-
cies (1). Componentes sintéticos como el trolox, que es
un anélogo de la vitamina E, se encuentra disponible en
el comercio, y sus efectos han sido probados en ovinos a
diferentes grados de temperatura. Larazén porla cual se
prueban los antioxidantes sintéticos es por su variabili-
dad en los resultados, en los que se ha observado desde
pocamejora dela calidad hasta efectos negativos en el se-
men (12,13). También se ha hallado que si existe un alto
nivel de adicién de antioxidantes, estos pueden presen-
tar toxicidad en las muestras y, por el contrario, manifes-
tar efectos negativos sobre la calidad espermatica (13).

Laadicidn de varios antioxidantes en el semen ovino ex-
tiende el periodo de almacenamiento, mejora la motili-
dad, reduce la degradacion celular, mejora la integridad
acrosomal e incrementa la viabilidad y la habilidad fer-
tilizante in vitro (14). En otros estudios se ha probado la
eficacia de la adicién de antioxidantes segun su estruc-
tura y su actividad biolégica (10,14-16). El trolox es un
anédlogo de la vitamina E soluble en agua, que mejora

la calidad del semen ovino posdescongelacién (14). La
cisteamina es un compuesto tiol que se conoce por ser
un eficiente limpiador de radicales libres, y puede con-
tribuir al mantenimiento de estado redox en las células
(17), y en una concentracién de 6 mM ayuda a incre-
mentar la motilidad, la viabilidad y la funcionalidad de
la membrana, ademds de que contribuye a disminuir
la peroxidacidn lipidica en los espermatozoides ovinos
(15), al igual que otro compuesto enzimatico como la
catalasa (14).

La suplementacién con diluyentes que contienen como
base yema de huevo es necesaria para preservar las carac-
teristicas de calidad de las células espermaticas durante
el almacenamiento, porque la fraccién de lipoproteinas
de baja densidad (LDL) interactta con las proteinas de
unién a la membrana espermitica (BSP), con lo que se
enmascaran los efectos negativos de la congelacién (18).
El uso de diluyentes base como el Triladyl™ + yema de
huevo en la especie ovina ha sido reconocido desde hace
dos décadas (19). Sin embargo, en estudios més recientes
se ha eliminado el uso exclusivo de la yema de huevo, y
ademds se ha demostrado el potencial uso del Triladyl™
combinado con antioxidantes para mejorar la calidad se-
minal posdescongelacién (20), mientras que se pueden
evitar los riesgos sanitarios relacionados con el uso de
productos biolégicos, como la yema de huevo (21,22). El
objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto sobre
la calidad espermatica de tres substancias antioxidantes
(50 uM de trolox/10° espermatozoides, SO pg de catala-
sa/ml de eyaculado y cisteamina S mM) en una base de
diluyente comercial Triladyl™, en condiciones de refri-
geracién y congelacion/descongelacion en semen ovino.

MATERIALES Y METODOS
Agentes quimicos y medios
Los componentes quimicos usados en este estudio,
como catalasa (C9322), trolox (238813), cisteamina

(C9322) y otros medios de evaluacién, fueron obteni-
dos de Sigma-Aldrich Chemicals (Sigma-Aldrich, Inc.).
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Animales y colecta seminal

El estudio se realiz6 con machos ovinos de 3-4 afios de
edad de tres diferentes razas (hampshire, romney marsh
y criollo), que se encontraban con una condicién corpo-
ral de 3 a 3,5, salud adecuada y en las mismas condicio-
nes nutricionales (pastoreo en Pennisetum clandestinum
y L. multiflorum, suplemento concentrado 400 g, silo de
maiz 300 g y sal mineralizada 100 g). Fueron alojados
en el Centro de Investigacion, Desarrollo y Extensién
Ovino del Centro Agropecuario Marengo, ubicado en
Mosquera, Cundinamarca, que pertenece a la Univer-
sidad Nacional de Colombia, sede Bogotd. Se obtuvo
semen de 6 machos por el método de vagina artificial,
basado en el protocolo de colecta aprobado por el Comi-
té de Bioética de la Facultad de Medicina Veterinaria y
de Zootecnia, de la Universidad Nacional de Colombia
(CB-074-2014). Dos colectas consecutivas por machos
fueron utilizadas (23,24), e inmediatamente después de
la colecta el semen se conservo en baiio de Mariaa 35°C
aproximadamente, por un tiempo alrededor de 15 min
mientras se realizaba la evaluacion del semen fresco.

Evaluacion del semen

Inmediatamente después de la colecta, se evalud el vo-
lumen del eyaculado en tubos cénicos graduados con
aforo cada 0,1 ml. Las caracteristicas espermadticas mi-
croscépicas se evaluaron mediante el uso de un sistema
computarizado de anilisis seminal (IVOS 1% Hamilton
Thorne Research, Beverly, MA), bajo la configuracién
Ovino Viadent 10X NH CM040GE, que captura 31 fo-
togramas por segundo y evalda la motilidad progresiva,
la motilidad total, la concentracion espermatica, los pa-
rametros de cinemadtica, la normalidad morfolégica y la
viabilidad, con base en los pardmetros de configuracién
para ovino (tabla 1). Una muestra del semen fue dilui-
da hasta garantizar una concentracién final de 40X106
spz/ml, en un medio de mantenimiento espermatico
llamado medio fosfato-HEPES-sucrosa, que fue com-
puesto por sacarosa 10%, HEPES 1%, sodio-fosfato
monobésico 0,5 My EGTA 100 mm (25), a una tempe-
ratura de 37 °C.

Tabla 1. Pardmetros de configuracion del sistema
computarizado para Ovino Viadent 10X NH CM040GE

Parametros Valor
Recuento de fotogramas 31
Velocidad de captura del fotograma (Hz) 0,6
STR progresivo (%) 80
VAP progresivo (um/s) 50

Tipo de Iluminacién Fluorescente

Recuento total minimo 200

No viable

Espermatozoide fluorescente al Viadent

Fuente: elaboracién propia

Se implementé una tincién (Viadent) de biz-benzimida
trihidroclorudo (Hoeschst 33259, pug/ml), para determi-
nar la vitalidad de la muestra, ya que este compuesto pe-
netra unicamente las membranas danadas y se adhiere
al ADN, emitiendo fluorescencia. Un total de 50 pl de
la dilucién previamente realizada (1:75) fueron mezcla-
dos con 50 pl de la solucién Viadent, y se dej6 en incuba-
cién en condiciones de oscuridad durante 2 min a 37 °C.
Inmediatamente después, una muestra de 3 pl fue car-
gada en una de las léminas Leja® de 4 cdmaras, con una
profundidad de 20 pym. Para cada muestra se evaluaron
en promedio 5 campos ubicados en el reticulo central de
la cdmara, y se contaron en promedio 340 células por
muestra. La opcién Viadent en el sistema IVOS ITusaluz
visible (luz azul de emisién de diodo) para determinar el
namero de células no-viables en cada campo evaluado.

Dilucién de semen y enfriamiento

Unicamente los eyaculados que cumplieron con el cri-
terio de satisfactorio en fresco basados en la tabla de
evaluacion de la sociedad americana de teriogenologia
fueron considerados en el experimento, ademads de te-
ner un volumen superior a 1 ml (tabla 2). Solo uno de
los machos colectados no cumplié con el volumen sufi-
ciente, ya que su eyaculado fue solo de 1 ml. Paralabase

ITM

del diluyente se utiliz6 Triladyl™ en su forma comercial.
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Tabla 2. Parametros de clasificacién adaptados de Kasimanickam et al. (2006)

Pardmetro Satisfactorio (%) Cuestionable (%) Insatisfactorio (%)
Motilidad* >30 10-30 <10
Normalidad morfolégica* >70 30-70 <30

Fuente: elaboracién propia

El eyaculado de cada macho fue puesto en cuatro dife-
rentes alicuotas a las que se les adicion6 con la base del
diluyente 50 puM de trolox/10® espermatozoides, S0 pg
de catalasa/ml de eyaculado y cisteamina S mM. La di-
lucién se realizé a 37 °C y se inicié con una curva de
disminucién de la temperatura y equilibrio de 3 °C cada
15 min hasta los 5 °C, que fue cuando se realizé la pri-
mera evaluacién seminal del semen frio. Para continuar
con la congelacidn, las alicuotas de cada tratamiento se
dejaron en vapores de nitrégeno a una altura de S cm
durante 10 min, y posteriormente se sumergieron en ni-
trégeno liquido y se conservaron hasta su evaluacién.
Para descongelar las alicuotas se mantuvo cada una de
estas en bano de Maria a 37 °C durante 30 s, y se evalud
inmediatamente.

Andlisis estadistico

Se realiz6 un andlisis de ANOVA a un factor, en el que
el factor de clasificacién es el tratamiento con cuatro ni-

veles (control, trolox, catalasa, cisteamina). Parala com-
paracién de medias se realiz6 una prueba de Bonferroni
con un alfa de 0,001. Los analisis se realizaron con el
programa de analisis estadistico SPSS version 24.

RESULTADOS

Se colect6 eyaculado de 6 animales que cumplian con
los requerimientos satisfactorios basados en los pari-
metros dela Sociedad Americana de Teriogenologia. En
la tabla 3 se resumen los pardmetros de calidad en fresco
obtenidos para cada uno de los animales. Se seleccioné
el eyaculado de 5 de los machos que cumplieron con los
criterios de motilidad, normalidad morfolégica (tabla 2)
y volumen superior a 1 ml.

Tabla 3. Evaluacién de calidad espermatica para los 6 machos ovinos implementados

Nir:ien:(;ld € Volumen (ml) C;?gse 2;3%? Motilidad (%) Progresiva (%) Vitalidad (%) r’;‘g:%?ggiacg
1104 15 2473,31 61,6 46,9 88,9 92,5
2101 2,3 2996,02 85,3 55,5 95,7 81,1
2109 13 2717,14 88,3 71,6 96,5 92,7
2210 1 1614,88 747 46,1 95,7 75,3
3104 12 3403,99 86,3 60,9 96,4 97,2
3107 11 3200,01 83,5 63,3 92,4 954

Fuente: elaboracién propia
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En la evaluacion de la calidad espermdtica para los tra-
tamientos en condiciones de precongelacién (S °C), se
evidenciaron diferencias (p < 0,001) para motilidad to-
tal y progresiva y para viabilidad entre tratamientos.

Se observé que S0 uM de trolox/10® SPZ y 50 pg de ca-
talasa/ml tienen la capacidad de mantener valores signi-
ficativamente superiores (p < 0,05) de motilidad total y
motilidad progresiva, comparados con los tratamientos
control o la adicién de S mM de cisteamina. En relacion
con la evaluacion de la viabilidad, el control y la adicién
de 50 pg de catalasas, se present6 un porcentaje de célu-
las viables superior al 75 %, lo que indica que, a pesar de
observar diminucién en la motilidad celular, la curva de
enfriamiento afectd aproximadamente el 18 % de las cé-
lulas, que es un valor de viabilidad aceptable. Respecto
al tratamiento con adicién de cisteamina, la viabilidad

disminuy¢ significativamente comparada con los otros
tratamientos (tabla 4).

Después de la congelacion se realizé la evaluacion de
calidad espermaitica para los mismos pardmetros y se
observaron diferencias (p < 0,001) entre tratamientos
para todas las variables de calidad posdescongelacion.

Eluso de S mM de cisteamina tuvo efectos negativos so-
brela calidad espermadtica de semen ovino criopreserva-
do, y mostr¢ incluso valores menores comparados con
los del tratamiento control. Con respecto ala adicion de
troloxy catalasa, se observé que tienen un efecto positi-
vo en el mantenimiento de la calidad espermatica pos-
descongelacion, pero la adicién de 50 uM de trolox/10°
SPZ presenta mejor progresividad comparada con la
adicion de catalasa.

Tabla 4. Evaluacion de la calidad espermatica para los tratamientos a 5 °C (n = 5)

Tratamiento

Motilidad total

Progresividad

Viabilidad

Control 51,4 +2,38579 24,8 +1,66343a 75,2 +1,44914°
Trolox [50uM] 64,26 +0,32801b 47,26 +0,75007b 72,7+8,23025a b
Catalasa [50pg] 55,54 + 0,85942ab 44,32 +1,13287b 75,42 + 4,19886°

Cisteamina [5uM]

33,98 +1,33918¢

24,78 +0,90686a

50,74 + b5,18542

Los datos se presentan como medias * error estindar; a, b, ¢ = diferentes entre fila representan diferencias entre tratamientos.

Fuente: elaboracién propia

Tabla 5. Evaluacién de la calidad espermatica para los tratamientos posdescongelacion (n =5)

Tratamiento Motilidad total Progresividad Viabilidad
Control 48,91 +1,36915° 27,95+ 0,93439° 47,71+0,80146°
Trolox (50 pM) 67,60 +1,91812° 50,87 +2,58457° 66,97 +2,25732°
Catalasa (50 pg) 63,47 +3,40791° 38,88 +2,31831°¢ 61,16 +4,31969°

Cisteamina (5 uM)

26,44 +1,13016°

16,43 + 1,49741¢

25,75+1,51136°

Los datos se presentan como medias * error estindar; a, b, c = diferentes entre fila representan diferencias entre tratamientos.

Fuente: elaboracién propia

106 Rev. Med. Vet. ISSN 0122-9354 ISSNe 2389-8526: Bogota (Colombia) N° 38: 101-109, enero-junio del 2019




Efecto de la adicion de antioxidantes en los diluyentes para la preservacion de semen ovino

DiscusION

El uso de compuestos como el trolox y la catalasa tuvo
un efecto positivo para mantener las caracteristicas de
motilidad y viabilidad en la célula espermatica del pre-
sente estudio, tanto en los procesos de precongelaciéon
como en los de poscongelacion. Resultados similares
obtuvo Maia et al. (14) al demostrar que la adicion de
antioxidantes como la catalasa durante procesos de
congelacién evita la peroxidacion lipidica, pero el uso
de diluyentes con trolox y trolox + catalasa reduce la
produccién de ROS, y en consecuencia tiene un mayor
efecto sobre la motilidad total y progresiva yla vitalidad
(14). Contradictoriamente, estos resultados difieren en
ovinos cuando a una temperatura de 15 °C se adicionan
antioxidantes como el trolox (en tres niveles de adicién
0,2; 1 y S mM) y que al ser comparados con glutation
(GSH) afectan negativamente la calidad espermiti-
ca del semen ovino (26). Con el uso de otro diluyente
de congelacidn, que contenia glicerol al 4%, los resul-
tados fueron completamente diferentes, y una adicién
de 1 mM trolox presenta mejoras en la calidad esperma-
tica mientras la adicién de 1 mM cisteamina no tiene
mejoras y, por el contrario, empobrecié el resultado de
calidad (27). La interaccién entre los antioxidantes adi-
cionados y la base del diluyente es un factor que se debe
tener en cuenta al momento de evaluar el efecto de la
suplementacion con antioxidantes.

El papel de la cisteamina no tuvo resultados positivos
frente alas variables de calidad espermética; por el con-
trario, en el tratamiento control se observé mejores re-
sultados. Sin embargo, no se descarta la posibilidad de
seguir utilizando esta sustancia antioxidante, siempre
y cuando se utilicen otras concentraciones como lo su-
gieren Mata-Campuzano et al. (27), que demostraron
que los tratamientos con este antioxidante disminuyen
la motilidad de la célula, pero pueden aumentar la vita-
lidad cuando se usan con diferentes tipos de diluyentes
a base de lecitina de soya. Otros estudios han utilizado
cisteamina durante procesos de congelacién, teniendo
en cuentala concentraciény el paso dela congelacién en
el que se debe agregar la enzima al diluyente. Sepulveda
et al. (28) demostraron que durante la curva de enfria-

miento se presentan mejores resultados para motilidad
y viabilidad si se agregan los antioxidantes cuando el se-
men estd a 10 °C, frente a si se agregan desde el inicio
dela curva.

Los antioxidantes trolox y catalasa y las concentracio-
nes utilizadas como aditivo en el diluyente comercial
Tryladil™ para procesos de refrigeracion y congelacion
de semen son opciones para mejorar y mantener las va-
riables de calidad espermadtica, teniendo en cuenta la
produccién de ROS y la peroxidacién lipidica que se
producen en estos procesos y sus efectos sobre la fun-
cionalidad de la célula. Se recomienda evaluar nuevas
concentraciones de cisteamina como uso alternativo
de otras sustancias antioxidantes dentro de la prepara-
cion de diluyentes para la congelacidn, y asi determinar
si tiene o no un efecto positivo durante los procesos de
congelacion. Se debe evaluarla interaccién entre el dilu-
yente, la concentracién de antioxidantes y la concentra-

cién celular para la congelacion de semen ovino.

CONCLUSIONES

Los efectos perjudiciales del proceso de refrigeracién y
congelacion sobre las variables de motilidad y viabilidad
espermdtica del semen ovino pueden ser contrarresta-
dos conla adicion de componentes antioxidantes en una
base de diluyente como el Triladyl™. Los resultados de
este estudio demuestran que la adicién de 50 uM de tro-
lox/10® espermatozoides y de 50 pg de catalasa/ml de
semen mejora la motilidad total y progresiva del semen
ovino refrigerado a S °C y la viabilidad en semen conge-
lado/descongelado. Estos resultados deben confirmarse
con ensayos de fertilidad in vitro e in vivo, y son lineas im-
portantes de investigacion para impulsar el desarrollo de
la industria reproductiva en la raza ovina en Colombia.
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