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SUMMARY
Background: The fertility of the flock depends largely on the male, so the selection of studs with high genetic potential
and good semen quality is essential. The frequency of collection directly influences sperm parameters such as volume,
concentration, motility, and viability, with variations depending on species and breed. Objective: To evaluate the
effects of the number and frequency of ejaculate collection on pre- and post-freezing semen characteristics in Katahdin
sheep. Methodology: Fifteen one-year-old males were used, divided into three groups according to collection
frequency: high (every 2 days), medium (every 4 days), and low (every 8 days). Semen parameters such as volume,
motility, concentration, vitality, and DNA fragmentation were analyzed in both fresh and post-thaw semen. Results:
Motility was significantly lower in the high frequency group (67.4 + 6.5%) compared to the medium (73.9 + 6.0%)
and low (72.3 + 8.7%) frequency groups (p < 0.05), with no differences between the latter two groups. Sperm
concentration decreased in the high frequency group (3001.66 = 709.7 * 10%/mL) compared to the medium (4024.15 +
595.1 * 10%mL) and low (4035.44 + 420.7 * 10mL) frequency groups (p < 0.05). Vitality was lower in the high
frequency (72.6 + 6.5%) compared to the medium (78.6 +4.7%) and low (78.3 = 5.9%) (p <0.05). DNA fragmentation
increased in the second ejaculate of the high frequency group (16.3 + 4.2%) compared to the medium (11.5 + 3.7%)
and low (10.4 + 2.8%) frequency groups (p < 0.05). After cryopreservation, motility of the second ejaculate was lower
in the high frequency group (39.2 + 6.3%) compared to the medium (45.7 + 5.9%) and low (46.3 + 5.2%) frequency
groups (p < 0.05). Implications: High collection frequency reduces semen quality in Katahdin sheep, negatively
affecting critical parameters such as motility, concentration, vitality, and DNA stability. Optimizing extraction
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frequency not only promotes semen preservation and reproductive program efficiency, but also contributes to animal
welfare by avoiding excessive collections that compromise semen quality. Conclusion: Collection frequency and
number of ejaculates significantly influence semen quality in Katahdin sheep. Too frequent collections decrease sperm
motility, concentration, and vitality, in addition to increasing DNA fragmentation, especially in the second ejaculate.
Key words: Seminal parameters; Katahdin sheep; DNA fragmentation; cryopreservation.

RESUMEN

Antecedentes: La fertilidad del rebafio depende en gran medida del macho, por lo que la seleccion de sementales con
alto potencial genético y buena calidad seminal resulta fundamental. La frecuencia de colecta influye directamente en
parametros espermaticos como volumen, concentracion, motilidad y viabilidad, con variaciones seglin especie y raza.
Objetivo: Evaluar los efectos del nimero y la frecuencia de extraccion de eyaculados sobre las caracteristicas
seminales pre y post congelacion en ovinos de raza Katahdin. Metodologia: Se emplearon 15 machos de un afio,
distribuidos en tres grupos de acuerdo con la frecuencia de colecta: alta (cada 2 dias), media (cada 4 dias) y baja (cada
8 dias). Se analizaron pardmetros seminales como volumen, motilidad, concentracion, vitalidad y fragmentacion del
ADN, tanto en semen fresco como post-descongelacion. Resultados: La motilidad fue significativamente menor en la
frecuencia alta (67.4 + 6.5%) respecto a la media (73.9 = 6.0%) y baja (72.3 £ 8.7%) (p < 0.05), sin diferencias entre
estas ultimas. La concentracion espermatica disminuyd en la frecuencia alta (3001.66 £ 709.7 * 109mL) comparada
con media (4024.15 + 595.1 * 10%mL) y baja (4035.44 + 420.7 * 10°mL) (p < 0.05). La vitalidad fue menor en la
frecuencia alta (72.6 + 6.5%) frente a la media (78.6 = 4.7%) y baja (78.3 £ 5.9%) (p < 0.05). La fragmentacion de
ADN aument? en el segundo eyaculado de la frecuencia alta (16.3 + 4.2%) en comparacion con media (11.5 £+ 3.7%)
y baja (10.4 £2.8%) (p <0.05). Tras la criopreservacion, la motilidad del segundo eyaculado fue menor en la frecuencia
alta (39.2 + 6.3%) respecto a media (45.7 + 5.9%) y baja (46.3 £ 5.2%) (p < 0.05). Implicaciones: La alta frecuencia
de colecta reduce la calidad seminal en ovinos Katahdin, afectando negativamente parametros criticos como motilidad,
concentracion, vitalidad y estabilidad del ADN. La optimizacion de la frecuencia de extraccion no solo favorece la
conservacion del semen y la eficiencia de los programas reproductivos, sino que también contribuye al bienestar animal
al evitar colectas excesivas que comprometan la calidad seminal. Conclusién: La frecuencia de extraccion y el nimero
de eyaculados influyen de manera significativa en la calidad seminal de los ovinos Katahdin. Colectas demasiado
frecuentes disminuyen motilidad, concentracion y vitalidad espermatica, ademds de incrementar la fragmentacion del
ADN, especialmente en el segundo eyaculado.

Palabras clave: Parametros seminales; ovinos Katahdin; fragmentacion de ADN; crioconservacion.

INTRODUCCION

La inseminacion artificial (IA) es una biotecnologia
ampliamente utilizada a nivel mundial para mejorar la
eficiencia reproductiva en diversas especies de
produccion, incluyendo los ovinos (Thiangthientham
et al., 2020). La expansion de su uso en la produccion
ovina requiere la generacion de conocimientos
adaptados tanto a las razas implicadas como a los
sistemas de produccion de pequefios rumiantes (Souza-
Fabjan et al., 2023), dado que la fertilidad del rebafio
depende en 50% del macho. Un solo eyaculado puede
utilizarse para inseminar a multiples ovejas, por lo que
la seleccion de los reproductores es un requisito
fundamental para garantizar buena productividad. El
semental elegido debe poseer alto potencial genético,
buena libido y producir semen de alta calidad en las
colectas rutinarias (Schenk, 2018), ya que la
produccion espermatica es un factor critico que limita
el uso prolongado de los sementales (Anel et al., 2005).
La frecuencia de colecta de semen es uno de los
factores mas relevantes que influyen en la calidad de
las muestras, como se ha observado en diferentes
especies: ovinos (Yotov et al., 2011), bovinos (Rashid
et al., 2015), caprinos (Strzezek et al., 2000),
dromedarios (Al-Bulushi et al., 2018), caninos

(Salvado et al., 2024) y pavos (Ezike et al., 2021). En
ovinos de la raza Ile de France, se ha reportado una
correlacion negativa entre volumen y concentracion
espermatica, asi como un aumento en la motilidad en
el tercer eyaculado tras colectas consecutivas con
intervalos de 30 minutos (Kistanova et al., 2007).
Asimismo, la composicion del plasma seminal puede
verse afectada por la frecuencia de las colectas (Kaya
et al., 2002), lo que influye en la calidad espermatica
durante la conservacion (Ramirez-Vasquez et al.,
2019). En ovinos de lana, un aumento en la frecuencia
de eyaculacion ha mostrado reducir todas las variables
seminales (Kaya et al., 2002). En machos cabrios, las
eyaculaciones repetidas provocan una disminucion del
volumen y la concentracion espermatica, ademas de un
incremento en el numero de espermatozoides
anormales a medida que se incrementa la frecuencia de
extraccion (Oyeyemi et al., 2000). Se ha observado
que el volumen, la concentracion y motilidad
espermatica, asi como el porcentaje de
espermatozoides vivos, son mayores cuando las
colectas se realizan una vez por semana en
comparacion con aquellas realizadas cuatro veces por
semana (Iheukwumere, 2008). Estos hallazgos
destacan la necesidad de generar evidencia especifica
para razas como Katahdin, que han cobrado
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protagonismo en los sistemas de produccion de carne
ovina, particularmente en regiones tropicales y
subtropicales (Chay-Canul ez al., 2019). Determinar la
frecuencia y el niimero Optimo de colectas no solo
contribuye a preservar la calidad espermatica, sino que
también tiene implicaciones directas en el nimero de
dosis viables, la eficiencia de los programas de IA y la
rentabilidad de las unidades de produccion. Por lo
tanto, la evaluacion de estos factores es crucial, ya que
afectan directamente los parametros seminales, los
cuales determinan el numero de dosis producidas, la
calidad del semen para su crioconservacion y su
posterior uso. En este contexto, el presente estudio
tiene como objetivo evaluar los efectos del nimero y
la frecuencia de extraccion de eyaculados sobre las
caracteristicas seminales pre y post congelacion en
ovinos de la raza Katahdin

MATERIALES Y METODOS
Ubicacion

El presente estudio se realizd en el laboratorio de
Biotecnologia de la reproduccion localizado en la
Universidad del Papaloapan campus Tuxtepec,
ubicada en el circuito Central No. 200, Col. Parque
Industrial. Ubicada en la Region Cuenca del
Papaloapan, en las coordenadas Latitud Norte
18°04'52" y, Latitud Oeste 96°07'07", a una altura de
20 metros sobre el nivel del mar (INEGI, 2015).

Animales

Se utilizaron 15 reproductores ovinos de la raza
Katahdin, con un peso promedio de 90 + 5.0 kg y una
edad aproximada de 12 + 0.3 meses. Los animales
fueron distribuidos en tres tratamientos (n=5) segun el
intervalo de colecta: alta (cada 2 dias), media (cada 4
dias) y baja (cada 8 dias). En cada una de las sesiones
de colecta, se obtuvieron dos eyaculados consecutivos
por animal, con el fin de evaluar los efectos del nimero
de eyaculado (primero y segundo) en combinacion con
la frecuencia de extracciéon. Durante la fase
experimental (120 dias), permanecieron estabulados y
fueron alimentados con dieta de mantenimiento basada
en alimento comercial, forraje (Digitaria decumbes) y
agua a ad libitum.

Colecta del eyaculado

Las muestras de semen fueron obtenidas mediante la
técnica de vagina artificial, en un entorno controlado,
limpio y libre de polvo. Como estimulo para la colecta,
se utilizd una hembra previamente estrogenizada para
inducir la respuesta del macho.
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Evaluacion de la calidad seminal

Se evaluaron los siguientes criterios macro y
microscopicos:

Volumen, pH y color

El volumen de semen se midi6 directamente del tubo
graduado utilizado en la colecta. El pH se determiné
con tiras indicadoras de pH (papel de fenolftaleina) y
el color del semen se evalud por apariencia visual de
acuerdo con los criterios descritos por Jha et al. (2013).

Motilidad

La motilidad masal se evalu6é depositando 5 pL de
semen fresco sobre un portaobjetos, el cual se colocod
en la platina térmica a 37 C. Posteriormente, cada
muestra fue observada con el objetivo 20X en el
sistema de analisis espermatico computarizado
(CASA) ISAS® v1 Proiser, observando cuatro campos
para cada una de las muestras.

Concentracion

La concentracion espermatica se determind mediante
una dilucion 1:200 (semen:agua destilada) en
microtubos de 1.0 mL, dejando reposar la mezcla
durante 30 minutos. Posteriormente, se colocaron 18
puL de la diluciéon en una camara de Neubauer y se
observaron cuatro campos por muestra con el objetivo
20X en el sistema de analisis espermatico
computarizado CASA ISAS® vl (Proiser). La
concentracion fue expresada en millones de
espermatozoides por mililitro (x10°6
espermatozoides/mL). Para cada muestra, se calcul6 el
promedio de los cuatro campos observados y dicho
valor fue utilizado para el analisis estadistico.

Vitalidad

La vitalidad espermatica se evalud mediante tincion
con SYBR-14 y yoduro de propidio (PI), de acuerdo
con la técnica descrita por Garner y Johnson (1995). Se
diluyeron 10 puL de semen en 100 pL de solucion salina
tamponada con fosfatos (PBS), seguido de la adicion
de 1 pL de SYBR-14. La mezcla se incubo a 37 °C
durante 10 minutos en oscuridad. Posteriormente, se
afiadieron 2 pL de PI, se homogenizo y se dejo actuar
durante 3 minutos. Finalmente, la muestra se coloco en
un portaobjetos con cubreobjetos y se analizé en modo
fluorescencia utilizando filtros especificos en el
sistema ISAS® vl1. Los espermatozoides vivos se
visualizaron en color verde y los muertos en rojo. La
vitalidad se expres6 como porcentaje (%) de
espermatozoides vivos respecto al total de
espermatozoides evaluados.



Tropical and Subtropical Agroecosystems 28 (2025): Art. No. 142

Fragmentacion de ADN

El porcentaje de fragmentacion del ADN
espermatico se determin6 mediante una dilucién
1:10 (semen:solucién salina). Posteriormente, la
muestra fue fijada y conservada en solucion de
Carnoy durante 48 horas. Transcurrido ese
tiempo, se permitio el secado al aire durante 10
minutos. Las muestras fueron entonces
sumergidas durante 5 minutos en una solucion de
tincion compuesta por naranja de acridina (0.19
mg/mL), acido citrico (79 mM) y fosfato de sodio
monohidratado (126 mM). Finalizada la tincion,
las preparaciones se lavaron con agua destilada y
se evaluaron de inmediato en el sistema CASA
ISAS® vl (Proiser), utilizando el modulo
correspondiente para analisis de fragmentacion.
Los espermatozoides con ADN intacto se
visualizaron en color verde, mientras que aquellos
con fragmentacion se observaron en rojo.

Dilucién y criopreservacion

El semen fue diluido en Triladyl® y envasado en
pajillas de 0.5 mL con una concentracion de 200 * 10°
espermatozoides. Posteriormente, las pajillas fueron
selladas con polivinilo y equilibradas a 5 °C durante 4
horas para permitir la adaptacion al crioprotector.
Transcurrido este tiempo, se colocaron
horizontalmente sobre una rejilla dentro de una nevera
de poliestireno, a 5 cm por encima del nivel del
nitrégeno liquido, durante 10 minutos. Finalmente, las
pajillas fueron sumergidas en nitrogeno liquido (—
196 °C) para su almacenamiento. Las muestras fueron
almacenadas durante un periodo aproximado de 120
dias antes de su evaluacion. Para la descongelacion, las
pajillas fueron extraidas del nitrogeno liquido y
colocadas en un bafio de agua a 37 °C durante 30 s.
Posteriormente, el contenido fue recuperado para
realizar los analisis post-descongelacion.
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Analisis estadistico

El analisis estadistico se realiz6 mediante un disefio
factorial 3 x2: frecuencia de extraccion del semen
(alta, media y baja) y nimero de eyaculados por sesion
(primero y segundo), generando seis tratamientos
experimentales. Para evaluar los efectos principales y
su interaccion sobre los parametros seminales, se
aplicé un analisis de varianza de dos vias (ANOVA),
para tal efecto, las variables expresadas en porcentaje
(motilidad, vitalidad y fragmentacion de ADN) fueron
transformadas mediante la funcion arcoseno de la raiz
cuadrada, con el fin de cumplir con los supuestos de
normalidad y homogeneidad de varianzas, los cuales
fueron verificados mediante las pruebas de Shapiro-
Wilk y Levene, respectivamente (p > 0.05). Para las
comparaciones multiples se utiliz6 la prueba de Tukey.
Todos los anadlisis estadisticos se realizaron en el
software SPSS version 26 (IBM Corp., Armonk, NY,
USA), y los resultados se presentan en su escala
original (porcentaje)

RESULTADOS

El volumen, pH y color de los eyaculados se presenta
en la Tabla 1. No se observaron diferencias
significativas en el volumen entre frecuencias de
extraccion media y baja para el primer y segundo
eyaculado. Sin embargo, El segundo eyaculado, en la
frecuencia alta, presentd un volumen
significativamente menor en comparacion con el
primero (p < 0.05). Los valores de pH se mantuvieron
dentro del rango de 7.0 a 7.3, sin diferencias
significativas entre el primer y segundo eyaculado, ni
entre las frecuencias de extraccion (p> 0.05). La alta
frecuencia mostrd diferencias significativas en el color
del eyaculado entre el primer y segundo eyaculado (2.8
+ 0.73 vs. 2.4 £ 0.34; p<0.05), indicando tonalidad
menos concentrada en el segundo eyaculado. En las
frecuencias media y baja, los valores oscilaron entre
3.8 y 4.0, correspondientes a tonalidades blanco-
lechosas o cremosas, sin diferencias significativas
entre eyaculados (p> 0.05).

Tabla 1. Analisis de parametros macroscopicos asociados al nimero y frecuencia de eyaculados en ovinos

Katahdin.
Parametro Frecuencia de extraccion del eyaculado
Alta Media Baja
Numero de eyaculado
ler 2do ler 2do ler 2do
Volumen (mL)  0.90 £0.48*4 0.75+0.25°4 0.84+0.35** 0.89+0.31* 0.80+0.32* 0.80+0.28*
pH 73£041% 7.2+0.224 7.1£0.77%4 7.3£0.43% 7.1+0.71%4 7.0+0.31%
Color 2.8+£0.73%8 2.5+£0.34%8 3.9+£0984 3.8=+0.584 4.0£0.04 3.9 £0.65*

ab: indican diferencia significativa entre nimero de eyaculados (p<0.05).

AB:indica diferencia significativa entre las frecuencias de extraccion (p<0.05).

Color: 1 = acuoso, 2 = blanco, 3 = blanco lechoso, 4 = blanco cremoso; 0 indica color anormal (presencia de sangre).
+: valores expresados como media + desviacion estandar (DE).

4
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El andlisis de la calidad espermdtica en ovinos
Katahdin (Tabla 2) muestra que la frecuencia de
extraccion del eyaculado y el nimero de eyaculados
afectan significativamente los parametros seminales.
La motilidad disminuye en el segundo eyaculado en
todas las frecuencias, siendo mas pronunciada en la
alta frecuencia (p < 0.05). La concentracion
espermatica es mayor en la frecuencia baja y menor en
el alta, con reduccion significativa en el segundo
eyaculado, lo que sugiere agotamiento de
espermatozoides con la extraccion frecuente (p <
0.05). La vitalidad espermatica se mantiene similar en
las frecuencia media y baja, pero disminuye
significativamente en la alta frecuencia (p < 0.05), lo
que indica mayor deterioro celular. La fragmentacion
del ADN es mas alta en la frecuencia alta, tanto en el
primer como en el segundo eyaculado, y menor en la
baja frecuencia, con diferencias significativas entre las
frecuencias de extraccion (p < 0.05).

El andlisis de la calidad espermatica post-
descongelacion en ovinos Katahdin (Tabla 3) muestra
que la frecuencia de extracciéon y el numero de
eyaculados afectan significativamente la motilidad y
vitalidad espermatica (p<0.05), pero no la
fragmentacion del ADN. En la frecuencia de
extraccion alta, el segundo eyaculado presentod
reduccion significativa en motilidad y vitalidad
(p<0.05), evidenciando deterioro en la calidad
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espermatica. En contraste, en la frecuencia de
extracion media y baja, la motilidad y vitalidad se
mantuvieron estables entre el primer y segundo
eyaculado (p=>0.05). La fragmentacion del ADN
espermatico no mostrd variaciones significativas entre
los tratamientos, con valores entre 28.7% y 33.7%
(p=0.05).

DISCUSION

El volumen del eyaculado es parametro clave en la
evaluacion de la calidad seminal y el rendimiento
reproductivo de los machos (Ax et al., 2000). En el
presente estudio, los valores registrados oscilaron entre
0.75 y 0.90 mL, independientemente del nimero de
eyaculados, ubicandose dentro del rango reportado en
diferentes razas ovinas (0.45 a 0.94 mL) (Pankaj et al.,
2018). El volumen promedio fue de 0.80 mlL,
concordando con los hallazgos de Sharmin et al.
(2021) en ovinos con edades entre 291 dias y 350 dias.
Sin embargo, estos valores difieren de los reportados
por Cardenas-Gallegos et al. (2012) (0.60 mL),
Chacén ef al. (2019) (0.70 mL) y Carrascal-Triana et
al. (2023) (0.45 mL) en ovinos de la raza Katahdin,
este comportamiento puede atribuirse al desarrollo
progresivo de los testiculos y las glandulas accesorias,
asi como a la activacion y estabilizacion del eje
hipotalamo-hip6fisis-gonadas. Durante las etapas
iniciales de desarrollo (<1 afio), los animales presentan

Tabla 2. Efecto de la frecuencia de extraccion y el nimero de eyaculados sobre parametros de calidad

espermatica en ovinos Katahdin.

Parametro Frecuencia de extraccion del eyaculado
Alta Media Baja
Nimero de eyaculado
ler 2do ler 2do ler 2do
Motilidad (%) 76.7+57%  674+65"  793+74%  739+6.0% 75.8 £7.7% 72.3 +£8.7%
CE (x10°/mL) 3523 +428*® 3001+ 709°C 3829+3648 3700+ 697°® 4265.86+484* 4024 + 5958
Vitalidad (%) 73.0£6.1% 66759  773+4.0  76.1+£4.9% 78.8 £ 3.4 77.8 £ 6.4
F-ADN (%) 153+£42%  17.6+33% 11.8+28% 129+3.1%8 10.2 £ 3.2%8 10.9 +1.4%B

ab: indican diferencia significativa entre niimero de eyaculados (p<0.05).

AB: indica diferencia significativa entre las frecuencias de extraccion (p<0.05).
CE: Concentracion espermatica, F-AND: Fragmentacion de ADN.

+: valores expresados como media + desviacion estandar (DE).

Tabla 3. Efecto de la frecuencia de extraccion y el nimero de eyaculados sobre parametros de calidad

espermatica en ovinos Katahdin post descongelacion.

Parametro Frecuencia de extraccion del eyaculado
Alta Media Baja
Nuimero de eyaculado
ler 2do ler 2do ler 2do
Motilidad (%) 463+£52%  392+63% 512465  50.5+£4.3% 52.8+6.6% 49.3 + 4824
Vitalidad (%) 48.0+£6.1*4 35.6+7.7°B  522+51%%  50.1+£5.3* 499+ 534 52.8£4.73
F-ADN (%) 31.5+£33%  33.7+42%  208+47 28.7+ 6.3%A 30.0+4.1% 31.9 £5.6*

ab: indican diferencia significativa entre nimero de eyaculados (p<0.05).
AB:indica diferencia significativa entre las frecuencias de extraccion (p<0.05).
F-AND: Fragmentacion de ADN.

+: valores expresados como media =+ desviacion estandar (DE).

5
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desarrollo incompleto del tejido testicular, limitando la
produccién seminal y la calidad espermatica (Murphy
et al., 2018). En cuanto al volumen seminal
relacionado con el numero de eyaculados y la
frecuencia de extraccion, se observaron diferencias
significativas unicamente en la frecuencia alta. Estos
resultados concuerdan con los reportados por Rashid et
al. (2015), quienes evidenciaron que, en toros
sometidos a extracciones de alta (4 eyaculados
semanales) y baja frecuencia (2 eyaculados
semanales), el volumen del primer eyaculado fue
significativamente mayor que el del segundo (3.18 mL,
2.81 mL, respectivamente) en regimenes de alta
frecuencia. Asimismo, en ovinos sometidos a tres
eyaculaciones consecutivas con intervalos de 20 min,
bajo regimenes de alta (cada 3 dias) y baja frecuencia
(cada 8 dias), el volumen del eyaculado disminuy6
significativamente con el numero de eyaculados por
sesion, lo que sugiere mayor agotamiento de las
reservas seminales en condiciones de extraccion alta
(Ben-Moula et al., 2022). Por lo tanto, la alta
frecuencia de extraccion reduce el tiempo de
recuperacion de las reservas seminales en el epididimo
y las glandulas accesorias, lo que provoca disminucién
en el volumen del eyaculado en colectas consecutivas.
Por el contrario, la baja frecuencia permite mayor
acumulacion de fluidos seminales y espermatozoides,
favoreciendo mayor volumen por eyaculado (Taaffe et
al., 2022).

El pH como indicador de la acidez o alcalinidad del
espermatozoide, es rasgo importante en el analisis de
la calidad del semen en los mamiferos, es factor critico
que influye directamente en la motilidad espermatica.
Rango de pH 6.0 - 6.5 es Optimo para mantener la
motilidad y prolongar la viabilidad de los
espermatozoides, ya que favorece la eficiencia
metabodlica y la produccion de energia mediante la
respiracion mitocondrial. Fuera de este rango, tanto en
condiciones 4cidas como alcalinas la motilidad
disminuye significativamente, afectando la capacidad
de fertilizacion (Bortolov et al. 1980). Los valores
medios de pH obtenidos en el presente estudio, no
presentan diferencias significativas entre el nimero y
frecuencia de los eyaculados manteniendo nivel
constante de 7.1, valores que se encuentran dentro del
intervalo (5.6-7.0) reportado para algunas razas de
ovinos (Oloye et al., 2021; Pascal et al., 2023), estos
valores pueden ser debido al efecto de la época del afio
en la cual se realizan las colectas (primavera-verano),
ya que se ha demostrado que la temperatura ambiental
tiene correlacion positiva (r=0.73 - 0.83) con el pH del
semen, lo que indica que la temperatura ambiental
influye de manera directa sobre este parametro,
probablemente debido a que la temperatura puede
modificar la actividad metabolica de los
espermatozoides y las secreciones de las glandulas
accesorias, impactando la produccion de compuestos
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que regulan el pH, alterando su capacidad buffer y por
ende el pH (Zeidan, 1989).

El color del semen es indicador visual que puede
proporcionar informacion preliminar sobre la calidad
seminal y la fertilidad en animales reproductores.
Aunque es parametro subjetivo, su observacion junto
con analisis mas detallados puede ayudar a identificar
problemas o validar la calidad espermatica. En este
estudio, el semen presentd una coloracion que vario de
blanco a blanco lechoso, tonalidades consideradas
normales. de acuerdo con lo reportado por Evans y
Maxwell, (1987) y coincidiendo con lo reportado por
diversos autores en ovinos (Azizunnesa et al., 2013;
Pankaj et al., 2018). Sin embargo, la frecuencia de
extraccion intensiva tiende a aclarar el color del semen
debido a la mayor proporcion de plasma seminal.

La alta frecuencia de extraccioén reduce la motilidad,
concentracion y vitalidad espermatica, ademas de
aumentar el dafio en el ADN, mientras que una baja
frecuencia de extraccion preserva mejor la calidad
seminal. La disminucion de la concentracion
espermatica en el segundo eyaculado, particularmente
en la alta frecuencia, se puede atribuir a la rapida
deplecion de los espermatozoides almacenados en la
cola del epididimo (Preston ef al., 2001), ya que, la
espermatogénesis en ovinos dura aproximadamente 49
dias, seguida de un periodo de maduracion
epididimaria de 10 dias a 14 dias, lo que implica que la
extraccion frecuente reduce la disponibilidad de
espermatozoides maduros en los conductos
reproductivos (Yang et al., 2020). En toros Brahman,
se ha reportado que mayor numero de eyaculaciones
semanales reduce la concentracion espermatica debido
a la menor acumulacion de espermatozoides en el
epididimo (Rashid et al. 2015). En cabras, Omasanya
et al. (2021) evidenciaron que la concentracion
espermatica disminuye con la frecuencia de
eyaculacion debido a la menor cantidad de
espermatozoides disponibles en la reserva testicular y
epididimaria. Asimismo, Ben Moula et al. (2022)
reportaron que la extraccion frecuente reduce la
concentracion espermatica en ovinos, afectando la
eficiencia reproductiva.

La reduccién de la motilidad en el segundo eyaculado
en la frecuencia de extraccion alta puede estar
relacionada con menor disponibilidad de ATP
necesario para la activacion del flagelo (Yu et al,
2024), la motilidad espermatica depende del
metabolismo mitocondrial y del consumo de sustratos
energéticos como fructosa y piruvato, los cuales
pueden agotarse en condiciones de alta frecuencia de
extraccion (Foutouhi et al., 2022). Se ha reportado que,
en toros japoneses, el segundo eyaculado tiene menor
proporcion de espermatozoides de alta motilidad,
debido a la disminucién de reservas energéticas y a
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cambios en la estructura mitocondrial (Kanno et al.,
2017); ademas, que la concentracion de proteinas y
lipidos en el plasma seminal es crucial para mantener
la funcionalidad mitocondrial y que una mayor
frecuencia de extraccion reduce la disponibilidad de
estos componentes, afectando negativamente la
motilidad (Ben- Moula et al.,, 2022). Por su parte
Strzeiek et al. (1995) evidenciaron que mayor
frecuencia de extraccion en verracos disminuye la
actividad mitocondrial, reduciendo la capacidad de
desplazamiento de los espermatozoides.

La vitalidad espermatica se mantuvo relativamente
estable en frecuencia media y baja, pero disminuyd
significativamente en la alta frecuencia, lo que puede
explicarse por aumento en el estrés oxidativo. Los
espermatozoides  tienen  limitada  capacidad
antioxidante, lo que los hace particularmente
vulnerables a la peroxidacion lipidica inducida por
especies reactivas de oxigeno (ROS) generadas en el
epididimo y el plasma seminal (Bollwein et al., 2018).
En perros se ha observado que la extraccion frecuente
de semen genera aumento en la produccion de ROS,
reduciendo la viabilidad espermatica (Salvado et al.,
2024). Omasanya et al. (2021) también observaron que
la vitalidad espermatica disminuye con mayor
frecuencia de extraccion, lo que se asocia con la
acumulacion de peroxidacion lipidica en la membrana
espermatica. Strzeiek et al. (1995) encontraron que
mayor frecuencia de eyaculacion esta correlacionada
con aumento en la peroxidacion lipidica de la
membrana espermatica en verracos, comprometiendo
la integridad celular.

La mayor fragmentacion del ADN en el sistema
intensivo puede explicarse por proceso de apoptosis
acelerado y menor proteccion antioxidante en el
plasma seminal, durante la espermatogénesis, los
espermatozoides reemplazan sus histonas nucleares
por protaminas, lo que confiere estabilidad a la
cromatina. Sin embargo, este proceso puede verse
afectado por alta tasa de espermiacion inducida por la
extraccion frecuente (Mikhail et al., 2018). Los
espermatozoides con mayor fragmentacion del ADN
tienen menor motilidad y tasa de fecundacion en
ovinos (Shamiah et al., 2017), se ha reportado que alta
frecuencia de extraccion en verracos aumenta la
susceptibilidad del ADN espermatico al dafio
oxidativo, lo que sugiere relacion directa entre la tasa
de eyaculacion y la estabilidad cromatinica (Strzeiek et
al., 1995). Estos resultados coinciden con lo reportado
por Folkova et al. (2016), quienes evaluaron la calidad
del semen fresco y post-descongelado en perrros, en
relacion con dos extracciones en 24 h, demostrando
que la motilidad y viabilidad eran menores en el
segundo eyaculado, lo que sugiere disminucién en la
calidad espermatica cuando la frecuencia de extraccion
es elevada.
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En cuanto a la fragmentacién del ADN, el presente
estudio presenta valores entre 28.7% y 33.7%, sin
diferencias significativas entre los tratamientos. Esto
concuerda con lo reportado por Ribas-Maynou et al.
(2024) en bovinos, donde la criopreservacion generd
aumento significativo en las rupturas de cadena
sencilla del ADN espermatico (de 10.99% a 34.11%,
p<0.0001), mientras que las rupturas de doble cadena
no variaron significativamente. Esto sugiere que el
dafio se localiza en regiones de cromatina compactada
con protaminas, afectando la funcionalidad
espermatica. Sin embargo, En un estudio realizado en
bovinos por Prabowo et al. (2023) reportaron valores
mas bajos de fragmentacion de ADN (1.67%-1.72%),
lo que podria deberse a diferencias en especies y
protocolos de criopreservacion. El dafio al ADN
espermatico durante la congelacion estd relacionado
con cambios epigenéticos y protedmicos, lo que podria
tener efectos transgeneracionales en la descendencia
(Shahverdi et al., 2018). Los dafios observados en la
motilidad y vitalidad espermatica pueden estar
relacionados con el estrés oxidativo inducido por la
criopreservacion. Ozimic et al. (2023) destacaron que
el principal problema durante la criopreservacion es la
formacion de cristales de hielo intracelulares y el dafio
oxidativo, lo que afecta la integridad de membranas y
ADN. Estos resultados coinciden con los reportados en
este estudio, donde la motilidad y vitalidad
espermatica fueron significativamente menores en el
segundo eyaculado del régimen de alta frecuencia,
probablemente debido a mayor estrés celular.

El impacto de la frecuencia de extraccion en la calidad
espermatica también ha sido evaluado en otras
especies. Lechner er al. (2021) analizaron la
combinacion de dos eyaculados en caninos
recolectados con un intervalo de una hora, encontrando
que no hubo efectos negativos en la motilidad y
viabilidad espermatica post-descongelacion. Sin
embargo, en nuestro estudio en ovinos, el segundo
eyaculado mostr6 una reduccion significativa en estos
parametros en el régimen de alta frecuencia, lo que
sugiere que la respuesta espermatica a la frecuencia de
extraccion varia entre especies. Asimismo, Chungron
et al. (2019) indicaron que la criotolerancia del
esperma en pequefios rumiantes varia segin la
composicion lipidica de la membrana espermatica, lo
que podria explicar por qué ciertas técnicas de
criopreservacion no son igualmente efectivas en todas
las especies. Estos resultados respaldan esta idea, ya
que la fragmentacion del ADN no se vio afectada
significativamente, pero si la motilidad y vitalidad.

CONCLUSIONES

La frecuencia de extraccion y el nimero de eyaculados
influyen significativamente en la calidad seminal de
los ovinos Katahdin. La alta frecuencia de extraccion
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reduce la motilidad, concentracion y vitalidad
espermatica, ademas de aumentar la fragmentacion del
ADN, especialmente en el segundo eyaculado. En
contraste, las frecuencia media y baja preservan mejor
la calidad espermatica, manteniendo mayores valores
de motilidad y concentracion. Estos resultados
subrayan la importancia de establecer protocolos de
recoleccion adecuados para optimizar la calidad del
semen y su aplicacion en biotecnologias reproductivas.
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