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Resumen

El presente trabajo de investigacion tuvo como objetivo valorar semen congelado de Bos
taurus y Bos indicus utilizados en la produccion in vitro de embriones, las valoraciones
aplicadas a las pajuelas fueron de motilidad utilizando el sistema C.A.S.A (Computer
Assisted Sperm Analysis), viabilidad utilizando 15 pl de eosina-nigrosina e integridad
acrosomal con tincion preparada de Giemsa en relacién 1/10 (1 ml de tincion Giemsa 'y 9
ml de agua destilada). El presente estudio se ejecutd en el Laboratorio de Biotecnologia
Animal de la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE extensién Santo Domingo. Se
utilizaron pajillas de Bos taurus 8 afos criopreservadas y Bos indicus 10 afios en diluyente
AndroMed. El proyecto se realizé bajo un esquema de A x B conducido en DCA donde
los tratamientos fueron; T1: Bt35", T2: Bt60", T3: Bt80", T4: Bi35", T5: Bi60", T6: Bi80" a
los que se le realizaron 3 repeticiones por tratamiento. La interaccién raza x tiempo
estadisticamente fue significativo en viabilidad e integridad acrosomal para las dos razas
con resultados favorables en los tratamientos T1:55,45 % - T4: 39,88 % de viabilidad y
T1: 61,34 % - T4: 51,40 % de integridad acrosomal. La correlacion entre parametros de
velocidad (VAP), (VSL), (VCL) tanto para BFC/ALH en los tratamientos T1y T4 fue directa

y positiva.

Palabras clave:
e CRIOPRESERVACION
e ANDROMED

e GIEMSA

e SISTEMAC.AS.A
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Abstract

The objective of this research work was to assess frozen semen of Bos taurus and Bos
indicus used in the in vitro production of embryos, the assessments applied to the straws
were of motility using the CASA system (Computer Assisted Sperm Analysis), viability
using 15 pl of eosin — nigrosine and acrosomal integrity with prepared Giemsa stain in
ratio 1/10 (1 ml of Giemsa stain and 9 ml of distilled water). The present study was carried
out at the Animal Biotechnology Laboratory of the University of the Armed Forces ESPE
Santo Domingo extension. Cryopreserved 8-year Bos taurus straws and 10-year Bos
indicus straws in AndroMed diluent were used. The project was carried out under an AxB
scheme conducted in DCA where the treatments were; T1: Bt35", T2: Bt60", T3: Bt80",
T4: Bi35", T5: Bi60", T6: Bi80" to which 3 repetitions were made per treatment. The breed
X time interaction was statistically significant in viability and acrosomal integrity for the two
breeds with favorable results in the treatments T1: 55.45% - T4: 39.88% viability and T1:
61.34% - T4: 51, 40% acrosomal integrity. The correlation between velocity parameters

(VAP), (VSL), (VCL) for both BFC / ALH in treatments T1 and T4 was direct and positive.

Keywords:

ANDROMED

GIEMSA

SYSTEM C.A.S.A.

CRYOPRESERVATION
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Capitulo |
Introduccién

La ganaderia a nivel mundial constantemente sufre transformaciones que estan
asociadas al aumento en la demanda de sus productos y derivados gracias al

incremento poblacional (Crespo, 2020).

En Ecuador los estudios para lograr un aumento en el sector ganadero estan en
auge. En la actualidad la ganaderia en el pais se encuentra distribuida de la siguiente

manera; Costa (36,7%), Amazonia (12,3%) y la regién Andina (51%) (Crespo, 2020).

Entre las técnicas reproductivas aplicadas para optimizar la produccion en el
sector ganadero encontramos la inseminacién artificial (IA) y la fecundacion in vitro
(FIV). Para lograr el éxito de las mismas no solo se debe enfocar en la evaluacion de las
hembras, también se debe considerar las caracteristicas androldgicas del reproductor y
su produccion de semen (Valverde, 2021). El semen debe mantener su poder

fecundante tras ser diluido y congelado (Velasquez, 2019).

La capacidad fecundante del semen criopreservado es el objetivo principal a
evaluar y se determina identificando las caracteristicas macroscépicas como;
volumen, olor, densidad, color y a su vez las caracteristicas microscOpicas como;
motilidad total, motilidad individual, vitalidad, morfologia, concentracién espermética y

evaluacion del acrosoma. No obstante, se debe hacer una valoracion fisica del

reproductor donante como los testiculos, escroto, prepucio y pene (Valverde, 2021).

Entre las metas que se plantean en esta revisidn y trabajo experimental estan la
valoracion de la estructura acrosomal, viabilidad y motilidad con ayuda del sistema

CASA del semen congelado de las razas Bos taurus y Bos indicus.
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Capitulo 1l
Revision de literatura

Estructura del aparato reproductor del macho
Testiculos y escroto

Los testiculos estan cubiertos por el escroto donde su posicion y tamafio no es
igual en todas las especies ya que este varia con los afios. Los testiculos estan
compuestos por 7 segmentos conocidos como: Tunica albuginea, que esta compuesta
por fibras de colagena rodeando al testiculo; Tubulos seminiferos, que producen
hormonas sexuales en las venas testiculares y vasos linfaticos encontrandose entre
ellos las células de Leydig; espermatogonias, localizadas en el extremo del tlbulo;
espermatocitos primarios, situados en una capa irregular de espermatogonias y células
de Sertoli; espermatocitos secundarios, debido a su corta duraciéon no se observan;
espermatidas, contienen varias células de espesor y se localizan a lo largo del borde de
la luz y Células de Sertoli, que son grandes con un citoplasma difuso y limites
indefinidos, las mismas contribuyen a la produccién de liquido en los tibulos y
posiblemente produzca el factor inhibidor de los conductos de Miller (Hafez & Hafez,

2002).

Para que los testiculos funcionen correctamente necesitan mantener su
temperatura menos que la del cuerpo. La inervacion autbnoma en el aparato
genitourinario regula sus funciones. Para que exista un adecuado almacenamiento,
eliminacion de la orina por parte de la vejiga para regular el transporte del semeny
coordinar la emisién/eyaculacién de las glandulas accesorias en el aparato reproductor

intervienen los mecanismos adrenérgico, colinérgico y no adrenérgico no colinérgico
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(NANC). A su vez la inervacion es necesaria para eventos neuromusculares requeridos

para transportar el semen (Hafez & Hafez, 2002).

Epididimo y conducto deferente

El epididimo consta de 3 regiones, su cabeza con una cantidad cambiante de
conductos eferentes (13-20), formando una estructura aplanada en uno de los polos
testiculares por la unién al conducto epididimario. Dentro de las 3 partes del conducto
de epididimo, las dos primeras maduran los espermatozoides y el ultimo los almacena

(Hafez & Hafez, 2002).

La cabeza del epididimo absorbe el liquido expulsado por los testiculos. El
transporte de los espermatozoides por el epididimo varia segun la especie y en este
proceso ocurre la maduracion de los mismos aumentando su motilidad a medida que
entran, una vez dentro el ambiente de las células esperméaticas encontradas en la cola
del epididimo le otorga factores que aumentan su capacidad de fecundacion

pudiéndolas conservar por varias semanas (Hafez & Hafez, 2002).

Peney prepucio

El pene esta constituido por 3 cuerpos cavernosos que estan envueltos por la
tinica albuginea. En el toro este cuerpo consta de pequefios espacios vacios
exceptuando las raices y el doblez distal de la curvatura sigmoidea. El pene esta
cubierto por el prepucio que se encarga de proteger el glande. Cuando existe un
estimulo sexual las arterias que cubren el pene se dilatan. La ereccién se produce por el

musculo isquiocavernoso gracias al bombeo de la sangre (Hafez & Hafez, 2002).

Espermatogénesis
La espermatogénesis es la sucesion de divisiones y transformaciones que

constituye un proceso complicado de la célula o a su vez la distincion en el testiculo del
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epitelio germinal, obteniéndose de células primordiales de las denominadas
espermatogonias, que mediante los mecanismos de mitosis y meiosis producen las

células denominadas espermatozoides (Garcia, 2001).

El proceso de espermatogénesis se divide en tres fases principales en los
animales maduros, estos son: meiosis, espermiogénesis y espermatogénesis. El
testiculo antes de comenzar con el proceso de espermatogénesis y al inicio de la
embriogénesis se encuentra indiferenciado y carente de células germinales, estas
permanecen en este estado durante todo el periodo embrionario, el proceso de
diferenciacion empieza en el periodo fetal, cuando se establecen las células germinales

primordiales (Garcia, 2001).

Figura 1

Representacion grafica del proceso de espermatogénesis

LaMeosis |
T Ty — |
Mdtosis |

— @ - e
[ —
") |
. ’ L. @B NN
) , N
Espermalocio 2
.y S
.. ,. | ~ @RNN
Espermatogonia ESPE"';B'M .
Diploide (2n) |  Diplolde () ~ @ NN
Espermatocito 2 — >
Haploide (n) 4 Espermatidas 4 Espermatozoides
Meicsis y Cromosomas Hapliodes {n) Hapliodes (n)
st_p_vinja_ltigflzc_slﬁ_ tenen 2 Cromosomas Cromosomas tienen
cromatidas tienen una una cromatida
cromatida
l Estado :
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NC ecyacional

Nota: La figura representa las distintas etapas para la formacion de espermatozoides.

Tomado de (Toledo, 2012).
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Espermatogénesis en bovinos

Los testiculos en los bovinos estan conformados en su gran parte por tubulos
seminiferos, es ahi donde se ubican los espermatozoides y las células
espermatogoniales en diferentes fases de maduracién y proliferacion; las células con
una fase de diferenciacion terminal se ubican cerca de la luz del tabulo, por otro lado,
las células con menor diferenciacion se encuentran con direccién a la lamina basal. El
ciclo de la espermatogénesis en bovinos se produce en un tiempo estimado de 61 dias

(Flores, 2019).

Espermacitogénesis

En el proceso de desarrollo embrionario, las células germinales primordiales se
trasladan a las génadas no diferenciadas, desde el saco vitelino del embrién y una vez
llegadas forman gonocitos gracias a varias divisiones de las células primordiales. En el
macho los gonocitos se dividen antes de la pubertad formando espermatogonios tipo
AO, siendo la base para la proliferacion de la linea de células germinales (Hafez &

Hafez, 2002).

Espermiogénesis

En esta fase las espermatides redondas se transforman en espermatozoides. En
la misma existen cambios como; condensacion de la cromatina nuclear, desarrollo del
casquete acrosémico y formacién de la cola. Las diferentes etapas por la que atraviesa
su trasformacion se dividen en: Fase de Golgi donde se forman granulos
proacrosémicos, fase de encascamiento donde se dispersan los granulos acrosémicos
adherentes en la superficie del nlicleo de la espermatide, fase acrosémica caracterizada
por cambios en los nucleos, acrosomas y las colas en desarrollo facilitados por la
rotacion de cada espermétide. Todos estos cambios son acompafiados por el

movimiento del citoplasma a la parte caudal del nucleo, el cual rodea el sector mas
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proximo de la cola. En el citoplasma se forma un manguito que esta formada por una
vaina cilindrica temporal. La ultima fase es la de maduracion donde las espermatides se
transforman en células que seran liberadas en la luz del tibulo seminifero. El ndcleo y el
acrosoma remodelado de cada espermatide que se inicié durante la fase previa produce
espermatozoides caracteristicos para cada especie. El manguito formado en la fase
acrosomica desaparece Yy la célula de Sertoli elabora el citoplasma restante formando el

cuerpo residual (Hafez & Hafez, 2002).

Espermiacion

En esta etapa se liberan las células germinales que se formaron en los tubulos
seminiferos. Los I6bulos de citoplasma residual permanecen incrustados en el epitelio.
Una vez se rompe el tallo se forma la gota citoplasmética en el cuello del
espermatozoide reteniéndose los cuerpos residuales interconectados. El proceso de
espermatogénesis no es eficiente y por ello gran parte de las células espermaticas se

degeneran antes de convertirse en espermatozoides (Hafez & Hafez, 2002).

Control endocrino de espermatogénesis

El tiempo del ciclo depende de la especie animal y en el toro dura 14 dias. Para
gue funcionen normalmente los testiculos se requiere de estimulacion hormonal por
gonadotropinas adenohipofisarias que son controladas por la hormona liberadora de
gonadotropina (GnRH) del hipotalamo. Como conocemos la LH por estimulacion de las
células intersticiales de Leydig ayuda a la producciéon de andrégenos, primordialmente
la testosterona, que también es secretada por los tibulos seminiferos necesaria para
mantener la espermatogénesis. Los andrégenos también forman parte en el desarrollo
de las caracteristicas sexuales secundarias del macho, desarrollo, mantenimiento y la

anulacion de la secrecién de GnRH, LH y FSH (Hafez & Hafez, 2002).
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Para que exista produccion de proteina de union a andrégeno (ABP),
dihidrotestosterona, estrégeno, estimulaciéon de la espermatocitogénesis, espermiacion
y secrecion de inhibina son producidas por la interaccion de la FSH con receptores en

las células de Sertoli (Hafez & Hafez, 2002).

Factores que influyen en la espermatogénesis
Factores hormonales

Para que exista una regulacién hormonal se inicia con la segregacién por parte
del hipotdlamo, en donde existen factores que actlian como mensajeros quimicos, estos
realizan la sintesis y segregacion de nuevos mensajeros en las células de hipdfisis,
estos son reconocidos por las células testiculares. El hipotdlamo produce la hormona
liberadora de gonadotrofina que origina la secrecién de la LH por la hipdfisis,

estimulando las células de Leydig, incitando la sintesis de testosterona (Adame, 2016).

La hormona de la testosterona es clasificada como esteroide, es importante en
el desarrollo corporal del macho, al igual que del desarrollo de las caracteristicas
sexuales secundarias como el incremento de la masa muscular y ésea, también el
Optimo desarrollo del aparato reproductor del macho principalmente de los testiculos y
la préstata. Esta hormona promueve el desarrollo normal del espermatozoide, activando

genes para el proceso de espermatogonia (Adame, 2016).

En el proceso de formacion de los espermatozoides interviene la hormona (FSH)
y gonadotropina, convirtiendo parte de la testosterona en estrogenos cuando reciben el
estimulo. La hormona inhibida producida por las células Sertoli también interviene en el
ciclo hormonal del macho actuando como regular negativo en la produccion de FSH en

la hipéfisis (Adame, 2016).
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Factores genéticos

Cuando hablamos de espermatogénesis en bovinos nos referimos a un
proceso complejo de diferenciacion celular regulado rigurosamente dado que
presenta desafios singulares. Se encuentran los mecanismos genéticos
especializados encargados de realizar el control estricto y meticuloso de la expresion
genética y el cambio de las células madre a PGC’s (Células germinales primordiales) a

su vez de las espermatogonias a espermatozoides terminales (Adame, 2016).

El SRY es uno de los principales y mas importantes genes que permite el
inicio de la formacion de los testiculos, determinando su sexualidad a partir de
aproximadamente 4000 PGC'’s (Células germinales primordiales) en el estadio del
embrién a la cuarta semana de gestacion. Este gen actla en el desarrollo
embrionario y en las células que formaran los testiculos, desencadenando otros
genes que intervienen en el proceso también esta activo en las células somaticas de
la cresta urogenital actuando en el inicio de la diferenciacién y mantenimiento de las

células de Sertoli y en el desarrollo gonadal (Adame, 2016).

Los genes de transcripcion descubiertos en los Ultimos afios tienen un papel
fundamental en el desarrollo gonadal y la determinacién del sexo, estos codifican
factores como Lhx9, Wtl, Sfl, Dax1l, Gatad4, Dmrtl y Sox 9, también actdan en la

sefalizacion celular como Amh, Wht4 y Dhh (Adame, 2016).
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Estructura del espermatozoide
Figura 2

Estructura del espermatozoide frontal y lateralmente

ACrosoma Membrana plasmatica

< Mitocondrias
Nucleo p .
. e ‘ Pieza terminal Flemento fxlal
— = v »
U
3 |
Cabeza  Pieza intermedia (conexién) Cola Pieza terminal
Espacio peri-acrosoma Espacio sub-acrosoma
Membrana celular
: , - < Membrana nuclear
Acrosoma -
e ~ _ Membrana
Vacuolas nucleares acrosémica externa

—~ Nacleo

ﬁegmento ecuatorial

Regién poslt |
watsanial 4 Vaina post __ Centriolo
acrosomal /
.. Envolvente
= Anillo posterior sucldear
’ redundante
Centriolo E. Pieza de conexion
3: _ Vaina
::, mitocondrial
2 Fibras densas N—
‘ r. externas / Par central
Axonema Axonema
VISTA FRONTAL VISTA LATERAL

Nota: Esta imagen representa las partes que constituyen al espermatozoide en su

lado frontal como lateral. Tomada de (Parada Puig, 2020).

Cabeza: Totalmente aplanada y envuelta en su totalidad por la membrana
plasmatica la cual contiene el nlcleo y cromatina compacta formada por 4cido
desoxirribonucleico (DNA) haploide y una clase de proteina conocida como

protaminas espermaticas (Hafez & Hafez, 2002).
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Acrosoma: Envuelve el extremo anterior de nacleo que en su interior
contiene enzimas hidroliticas incorporando acidohidrolasa, esterasas, proacrosina
e hialuronidasa. Participa en la fecundacion de la hembra una vez rota la

membrana del ovulo de la misma (Barragén, 2017).

Cuello: Se encuentra en la parte media entre la cabeza y la cola
uniéndolos entre si. Esta dividido en 3 partes y contiene las mitocondrias las

cuales proporcionan energia al espermatozoide (Barragan, 2017).

Cola: Se encuentra formado por el cuello y 3 segmentos constituidos por el
segmento medio, principal y caudal. De los cuales el segmento medio esta
constituido por el cuello y el anillo citoplasmatico. El centro del mismo con la cola
forma el axonema que se encuentra cubierto por mitocondrias dispuestas en un
patron helicoidal junto a las fibras densas que lo recubren dandole estabilidad a
los elementos contractiles del flagelo. En el segmento caudal encontramos el
axonema cubierto por la membrana plasmatica, el mismo que le da movimiento al
espermatozoide gracias a las ondas de flexion elaborados por los pares del micro

tubulos externos del patron 9 + 2 (Hafez & Hafez, 2002).

Importancia del tiempo de descongelado

La tasa de descongelacién segun estudios previos debe ser similar a la de
enfriamiento o congelacién, no obstante, existe una cantidad pequefia de hielo
presente, cuando se emplea una tasa de enfriamiento optimo crea una recristalizacion
en el tiempo de descongelamiento provocando formaciones de hielo intracelulares
letales, para evitar esto se emplea una alta tasa de calentamiento. Si la descongelacién
es rapida la célula no logra absorber el agua que perdié durante la congelacién (Varela,

2020).
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La descongelacion del semen es de estricto cuidado puesto que en la actualidad
su comercializacién en pajuelas de 0,50 o 0,25 ml, envases plasticos con relacion
superficie/volumen es elevada los hace vulnerables a cualquier cambio en su proceso

de descongelacion (Bernardi S. , Di Prinzio, Maglione, Rinaudo, & Marini, 2015).

El tiempo de descongelacién de las muestras dependen del tamafio y forma del
recipiente donde esta el semen, su composicion, su medio de descongelacién, la
temperatura usada y del tiempo en el que estara a dicha temperatura. Investigaciones
previas recomiendan realizar una descongelacion rapida utilizando bafio de agua de
(35-37°C), por pequefios intervalos de tiempo entre 30 y 35 segundos. El tiempo de
inmersion al sumergir las pajuelas debe ser el necesario para que el semen alcance
progresivamente la temperatura similar al tero de la vaca (38,5 °C). Esta técnica evita
el shock térmico que ocasiona la muerte de los espermatozoides y ayuda a mejorar los
porcentajes de fertilidad especialmente si es realizado correctamente (Bernardi S. , Di

Prinzio, Maglione, Rinaudo, & Marini, 2015).

Importancia de la evaluacién del semen bovino

Los espermatozoides son los gametos encargados del transporte el material
genético de una generacion a otra a través del proceso de fecundacién que asegura la
fusion con el ovulo, formando un nuevo embrién. Implementar protocolos de valoracién
de calidad del liquido espermatico es importante porque se logra determinar la
capacidad fecundante de los espermatozoides presentes en la muestra, dentro de estos
estd el analisis de la morfologia, vitalidad e integridad acrosomal, siendo la primera uno

de los factores de estudio mas importantes ya que determina la fertilidad del macho.



28

Un espermatozoide esta en buen estado cuando tiene las siguientes
caracteristicas:
e Cabezaovaladay lisa, anchode 2.5a3.5umylargode 5a 6 um
e Acrosoma de 40 % a 70 % del volumen de la cabeza del espermatozoide

e El cuello del espermatozoide debe ser mas ancho que la base de la cola,

ancho menor a 1 pm

e La cola debe estar derecha y uniforme que permita una buena motilidad

al espermatozoide, con un largo aproximado de 45 um (Arteaga, 2020).

Entre los defectos mas comunes en los espermatozoides encontramos los

siguientes:

e De cabeza: Con doble cabeza, grande y sin cola

e De cola: Cola corta, doble, enrollada, doblada, gota distal y con defecto

(Arteaga, 2020).

El analisis seminal clasico ha sido mejorado actualmente gracias a la
introduccion de nuevas técnicas analiticas que se emplean en otros campos de
investigacion cientifica, como lo es el uso de métodos computarizados de analisis

(CASA) (Zavaleta, 2020).
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Dentro de las caracteristicas a evaluar existen las macroscoépicas y
microscopicas.
v Las caracteristicas macroscoépicas a evaluar en seme de
bovinos son: volumen, olor, densidad macroscépica, color, viscosidad y

licuefaccion.

v Las caracteristicas microscépicas a evaluar en el semen de
bovinos son: motilidad total, motilidad individual y concentracion espermatica

(Chuchuca, 2015).

Evaluacién de la motilidad utilizando el equipo CASA

Con el pasar del tiempo la investigacion sobre la inseminacién artificial viene
desarrollandose de manera veloz y esto implica el desarrollo de nuevas técnicas al
momento del analisis espermatico. Dentro de estas nuevas técnicas de analisis esta el
sistema computarizado de andlisis seminal CASA utilizado para evaluar la motilidad
espermatica la misma que esta relacionada con la fertilidad. Se puede utilizar después
de los procesos de congelacion y descongelacion; sin embargo, produce cambios en la

cola (Corredor, 2014).

Este software es mas objetivo porque nos permite evaluar el semen con un
sinnimero de parametros en campos microscopicos con lente 10 X y contraste de fase
negativa con la aplicacion de la cAmara Leja. A su vez calcula la concentraciéon
espermatica, porcentaje de espermatozoides clasificados detectando cambios en su
movimiento y en su cinematica conociendo la calidad apropiada, repetible y
objetivamente con un tiempo de andlisis de 1 segundo por campo. Mediante este
sistema se puede llevar un f4cil registro cuantitativo, permitiéndonos elaborar un
prondstico de fertilidad o comparaciones. Dentro de sus desventajas esta su alto costo,

la validacion y normalizacion de las medidas realizadas (Corredor, 2014).



Figura 3
Estructura del sistema computarizado de analisis seminal CASA (Computer Assisted

Sperm Analysis)
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Nota: Esta imagen representa las partes por las que esta constituido el sistema CASA.

Tomado de (Fernando, Ménica, & Cristina, 2012).
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Parametros evaluados por el sistema computarizado de analisis seminal CASA

(Computer Assisted Sperm Analysis)

Parametro Concepto Unidad Definicién
Recorrido total que cubre el periodo de
Velocidad observacion la cabeza del mismo. Siendo
VCL g pum/s L . )
curvilinea el maximo parametro de velocidad dentro
de los 3 evaluados.
. Medida desde el inicio hasta el fin del
Velocidad : : -
VSL e um/s  recorrido en el periodo de observacion
rectilinea o .
midiéndose en una linea recta.
. Velocidad media de la trayectoria realizada
Velocidad : :
VAP media um/s  por el espermatozoide en el periodo de
observacion.
indice de Valora la cercania de la trayectoria en una
LIN linealidad % linea recta de las células esperméticas.
Calculandose (VSL / VCL) x 100.
indice de Valora la cercania del recorrido en una
rectitud % linea recta de las células esperméticas,
calculandose como (VSL / VAP) x 100.
) Valora la relacién entre el recorrido del
Indice de % espermatozoide y la oscilacion de la
oscilacién cabeza del mismo, calculandose como
(VAP / VCL) x 100.
Amplitud m_edla Valora el recorrido medio realizado por la
del recorrido cabeza del espermatozoide en una
ALH lateral de la pm . ! pPerm: o
direccion media o lineal en su movimiento
cabeza del o
: curvilineo de un lado a otro.
espermatozoide
. Evalla la trayectoria curvilinea que
Frecuencia de atraviesa el recorrido lineal o medio
BCF batido de la Hz

cabeza

relacionado con el tiempo y su frecuencia,
el mismo que es medido en Hertzios.

Nota: Esta tabla representa las variables evaluadas por el sistema C.A.S.A.
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Técnicas de Tincién

Como conocemos los espermatozoides son transparentes, siendo invisibles a la
luz del microscopio. Por ello se debe utilizar tinciones que establezcan un fondo oscuro
para su observacion y una de las técnicas mas recomendadas es la de un solo paso
donde se mezcla la tincién con el espermatozoide en la porta objetos. Alguna de las
tinciones utilizadas son tinta china, azul tripan, rosa de bengala, azul de metileno,

Giemsa y la tincion de Eosina — nigrosina. Las mismas que se dividen en:

1. Tinciones morfolégicas: Azul de metileno, rosa de bengala,
Giemsa.
2. Tinciones vitales: Azul tripan, Eosina — nigrosina, triple tincion

(Zapata, 2017).

Evaluacion espermaética
Evaluacion de la viabilidad

Al evaluar la viabilidad espermatica evaluamos la integridad de la membrana
plasmatica del espermatozoide. Esto se lo realiza con la ayuda de dos fluorocromos
combinados que uno nos ayuda a identificar las células muertas y el otro las células
viables. Los colorantes méas usados para evaluar la viabilidad son la Eosina —
nigrosina. Por lo general es evaluada de manera manual, presentando un elevado grado
de variabilidad ya que varia de acuerdo al analisis del evaluador. Dentro de los métodos

de evaluacion de viabilidad espermatica existen:
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Evaluacioén asistida por computador

El uso de sistemas computarizados para el andlisis de viabilidad no es muy
concurrido por sus altos costos a pesar de proporcionarnos alta precision,
reproducibilidad, fiabilidad y rapidez en los andlisis. Sin embargo, existen programas de
menos costo que emplean andlisis estadisticos como Fisher con la ayuda de fotografias
de alta resolucioén a los andlisis seminales con sus tinciones donde dividen los

espermatozoides viables y no viables (MB, Biol, MB, MSc, & PhD, 2014).

Integridad de la membrana e hinchazén hipo-osmatica

Este método consiste en que las células vivas al exponerse a un entorno hipo-
osmotica se hinche lo que no ocurre en las células muertas. Para realizar esta
evaluacion las células se evalian en el microscopio luego de ser expuestas en
soluciones con baja concentracion de fructosa (75 mM) y de citrato de sodio (25 mM)

entre 30 y 60 minutos (MB, Biol, MB, MSc, & PhD, 2014).

Anélisis de viabilidad por citometria de flujo

Esta técnica nos permite identificar las poblaciones celulares con el marcaje y
cuantificacion de las mismas utilizando una sonda o anticuerpo que se une a la misma
gue al ser animado con un laser de luz emite una fluorescencia que es localizado en un
fotomultiplicador en un citometro de flujo. Para la evaluacion de viabilidad se emplean
marcajes como SYBR-14/yoduro de propidio o YOPRO®-1 los cuales hacen que la
célula tenga la capacidad de excluir o no el colorante (MB, Biol, MB, MSc, & PhD,

2014).
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Eosina — nigrosina
Segun (Zapata, 2017) la nigrosina provoca un fondo oscuro donde resaltan los
espermatozoides y la eosina da color rosa a las células muertas. Para su andlisis se

debe:

e Colocar en el extremo del porta objetos 10 pl de semen y 10 pl de tincién

Eosina-nigrosina.

e Con el borde de un porta objeto mezclar las gotas y realizar un

extendido.

e El porta objetos y el colorante deben estar a 37°C (Cultivo de tejidos
reproductivos y produccién y manipulacién de embriones bovinos: Libro
de procedimientos, 2014)
Triple tincion
Para realizar esta técnica se:
o Toma una gota de semen mezclada con 1 de eosinay 2 de

nigrosina sobre un portaobjetos en platina temperada, se realiza el

frotis y se deja secar al aire libre

o El frotis se lo establece en PBS con formaldehido al 4% por 10
minutos

o Se lava con agua destilada durante 7-10 minutos en agua
corriendo

o Se seca al aire y se sumerge en una solucién al 20 % de Giemsa

en agua destilada por 1 hora
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o Seguido se lava con agua destilada, seca y observa con aumento

de 800 X (Zapata, 2017).

Evaluacién del acrosoma

Para la evaluacion acrosomal se utilizan varias tinciones que nos brindan
informacion si existe algun dafio en la membrana acrosomal plasmatica siendo la tincién
Giemsa la mas utilizada. Esta tincion nos ayuda a diferenciar aspectos morfolégicos de
frotis sanguineos, muestras biol6gicas o cortes histopatoldgicos. La tincion Giemsa
tiene 63.6% de azul de metileno, 28.6% de azure B, 4.4% de azure Ay 1.9% de eosina.
Una vez utilizada la tincién observaremos la membrana acrosomal de color morado, de
azul claro el acrosoma intacto y rosa palido el acrosoma que se encuentra daflado. Para

su utilizacién se debe (Arteaga, 2020)

o Se coloca 30 microlitros de semen diluido y se realiza un frotis
o Se coloca tincién Giemsa y se la deja durante 4 horas

o Se retira, enjuaga y deja secar

o Se evalla en aceite de inmersién a 100 X aumentos (Med. Vet.

Gbémez Ma. Verano).
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Capitulo Il
Materiales y métodos

Ubicacion del area de investigacion

Ubicacion Politica

Pais: Ecuador
Provincia: Santo Domingo de los Tsachilas
Canton: Santo Domingo

Parroquia: Luz de América

Propiedad: Hcda. Zoila Luz km 24 Via Santo Domingo — Quevedo margen

izquierdo

Ubicacion Geografica
Desarrollado en el laboratorio de Biotecnologia Animal perteneciente a la
Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE, Hacienda Zoila Luz km 24 via Quevedo en

la provincia de Santo Domingo de los Tsachilas.

Coordenadas X: 688149 UTM

Coordenadas Y: 9954652 UTM



Figura 4

Ubicacién geografica del lugar de investigacion
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Equipos

Céamara leja Sistema C.A.S.A.

Bafio Maria Platina térmica

Microscopio de contraste Microscopio tri ocular
Reactivos

Eosina-nigrosina
Giemsa
Métodos
Disefio experimental
Factores de prueba
Tabla 2

Factores y niveles de prueba

Factores Niveles
Rasas Bos taurus
Bos indicus
35"
Tiempo de descongelacion de pajilla 60"
80"

Nota: En esta tabla se observa los factores y niveles empleados para evaluar este

proyecto de investigacion.

Tratamientos a comparar
Los tratamientos a evaluar surgen de las evaluaciones y tres repeticiones entre las

pajillas de Bos taurus y Bos indicus en tres diferentes tiempos de descongelacion.
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Tabla 3

Tratamientos a evaluar en el proyecto de investigacion

Tratamiento Codigo Descripcion
1 Bt35 Pajilla de Bos taurus descongelada a 35"
2 Bt60 Pajilla de Bos taurus descongelada a 60"
3 Bt80 Pajilla de Bos taurus descongelada a 80"
4 Bi35 Pajilla de Bos indicus descongelada a 35"
5 Bi60 Pajilla de Bos indicus descongelada a 60"
6 Bi80 Pajilla de Bos indicus descongelada a 80"

Nota: En esta tabla se observa los tratamientos que se evaluaron en el proyecto de

investigacion.

Tipo de disefio
Se utilizé un esquema Bifactorial AXB donde A=Raza y B=Tiempos conducido en

DCA (Disefio completamente al azar).

Yijk= ptoj+ Bt (ap)ik+Eijk

Yiik= i sujeto bajo la combinacién del j valor del factor A y el k valor del factor B.

U= media comun de los datos del experimento.

o= impacto del j nivel de la variable de tratamiento A.

Bk= efecto del k valor de la variable de tratamiento B.

(aB)ik= efecto de la interaccion entre el j valor de Ay el k valor de B

Eijx= error experimental o efecto aleatorio de muestreo.
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Repeticiones: Se realizaron 3 repeticiones por tratamientos.

Caracteristica de la unidad experimental
Las pajillas a evaluar pertenecen a dos razas Bos taurus y Bos indicus, el
ejemplar de Bos taurus de nombre Teutdn y los ejemplares de Bos indicus llamados

Tsunamiy Black criopreservados desde el afio 2015.

Anélisis estadistico
Esquema del andlisis de varianza
Tabla 4

Esquema de analisis de varianza.

Fuentes de variacién Grados de libertad

Factor A A-1)=1 1
Factor B B-1)=1

Interaccion AxB A-1)(B-1) 2
Error experimental 12
Total 17

Nota: En esta tabla se observa el esquema base del andlisis de varianza que se utilizé

para el andlisis estadistico.

Coeficiente de variacion: Para calcular el coeficiente de variacion se utilizé la siguiente

formula:

CME

Doénde:
CV: Coeficiente de variacion
CME: Cuadrado medio del error

X: Media general del experimento
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Analisis funcional
Para determinar cudl de los tratamientos presenta mejor resultado en las dos
razas se realizo la prueba de Tukey al 5% de probabilidad. Ademas, se realizaron

andlisis de correlacion lineal.

Variables a evaluar
Evaluacién de viabilidad

En un porta objeto ubicado en la platina térmica a 37°C, con ayuda de una pipeta
se coloco 15 ul de semen, posterior 15 pl de eosina dejandola reaccionar por 10
segundos y 15 pl de nigrosina. Se realizé un frotis sobre la placa, se dej6 secar 3

minutos para evaluar con el microscopio usando el lente objetivo 100 X.

Para determinar los espermatozoides viables se contabilizo 100

espermatozoides bajo el método guarda griega donde los vivos se tifieron de color

blanco y los muertos de color rosa.
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Figura 5

Evaluacion de viabilidad

Muerio

Nota: La figura representa los pasos para evaluar la viabilidad espermatica mediante la

tincion de eosina-nigrosina.

Evaluacion de Motilidad

Se utilizé el sistema computarizado C.A.S.A. se usé 7 ul de semen
descongelado, se depositd en la camara Leja, posteriormente se observo con el lente
de 40x calibrando la luz en rango 70 — 100 fotones con. En el software del equipo
CASA, se llena ciertos parametros requeridos como volumen y dilucion, activandose el
sistema y posteriormente se observa la muestra usando el microscopio, se analiza entre
5 a 6 campos requeridos por el CASA, luego el equipo genera los resultados, estos son

archivados en la carpeta correspondiente creada con antelacion.
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Evaluacién de integridad acrosomal

Se coloc6 15 pl de semen, se realiz6 un extendido dejando secar el mismo por
15 minutos. Una vez seco se cubrié completamente la placa con Metanol (100%) por 5
minutos, posterior se cubrié con Giemsa por 25 minutos y finalmente se lavé el porta

objetos, y se dejé secar, luego se observa al microscopio con el lente 100x.

Para determinar los espermatozoides con acrosoma intacto o anormal se

contabilizo 100 espermatozoides usando el método guarda griega.

Figura 6

Integridad acrosomal

Nota: La figura representa el paso a paso para evaluar la integridad acrosomal

espermatica.
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Coeficiente de correlacion

Tabla 5

Coeficiente de correlacion

Valor Criterio
R=1.00 Correlacion grande, perfecta y positiva
0.90=<r<1.00 Correlacion muy alta
0.70=<r=<0.90 Correlacion alta
0.40=<r=<0.70 Correlacion moderada
0.20=r<0.40 Correlacion muy baja
r=0.00 Correlacion nula
r=-1.00 Correlacion grande, perfecta y negativa

Nota: En la tabla se observan los rangos de valor y el criterio de cada coeficiente de

correlacion.

Se realizaron las correlaciones en los 6 tratamientos entre (ALH) Amplitud media del

recorrido lateral de la cabeza del espermatozoide, (BCF) Frecuencia de batido de la

cabeza y viabilidad con los parametros VAP,VSL y VCL. Una vez obtenidos los valores

de R de acuerdo a la tabla 5 se establecieron los resultados.
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Métodos especificos de manejo del experimento
Preparacion de laboratorio

Previo al andlisis seminal se limpi6 el laboratorio junto a los materiales de trabajo
con solucion de hipoclorito de sodio al 10 % y luego se volvieron a limpiar los mesones,
equipos y materiales con alcohol al 70 %. Se determiné la cantidad de nitrégeno en el
termo y se prepararon diferentes materiales de trabajo como la rotulacién de porta

objetos.

Preparacion de tinciones
Para la tincion de Giemsa se realiz6 una dilucién 1/10 (1 ml de Giemsa y 9 ml de

agua destilada).

Descongelacion del semen
Se extrajo una pajilla para cada tiempo y para cada repeticién, con ayuda de una
pinza que previamente fue adaptada a la temperatura del termo, se tomé de un extremo

y se colocé en el bafio Maria a una temperatura de 37°C.

Una vez pasado el tiempo de la pajilla en el bafio Maria, con ayuda de una pinza se la
retir, se secé con toalla de papel absorbente, y corté un extremo y la pajuela fue
depositada en tubo de ensayo luego se cort6 el otro extremo para que la solucién
descienda facilmente. Los tiempos empleados para la descongelacion fueron de 35",

60"y 80".
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Figura 7

Descongelacion de semen

Nota: La figura representa el paso a paso a seguir para descongelar pajilla

criopreservada.
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Capitulo IV
Resultados

Correlacion lineal BCF/ALH
Tabla 6
Correlacion entre BCF/ALH y parametros de velocidad (VCL, VAP, VSL) a diferentes

tiempos de descongelacion de pajilla en Bos taurus y Bos indicus

BCF/Bt BCF/Bt BCF/Bt ALH/Bt ALH/Bt ALH/Bt

35" 60" 80" 35" 60" 80"
VCL 0,471 -0,498 0,989 0,998 -0,741 -0,897
VAP 0,364 0,136 0,980 0,926 -0,979 -0,872
VSL 0,496 0,637 0,997 0,861 -0,889 -0,929
BCF/Bi BCF/Bi BCF/Bi ALH/Bi ALH/Bi ALH/Bi

35" 60" 80" 35" 60" 80"
VCL 0,874 0,583 -0,793 0,975 -0,216 0,921
VAP 0,979 0,552 -0,383 0,997 -0,178 0,603
VSL 0,080 0,784 0,215 0,202 -0,477 0,038

r=-1 Correlacion inversa perfecta/-1 < r < o Correlacion inversa/r=0 No hay correlacién /0< r< 1Correlacion directa/r=1 Correlacion directa
perfecta

Figura 8
Correlacion (BCF) Frecuencia de batido de la cabeza del espermatozoide en el

tratamiento 3

160,00
140,00 | e °®
120,00 L AR e v
100,00 VAP
80,00
60,00 VsL
40,00 iieees Lineal (VCL)
20,00 _
0,00 Lineal (VAP)
23,00 24,00 25,00 26,00 27,00 28,00 Lineal (VSL)

BCF/ Bt 80"



48

Figura 9
Correlacion (ALH) Amplitud media del recorrido lateral de la cabeza del espermatozoide

del tratamiento 3
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La relacion entre las variables BCF/ALH y pardmetros de velocidad (VCL, VAP,
VSL) son diferentes en cada tratamiento y para cada raza. La correlacion es alta entre
BCF con VCL, VAP y VSL en Bos taurus a los 80", no asi, la correlacién tiene un valor
elevado entre ALH con VCL, VAP y VSL en la misma raza, pero a los 35" de

descongelado.

Figura 10
Correlacion (BCF) Frecuencia de batido de la cabeza del espermatozoide en el

tratamiento 4
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Figura 11
Correlacion (ALH) Amplitud media del recorrido lateral de la cabeza del espermatozoide

del tratamiento 4
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En cuanto a la raza Bos indicus la correlacion es positiva y alta entre los factores
BCF, ALH con los parametros VCL y VAP, mientras tanto con el factor VSL la
correlacion es baja, estas relaciones se presentan en un mismo tiempo a 35" de

descongelado el semen.

Otro resultado de resaltar que se presenta en la tabla 6, es la correlacién inversa

entre estos factores tanto para Bos indicus y Bos taurus a 60".

Tabla 7
Correlacion entre Viabilidad y parametros de velocidad (VCL, VAP, VSL) a diferentes

tiempos de descongelaciéon de pajilla en Bos taurus y Bos indicus.

Viabilidad Viabilidad Viabilidad Viabilidad  Viabilidad Viabilidad

Bt 35" Bi 35" Bt 60" Bi 60" Bt 80" Bi 80"
VCL -0,648 0,113 0,955 0,947 0,890 -0,986
VAP -0,857 0,404 0,672 0,934 0,914 -0,939
VSL -0,923 0,857 0,508 0,999 0,853 -0,572

r=-1 Correlacion inversa perfecta/-1 < r < o Correlacion inversa/r=0 No hay correlacién /0< r< 1Correlacion directa/r=1 Correlacion directa
perfecta



Figura 12

Correlacion de viabilidad y parametros de velocidad del tratamiento 2
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Figura 13

Correlacion de viabilidad y parametros de velocidad del tratamiento 5
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Figura 14

Correlacion de viabilidad y parametros de velocidad del tratamiento 1
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Figura 15
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Correlacion viabilidad y parametros de velocidad del tratamiento 6
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Se observa que existe correlacion entre los parametros de velocidad (VAP, VCL,

VSL) y viabilidad para las razas Bos taurus y Bos indicus a 60". La correlacion en el

tratamiento de Bt a 35" y Bi a 80" es inversa.



Prueba de Tukey

Figura 16

Prueba de Tukey para la variable viabilidad
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Nota: La figura representa la viabilidad existente en los diferentes tiempos de

descongelacion

El resultado de la prueba Tukey en la valoracién de la viabilidad a diferentes

tiempos de descongelacion se observa que a los 35" se mantiene en un 47,67 % los

espermatozoides vivos, seguido del tiempo a 60" con 38,39 % y a los 80" con 33,61 %.

52
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Figura 17

Prueba de Tukey para la variable viabilidad en la interaccion A x B
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Nota: La figura representa la viabilidad existente en la interaccién A x B de los diferentes

tratamientos.

La figura 17 representa la interaccion raza*tiempo se observa que la raza Bos
taurus a tiempo 35" de descongelacion de pajilla tiene mayor viabilidad con 55,45 % y
se observa el mismo caso en la raza Bos indicus a 35" con el 39,88 % de
espermatozoides vivos. La raza Bos taurus obtuvo mejores valores de viabilidad en los

tiempos 60" y 80" en relaciéon a la raza Bos indicus a 35" de descongelacion de paijilla.
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Figura 18

Prueba de Tukey para la variable integridad acrosomal
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Nota: La figura representa la integridad acrosomal existente en los diferentes tiempos

de descongelacion

La integridad acrosomal se mantiene con mas del 50 % a los 35” después de
la descongelacion de la pajilla. Sin embargo, el rango de diferencia no es tan
significativo demostrando que en los 3 tiempos existe buena integridad acrosomal con

56,37 %, 48,73 % y 45,37 % para los tiempos 35", 60" y 80" respectivamente.
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Figura 19

Prueba de Tukey para la variable integridad acrosomal en la interaccion A x B
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Nota: La figura representa la integridad acrosomal existente en la interaccion A x B de

los diferentes tratamientos.

La integridad del acrosoma sefiala interaccién entre Bos taurus y Bos indicus a
los 35" de descongelacion, la integridad acrosomal tiene un porcentaje de 61,34y 51,4
respectivamente. La calidad seminal de la raza Bos taurus se vuelve a observar, puesto
gue hay un mayor porcentaje en los diferentes tiempos de descongelacién en relacion a

la raza Bos indicus.
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Figura 20

Prueba de Tukey para la variable motilidad progresiva
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Nota: La figura representa la motilidad progresiva existente en los diferentes tiempos de

descongelacion.

En forma general la motilidad progresiva es mayor a los 60" con 35,74 %. Con
diferencia de 3,62 % se encuentra la descongelacion a 35" con 32,12 % y con el menor

porcentaje de motilidad progresiva la descongelacion a 80" con 30,86 %.
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Figura 21

Prueba de Tukey para la variable motilidad progresiva en la interaccion A x B
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Nota: La figura representa la motilidad progresiva existente en la interaccion A x B de

los diferentes tratamientos.

En la figura 21 se observa una diferencia con respecto a los resultados
expuestos anteriormente. La motilidad progresiva en la raza Bos taurus a los 60" fue de
38,38 % y en la raza Bos indicus a los 35" con 33,80 %. La raza Bos taurus en los
tiempos mas prolongados tienen mejores resultados, sin embargo, en la raza Bos

indicus los resultados mejora en tiempos menos extensos como son 35" y 60",
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Discusioén

Los valores de VCL, VAP y VSL representan la velocidad de la cabeza o de todo
el espermatozoide. El valor de VCL es la velocidad del mismo punto a punto, o sea el
recorrido total que realiza cuando se presenta el campo de observacion por ello es el
mayor valor referencial dentro de los pardmetros de velocidad. El valor de VAP y VSL
son similares ya que VAP referencia la velocidad promedio realizada en la trayectoria y

VSL la linea recta que une la primera y ultima posicion del recorrido.

Los valores encontrados en los parametros VCL son mayores a VSL para Bos
taurus y Bos indicus, estos resultados son distintos a los encontrados por (Fraser,
Strzezek, & Cidoncha, 2001) quienes sefialan que los parametros de velocidad indican
la fertilidad del macho ya que cuando los espermatozoides contienen una gran cantidad
de VSL tienen mas posibilidad de hacer contacto con el ovocito en tanto si tienen mas
VCL que VSL se los relaciona con bajos niveles de fertilizacion. A su vez cuando
existen anomalias en los parametros de BCF y ALH también indican la existencia de
algun trastorno en los espermatozoides lo cual repercute en la penetracion del
espermatozoide en el ovocito ya que estos dos parametros también tienen gran
importancia en esta accion. Efectivamente si el valor de BFC se encuentra bajo el
rango nos indica que ese espermatozoide pierde su capacidad de supervivencia durante

largo tiempo.

En algunos parametros de correlaciéon tienen una relacion inversa es decir si
aumenta ALH o BCF disminuyen algunos de los parametros de velocidad (VCL, VAP,
VSL) como en los tratamientos ALH/Bi 60", ALH/Bt 80", ALH/Bt 60", BCF/Bi 80" y
BCF/Bt 60". El tratamiento con mejor correlacién dentro de los parametros de estudio es

a 35" de descongelacion de pajilla para Bos taurus y Bos indicus. Este resultado
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concuerda con lo expuesto (Hernandez, Nivia, Hernandez, Rubio, & Quintero, 2013)
gue sefalan que VCL y BCF van de la mano para obtener un buen indice de prefiez,
mientras que VAP, VSL y ALH cuando estén juntos se relacionan con el nimero de

crias obtenidas.

Los parametros de velocidad (VCL, VAP, VSL) estan correlacionados con la
viabilidad de todos los tratamientos. Como se observa en la Tabla 7 existen
tratamientos con correlaciéon directa es decir si aumenta la viabilidad aumentan los
pardmetros de velocidad y a su vez existe correlacion inversa, es decir, cuando
aumenta la viabilidad disminuyen los parametros de velocidad. Corroborando lo
expuesto se observan los resultados del tratamiento 1 (Bt/35") donde existe una
relacion inversa, a mayor porcentaje de espermatozoides vivos menos motilidad y este
resultado se debe a que al tiempo de 35" en los toros Bos taurus y Bos indicus existié

mayor viabilidad, pero menor motilidad.

La correlacion entre BCF y ALH es inversa puesto que al reducirse la frecuencia
de batido de la cabeza disminuye la amplitud media del recorrido lateral de la cabeza
del espermatozoide, este resultado es semejante al estudio presentado por (Wijchman
& Reindert Graaff, 2001), donde manifiestan que en varias evaluaciones detectaron una

relacion inversa entre los pardmetros mencionados.

(Bernardi S. , Di Prinzio, Maglione, Rinaudo, & Marini, 2014) en su estudio
determinaron que el mejor tiempo de descongelacién es a 35", siendo este resultado
similar al presente estudio con los resultados obtenidos en las dos razas donde se
obtuvo buena viabilidad e integridad acrosomal con mas del 50 % en los tratamientos 1

y 4.
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Conclusiones

El tiempo que arrojo mejor viabilidad e integridad acrosomal en las dos razas fue

el tiempo de 35". A pesar de que la integridad acrosomal no difirié tanto en todos los

tratamientos.

La mejor motilidad progresiva se obtuvo a 60" de descongelacion. Pero este

tiempo disminuye la viabilidad e integridad acrosomal espermatica.

La correlacion de parametros de velocidad VAP, VSL, VCL con BFC y ALH en el

tratamiento con 35" presenta un alto grado de correlacion.

La motilidad progresiva no influye en la viabilidad e integridad acrosomal

espermatica.

El semen de Bos taurus se encuentra en mejores condiciones para su utilizacion

en fertilizaciéon in vitro de embriones.
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Recomendaciones

Realizar ensayos teniendo en cuenta los parametros de velocidad VCL, BCF;
VAP, VSL y ALH para determinar su relacion en la obtencion de crias y un buen indice

de prefiez.

Realizar otros estudios de valoracion espermatica con diferentes

criopreservadores.
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