ESPEN ¢

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS 7 N~ N

1222 ~ !\ /’\) 'v
ECUADOR INNOVACION PARA LA EXCELENCIA ~ /=

Comparacion de la morfologia del semen bovino Gyrholando fresco y criopreservado
teflidos con Spermac, Triple tincién y Farelly, para determinar la viabilidad y el

porcentaje de motilidad progresiva con el equipo CASA.

Chicaiza Cuzco, Solange Lizbeth

Departamento de Ciencias de la Vida

Carrera de Ingenieria en Biotecnologia

Trabajo de integracion curricular, previo a la obtencién del titulo de Ingeniera en Biotecnologia

Carrera Garcés Fredy Patricio Ph. D.

22 de agosto de 2022



Reporte de Verificacion de Contenido

COPYLEAKS

Tesina-Chicaiza Solange.pdf

Scanned on: 1:29 August 22, 2022 UTC

6608

Overall Simdarity Score Results Found Total Words in Text
Identical Words 46
Words with Minor Changes 5

Paraptwased Words

Omitted Words 286

@PYLEAKS Website | Education | Businesses

Director del Trabajo de Integracion Curricular



UNIVERBIDAD DE LAB FUERZAB ARMADAS
INNOVACION PASA LA ENOELENOIA

@ ESPE

Departamento de Ciencias de la Vida y Agricultura

Carrera de Ingenieria en Biotecnologia

Certificacion
Certifico que el trabajo de integracion cumicular: “Comparacion de la morfologia del
semen bovino Gyrholando fresco y criopreservado tefiidos con Spermac, Triple
tincion y Farelly, para determinar la viabilidad y el porcentaje de motilidad
progresiva con el equipo CASA" fue realizado por la sefiorita Chicaiza Cuzco
Solange Lizbeth, el mismo que cumple con los requisitos legales, tedricos, cientificos,
técnicos y metodologicos establecidos por la Universidad de las Fuerzas Armadas
ESPE, ademas fue revisado y analizada en su totalidad por la heramienta de
prevencién y/o verificacion de similitud de contenidos; razén por la cual me permito

acreditar y autorizar para que se lo sustente publicamente.

Santo Domingo de los Tsachilas, 22 de agosto del 2022

Firma:

] FREDY PATRICIO
¥ CARRERA GARCES

Carrera Garcés Fredy Patricio Ph. D.

Director del frabajo de integracian curricular

C. C: 0802031569



corvao——— " — - _—
..__._—_...!“ll Lo —_____._____._....‘Llilu!“!"l"ll MADAS
INSOVACIDN PARA IL® EXCELEWDTISD

GESPE

Departamento de Ciencias de la Vida y Agricultura

Carrera de Ingenieria en Biotecnologia

Responsabilidad de Autoria
Yo, Chicaiza Cuzco Solange Lizbeth, con cédula de ciudadania n°1723693790, declaro/ que
el contenido, ideas y criterios del trabajo de integracién. curricular: “Comparaciéh de la
morfologia del semen bovino Gyrholando fresco y ériopreservado teiiidos con Spermac,
Triple tincién y Farelly, para determinar la viabilidad y el porcentaje de motilidad
progresiva con el equipo CASA” es de mi autoria y responsabilidad, cumpliendo con los
requisitos legales, tedricos, cientificos, técnicos, y metodolégicos establecidos por la Universidad
de las Fuerzas Armadas ESPE, respetando los derechos intelectuales de terceros y

referenciando las citas bibliograficas.

Santo Domingo de los Tsachilas, 22 de agosto del 2022

Chicaiza Cuzco Solange Lizbeth

C.C.:1723693790



@ESPE

WNVEREIDIAD DE LAS FUERZING ARMADRS
INEOVACION PARA LA EXTCELEWEIA

Depa'rtamento de Ciencias de la Vida y Agricultura

Carrera de Ingenieria en Biotecnologia

Autorizacién de Publicacién
Yo Chicaiza Cuzco Solange Lizbeth, con cédula/cédulas de ciudadania n°1723693790,
autorizo a la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE publicar el trabajo de integracion
curricular: “Comparacién de la marfologia del semen bovino Gyrholando fresco y
criopreservado tefiidos con Spermac, Triple tincion y Farelly, para determinar la viabilidad
y el porcentaje de motilidad progresiva con el equipo CASA” en el Repositorio Institucional,

cuya contenido, ideas y criterios son de mi responsabilidad.

Santo Domingo de los Tsachilas, 22 de agosto del 2022

Chicaiza Cuzco Solange Lizbeth

C.C.:1723693790



Dedicatoria
Este trabajo se lo dedico a Kaitlyn Chavez, mi hermana; Maria Cuzco, mi madre y Luis
Chicaiza, mi padre, quienes me amaron y me apoyaron incondicionalmente. A Maria Morales y

Clementina Toapanta por ser mis mentoras y mis guias.

A Hadassa, Jennifer, Luis, mis colegas y amigos, ya que han formado parte de mi

trayectoria académica y personal, sin su apoyo y sus ocurrencias no lo lograria

Jasfer, Berlin, Chiquis, Pepe, Canela, Susi, Tete y a mis otros comparfieros de vida, por
estar incondicionalmente a mi lado, por amarme y por acompafarme hasta en mis malas

noches, desde la infinidad los amo.

Cuando se trata de sentir, no existen los céalculos.

Andnimo



Agradecimientos
Agradezco a mi familia por la compaifiia, el apoyo, el amor y la confianza que han

depositado en mi. Por forjarme en la mujer que soy ahora.

Agradezco al Dr. Fredy Carrera quien mas alla de ser mi tutor en este proyecto ha sido

mi mentor, sin el este suefo no hubiera sido posible.

Agradezco a Ing. Andrés Vargas, Ing. Mario Mufioz, Ing. Gisella Mantilla y Dr. Santiago
Ulloa porque me acompafiaron a lo largo de este proceso, quienes me guiaron y me formaron

como una profesional integra en mi area.

A mi gran amiga Ana Cobos por brindarme asilo cuando no sabia a donde recurrir y que
desde el primer momento que cursamos una clase juntas me brindo todo su apoyo
incondicional, siempre dedicandome tiempo a informarme y acompafiarme en este largo

camino.

Solo me queda agradecer a una persona especial quien en su momento se presentd

como una chispa de motivacion y de respeto, por ser complice de los momentos Unicos...



indice de Contenidos

(02 1= 111 - PP PP PP PPPPPPPPPRPPPPI 1
Reporte de Verificacion de CONENITO .........uuiiiiiiiiiiiiiei et e e 2
CertifiCAO AE DIMECLON ... e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eas 3
(RYCTS Lol g Y=V o] o F= o o (R YU | (o] - U 4
AULOrZacion de PUDBICACION ........coiiiiiiiiiiiie e a e e e e 5
(D 7=To (o= 1o £ = VPP PP PPPPPPPPPPP 6
F Yo =T [Tt 0 0T (=] o (o PP PP P PP PP PPPPPPPPPP 7
LR T6 [[oT=Yo (=3 1o U= Y 12
INAICE A8 TADIAS. ... c.vevievitiieeiete ettt ettt ettt ettt ettt et te et e st et e st eseebeebe et et ensaseeeens 13
YIS U 1= o PP PSSP PPTPTTT 14
Y 013 1 = ox F PP P PP P PPPPPPPPPPPPP 15
(0T o 11 (V1[0 T8 APPSR 16
T oo [N TololIo] o NPT PO PP PPPPP S PPPON 16
Planteamiento del ProbIEMAL...........oviiiiiiiiiiiiiee e 18
N U S]] {Tor= Tt (o] o E PP EUT TSP 19
(@] o1 T=] 1Y/ 01 TP 20

(O o =11V oI (=] 1T = | SRR 20

ODJEtIVO ESPECITICO ..o 20
CAPITUID 11 21



Morfologia del aparato reproduCtor DOVINO ...........cocoiiiiiiiiiiiiie e 21
El SEMEN Y SUS COMPONENTES ...ttt ennnnes 23
CElUIAS ESPEIMALICAS. ... .ceeiieeiiiiie e e e e e e e e e e e e e et e e e e e e e e ettt s e e eaeeaensneanns 23

Y o= o1 (070 =]  ToT T I SR 24
ESPEIrMAtOCIIOGENESIS .....ceiiiiiiiiiiiiei ittt e e e e e e e sttt r e e e e e e e e et a e e e e e eaeeaaann 24
ESPEIMIOGENESIS .....eeeiiieeeeiiitte ettt e e e e ettt e e e e e e e s e bbb ettt e e e e e e s annbbnneeeaaaeeaaanns 25
Morfologia del @SPErmMatoZOIde ............uuuuiiiiie i e 26
ANOrMalidad ESPEIMALICA ........uuuii i e e e e et e e e e e e e e e e e et e e e e e e e e eaareaaaes 27
Factores que afectan la calidad del SEMEN.............uuuiiiiiiiiiiii e 29

o Fo ] g = TS T= T 0 11 = | 31
Crioconservacion del SEmMeN DOVINO ...........ovviiiiiiiiiii e 32
Papel del 4cido ascérbico (antioxidante) en la calidad del semen bovino............cccccceeeee. 32
] 01T g g [ =T o b= WP TRUUUP T SUPPTT 33
Tincion del semen para evaluar la morfologia eSpermatica ..............eeeveeerriiiiiiieineee e 34
(0= o111V [0 38 | S PP PUOTORS 35
Ubicacion, materiales y Metodologia..........ouuuuuiiiiiiii e 35
Ubicacion politica del area de iINVESHGACION .........cciiiiiiiiiiiiiiiii e 35
Ubicacion geografica del area de inVeStigacion ................uuuuueiiriiiiiiiiiiiiiiiiiiieeesesesneanaanaane. 35
(@] T Tox= To o1 g =T oXo] [0 o o TR 36
Y= LT = 1 =TS 36

EQUIDIOS e 36



INSUIMIOS. .. ettt e e ettt e e e et e e ettt e e e et b e e e e et e e e e et e e e e eta e e e era e aeeneans 36
= 103 1Y 0 1= 37

Y LU Tty =W o1 o] (o To | ot= NS 37
Y11 (oo (o] (o o | - P 37
Evaluacion de las caracteristicas del semen recolectado ...........coooiuiiiiiiiiieiiiiiiiiiiiiee e 37
Preparacion de la diluCion OPLIXCEII.........cooiiiiiiiiiiie e 38
Andlisis de motilidad progresiva en el sistema CASA con semen fresco y descongelado .....38
(070 gTo =1 F=Ta 01T o] (o 1 USRPPPPPRN 38
DESCONGEIAIMIEINTO . ... 38
Comparacion morfolégica de semen fresco y descongelado ............cocoovviiiiiiiiiiiiieeeininiiinnne, 38
T e oL T = V= YU 38
TINCION SPEIMIAC .. .uu i e et e et e e e et e e e e e e e e e e ettt a e e e eeaeeeeattaaeeeeeeeeesreaaannns 39
L] o1 (=28 1] (o1 o ] o TP PP TR PP 39
DiISEM0 EXPEIMENTAL. ...ttt 40
LOr=T 11 (V1[0 TN AV PP SPP 41
RESURAAOS Y QISCUSION ...t e e e et e e e e e e e e e e ettt e e e e e eeeeeaaeanaaas 41
Evaluacién de las principales caracteristicas del semen recolectado .............cccccvvvviviiniiinnnnns 41
Andlisis de motilidad progresiva en el sistema CASA con semen fresco y descongelado .....41
Comparacion morfolégica de semen fresco y descongelado.............ccoovvvvvvvviiiiiiiiiiiiiieenennn.. 44

Efecto del antioxidante en las principales anormalidades esperméticas en la tincion Farelly.49

CAPIUID Vi e 51



11

CONCIUSIONES ... e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e as 51
(0= T 1110 (o AV PP TP PP PPPPPPPPRRTP 52
RECOMENUACIONES ...ttt e et e e e e e e e r e e e e e e e e e s 52
(02T o] 11 ] [0 AV 2 | PP 53

BIDIIOGIAfIa. ... e e e 53



12

indice de Figuras

Figura 1 Fisiologia del aparato reproductor DOVINO..............cooiiiiiiiiiiiiieeieee e 21
Figura 2 Proceso de eSpermMatOgENESIS ......uuuuuiiiieeeiiieeiiiiie e e e e e e e eeetis e s e e e e e e e et e e e e e s e e eeaseeaaaas 25
Figura 3 Estructura general de un espermatozoitde ..........cceeveeeeiiieeviiiiiis e 27
Figura 4 ANOmMalias €SPEIMALICAS ........ciouuuriiiiiiee ettt e e e e e e e e e r e e e e e e e e anneeeees 29
Figura 5 Ubicacion geOQIATICA . ........iii i it e e e e e ar s 35
Figura 6 Porcentaje de motilidad progresiva en los dos estados de la muestra........................ 43
Figura 7 Efecto de los factores en el porcentaje de morfologia espermatica. ..................uvvvenn.. 46

Figura 8 Comparacion de la morfologia espermatica usando los tres tipos de tinciones ......... 48



indice de Tablas

Tabla 1 Caracteristicas fundamentales del semen bovino ............ccccoeeeeeii e,
Tabla 2 Principales anormalidades de las celulas espermaticas bovinas...........ccccccceeeieeeeeinen.
Tabla 3 Principales componentes del plasma seminal............ccc.oooiiiiiiiiiiini e
Tabla 4 Caracteristicas macroscopicas del semen boviNO...........cccceeeeeeeeeeeee e,
Tabla 5 Porcentaje de motilidad progreSiVa ...........ceeieeeeiieeiiiiiii et e e e e e e e e eanee
Tabla 6 Resumen experimental: Porcentaje de anormalidades en semen fresco y
descongelado. Usando tres tipos de tINCIONES. ..........ciiiiiiiiiiiecee e
Tabla 7 Resumen estadistico del efecto de dos concentraciones de antioxidantes en las
principales anormalidades espermaticas €n €l TOr0 L.........ccoooiiiiiiiiiiiiiiieeen e
Tabla 8 Resumen estadistico del efecto de dos concentraciones de antioxidantes en las

principales anormalidades espermaticas €n €l TOr0 2. ........ccuooiiiiiiiiiiiiiiiee e

13

44



14

Resumen
La criopreservacion del semen bovino permite la distribucién del material genético de alta calidad
en las pajillas, para su empleo en tecnologias de reproducciéon animal como la inseminacion
artificial (1A), la transferencia de embriones (TE) y la produccién in vitro (PIV) entre otras. El
manejo del semen criopreservado presenta ventajas como la disminucién de costos para los
productores, disminucion de enfermedades de transmisién sexual, preservacion genética y el
desarrollo de bancos de almacenamiento seminal. De tal modo, es indispensable un andlisis
morfologico de los espermatozoides para determinar la concentracion, el estado del acrosoma,
viabilidad y motilidad progresiva a su vez se puede evaluar la capacidad de fertilizacion y los
efectos de la manipulacion en el proceso de criopreservacion. El objetivo de esta investigacion
fue evaluar la morfologia espermatica del semen fresco y descongelado con tres tipos de
tinciones, analizar el efecto del antioxidante en la morfologia espermética y estimar el porcentaje
de motilidad progresiva del semen fresco y descongelado en el sistema CASA. Latincién Farelly
permitié una mejor diferenciacion de los dos estados de la muestra seminal a comparaciéon de
los otros tipos de tinciones, mientras que el efecto del antioxidante en la morfologia espermatica
generd un efecto crioprotector en las anomalias, por Ultimo, se establecié que el porcentaje de

motilidad progresiva esta influenciado por el estado de la muestra seminal.

Palabras clave: Morfologia espermatica, Tincién Farelly, Tincidbn Spermac y Triple tincion
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Abstract
Bovine semen Cryopreservation allows for the distribution of genetic quality material in straws,
for it use in animal reproductive technologies as artificial insemination (1A), embryo transfer (ET),
in vitro production (IVP) and others. Advantage of semen Cryopreservation are reduction
production cost, avoid sexually transmitted disease, genetic preservation and development of
semen storage bank. Therefore, morphological analysis is fundamental to determinate
concentration, acrosome status, viability, progressive maotility, fertilizing capacity and the effects
of handling in the cryopreservation process. The research aims were evaluated morphology
sperm in fresh and post-thaw, to analyze antioxidant effect morphology sperm besides estimate
progressive motility semen in fresh and post-thaw in the CASA system. Farelly stain allowed
better differentiation between both states of semen compared to the other staining types. While
antioxidant action caused cryoprotective effect on abnormalities, finally, the progressive motility

was influenced by the state semen.

Keywords: Morphology sperm, Farelly stain, Spermac stain and triple stain
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Capitulo I

Introduccién

La criopreservacion del semen bovino permite la distribucion del material genético de
alta calidad en las pajillas, las cuales son empleadas en tecnologias de reproduccion animal
como la inseminacion artificial (1A), la transferencia de embriones (TE) y la produccion in vitro
(PIV) entre otras. El manejo del semen criopreservado presenta ventajas como la disminucién
de costos para los productores, disminucién de enfermedades de transmisién sexual,
preservacion genética y el desarrollo de bancos de almacenamiento seminal (Westfalewicz et

al., 2021).

Para el manejo del semen criopreservado es indispensable un analisis morfol6gico de
los espermatozoides, como también la determinacién de la concentracion, estado del
acrosoma, viabilidad y motilidad progresiva (Hidalgo Ordofiez et al., 2005). La evaluacién
morfologica de los espermatozoides permite comprobar la capacidad de fertilizacién y los
efectos de la manipulacién en el proceso de criopreservacion (Duque Villa et al., 2016), tales
efectos que se producen en la manipulacién repercuten de forma directa en la estructura de los
espermatozoides e incluso pueden presentar modificaciones en la membrana espermatica,
como consecuencia se pierde la integridad y la viabilidad del espermatozoide (Corredor
Hernandez et al., 2017). Es aceptable un porcentaje de anormalidades morfologicas inferior al

20% (Mallma Marca, 2019).

Para la evaluacion morfologica de los espermatozoides, se emplean colorantes
especificos tales como Eosina/Nigrosina (Mallma Marca, 2019), Spermac (Duran et al., 2018),
Farelly (Minitube, 2017) y Triple tincién (Muifio Otero, 2008). El empleo de este tipo de
procedimientos permite analizar las distintas anomalias, que presentan las células germinales

del macho, las anormalidades pueden ser clasificadas de acuerdo a su origen si esta se
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produce en los testiculos se les denominan anomalias mayores, pero si se presentan en el
epididimo se les conoce con anormalidades menores (Muifio et al., 2005). En el flagelo del
espermatozoide se presenta la mayor incidencia de anomalias producto de los procesos de

congelacion y descongelacion (Blom, 1977).

El porcentaje de motilidad progresiva tiene relevancia en el manejo del semen
criopreservado, debido a que, evalla el movimiento espermatico usando sistemas informaticos
tales como el sistema CASA (Computer Assisted Motility Analysis) en tiempo real con el fin de
establecer mediante el uso de célculos matematicos la trayectoria de las células espermaticas

(Hidalgo Ordoiiez et al., 2005).

Considerando la relevancia que posee la evaluacién morfolégica de los
espermatozoides se plante6 el presente estudio con el objetivo de evaluar el porcentaje de
anormalidades morfoldgicas mediante la implementacion de tres tipos de tinciones, ademas se

valorara el porcentaje de motilidad progresiva.
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Planteamiento del problema
Los dafos irreversibles en la membrana de las células espermaticas producto de la
congelacién, inducen a la muerte celular o modificaciones en su estructura (Ghirardosi et al.,
2018). El proceso de criopreservacion se desarrolla mediante el uso de curvas de
congelamiento, las cuales pueden ser de efecto lento y rapido, generando un impacto negativo

en la morfologia de las células espermaticas debido al desequilibrio osmatico.

Existe la necesidad de d qué tipo de tincidon es mas factible al momento de la evaluacion
morfoldgica del semen fresco y descongelado con el fin de establecer el porcentaje de
anormalidades que demostrara el estado fisico de la funcion de los testiculos, capacidad
fertilizante y el estado del epididimo (Ferreras, 2014). Se pretende evaluar la concentracion del
acido ascorbico que actlia como antioxidante para mantener el minimo porcentaje de
anormalidades durante la crioconservacion del semen bovino. Se destaca los principales
defectos o anormalidades de las células espermaticas: Cabeza (grande, pequefia, circular,
vacuolada, doble cabeza y con forma de pera), cuello y pieza media (ancha o estrecha), cola
(pequefia, doble o mdltiple, rota, doblada y enrollada) y por ultimo la presencia de gotas

citoplasmaticas (Kvist & Bjérndahl, 2004).
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Justificacion
El sector agropecuario del pais tiene relevancia dentro de la economia del Ecuador, ya
gue tiene una representacion del 7,7% en el producto interno bruto (PIB), por ende, posee un
papel fundamental en la seguridad alimentaria (INEC, 2021). Cabe destacar que el empleo de
la biotecnologia en el &mbito de la reproduccién animal tiene importancia dentro del sector
agropecuario al momento de implementar tecnologias a fin de obtener beneficios para el

mejoramiento genético animal.

Es de suma importancia la evaluacién de la morfologia espermaética y el analisis de la
motilidad progresiva, ya que, permite correlacionar la fertilidad con la calidad de las células
espermaticas, esto incide en el avance de las tecnologias de inseminacion artificial y
fertilizacion in vitro/in vivo. (Mallma Marca, 2019). El uso de tinciones como Spermac, Triple
tincién y Farelly permite identificar las principales anomalias que se presentan en las muestras
de semen fresco y descongelado, ademas de identificar el porcentaje permisible de

anormalidades con el fin de proporcionar un diagnéstico del estado seminal.



Objetivos
Objetivo general
Comparar la morfologia de espermatozoides bovinos frescos y descongelados tefiidos
con Spermac, Triple tincién y Farelly y el porcentaje de motilidad progresiva con el equipo

CASA

Objetivo especifico
Evaluar la morfologia espermética del semen fresco y descongelado usando la tincion

Spermac, triple tincion y Farelly.

Analizar el efecto del antioxidante (acido ascorbico) en la morfologia espermatica

mediante el empleo de la tincién Farelly.

Estimar el porcentaje de motilidad progresiva del semen fresco y descongelado en el

sistema CASA.

20
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Capitulo Il

Marco tedrico
Morfologia del aparato reproductor bovino
El aparato reproductor del macho esta formado por: escroto, testiculos, epididimo, y las
glandulas bulbo uretrales, préstata, vesiculas seminales y pene. El apara reproductivo esti
influenciado por el eje hipotdlamo/hipofisario, generador de hormonas como la gonadotropina
(GnRH), que influye sobre la adenohipofisis esta a su vez secreta la hormona foliculo
estimulante (FSH) y la luteinizante (LH) y las células germinales que liberan los andrégenos

(Busch & Waberksi , 2007).

Figura 1
Fisiologia del aparato reproductor bovino

Prostata Vesicula seminal

Glandula ~ ~\§
bulboura(ial \

Testiculo

Prepucio
Epididimo

Nota: El aparato reproductor bovino esta formado por la prostata, glandula bulbouretral,
vesicula seminal, testiculos, epididimo, escroto, pene y prepucio. Tomado de Manual de
biotecnologias reproductivas y conservacion de germoplasma (p. 11), por Dominguez R. et al.,

2020, Universidad Juarez Autbnoma de Tabasco.
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Testiculos. — Se encuentran localizados en la regién inguinal, poseen una forma ovoide
y son considerados los principales érganos reproductores. La longitud oscila entre los 10 a 16
cm, 4 a9 cm de ancho y un grosor de 5 a 8 cm. Se conforman por tubulos seminiferos donde

surge el proceso de espermatogénesis (Tecnoldgico, 2016).

Escroto. — Recubre y da proteccion a los testiculos, el cual posee la funcion

termorreguladora para el proceso de espermatogénesis (Tecnoldgico, 2016).

Epididimo. — Este érgano se encuentra adyacente a los testiculos, las funciones
principales son la maduracion, transporte y almacenamiento de las células espermaticas. Se
divide en tres secciones: la cabeza, cuerpo y cola, en esta se da la unién hacia al cordén
espermatico conjuntamente con vasos sanguineos y linfaticos de los testiculos, permitiendo el

transporte del semen a la uretra (Rangel Porta et al., 2009).

Préstata. - Se localiza cerca de la vejiga y esta se encarga de la produccion de liquidos
con pH alcalino para condicionar el medio del espermatozoide en el canal vaginal (Dominguez

Vidal et al., 2020).

Glandulas bulbouretrales. — Estan ubicadas en cada extremo de la uretra, secretan

una sustancia gelatinosa que forma parte del plasma seminal (Bariogilio , 2001).

Vesiculas seminales. — Son dos estructuras que se encuentran de forma lateral al
cuello de la vejiga y hacia adelante sobre la préstata, estas vesiculas secretan un liquido con

alto contenido de azucares y acido citrico (Dominguez Vidal et al., 2020).

Pene. — El pene del bovino tiene una estructura semejante a una lanza, posee dos
funciones principales: la expulsion de la orina y la expulsion del liquido seminal en la hembra

(Tecnologico, 2016).
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Prepucio. — Es una estructura generada a partir de la piel del bovino con el fin de dar
proteccion del medio al pene, posee una cubertura interna de tejido mucoso y la cubierta

externa es piel (Dominguez Vidal et al., 2020).

El semen y sus componentes

Células espermaéticas

La concentracién promedio de los espermatozoides en un eyaculado es de 1200
millones por cada ml, se estima que alrededor del 50% de estos espermatozoides contienen
cromosoma X y el restante el cromosoma Y. La motilidad progresiva de estas células oscila del
60 al 70% a una velocidad promedio de 6mm por minuto y la morfologia ideal est4 dentro del

rango del 80 al 90% de células normales (Bearden & Fuquay, 1982).

La formacion de los espermatozoides se da en los tibulos seminiferos de los testiculos,
son células de forma alargada y se constituyen por tres partes principales: la cabeza que
contiene el nucleo, el cuello donde se da la unién entre los dos segmentos principales y la cola
flagelar para la movilidad, ademas se encuentra recubierto por una membrana plasmatica. La
célula espermatica posee una estructura denominada acrosoma, la cual se encuentra entre la

cubierta de membrana y la cabeza (Hafez, 2002).
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Tabla 1

Caracteristicas fundamentales del semen bovino

Caracteristicas principales Toro
Volumen (mL) 4-6
Espermatozoides totales (miles de millones) 4-7
Ph 6,5-7

Nota: Esta tabla demuestra el volumen ideal de una muestra seminal bovina, la concentracion
de estay el valor de pH. Tomado de Reproduccién e inseminacién artificial, (p.99), por E.S.E

Hafez, 2002.

Espermatogénesis

La llegada de la madurez sexual del bovino se da en la edad de 10 a 12 meses,
manifestando cambios fisicos en el cuerpo, aumento de la euforia sexual, crecimiento del pene
y testiculos. Conjuntamente comienza la produccion continua del semen dentro del testiculo, de

forma ciclica en el epitelio de los tubulos seminiferos (Bearden & Fuquay, 1982).

Este proceso se divide en dos fases:

Espermatocitogénesis

Se produce la divisiébn mitética de las células espermatogonias, formando un
espermatogonio latente y uno activo, el primero ubicado en el epitelio germinal y el segundo se
dividira para dar origen a cuatro divisiones mitoticas, generando los espermatocitos primarios,
gue luego enfrentaran una division meiédtica para formar las espermatides (Bearden & Fuquay,

1982).
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Espermiogénesis

Las espermétidas se unan a las células de Sertoli, sufren varios cambios hasta
convertirse en espermatozoides. Este proceso consta de cuatro fases: la fase de Golgi en la
cual surge el desarrollo del acrosoma, la fase casquete donde se produce el desarrollo y
diferenciacion de los componentes del acrosoma, la fase acrosémica determina el alargamiento
del ndcleo y la expansion del acrosoma y la fase de maduracién que es la conversion completa

de la célula a espermatozoide (Busch & Waberksi , 2007).

Figura 2

Proceso de espermatogénesis
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Nota: Las espermatogonias se dividen por el proceso de mitosis hasta transformarse en los
espermatocitos primarios, luego estos enfrentan el proceso de divisibn meiética y se generan
los espermatocitos secundarios y estas a su vez poseen una nueva division meidtica hasta ser
espermatides. Por Ultimo, ocurre la espermiogénesis que es la maduracion de las espermatides
a espermatozoides. Tomado de Espermograma (p. 145), por Toro. A, 2009, Medicina &

Laboratorio.
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Morfologia del espermatozoide

Segun G.E. Freneau (2011) “la morfologia espermética es uno de los parametros mas
relevantes en la deteccién de precocidad sexual bovina”. Al momento del eyaculado las células
espermaticas deben poseer la madurez necesaria, en otras palabras, la cromatina condensada
se completa junto con el acrosoma, la pieza intermedia debe estar en 6ptimas condiciones y no
tener presencia de gotas citoplasmaticas en su flagelo. Cada una de estas caracteristicas
permitira el movimiento de la célula espermética ideal en el tracto reproductor femenino
ademas de mantener los componentes intactos y asi ejecutar la fertilizacion (Martins et al.,

2016).

a. Cabeza

Dentro de la cabeza se encuentra el nucleo formado por una cromatina condensada y
cubierta por una membrana nuclear. En la posicién anterior se encuentra el acrosoma el cual
cubre dos tercios de la cabeza, la funcién esta relacionada con la reaccion acrosémicay con la
penetracién en la zona pellcida. En la linea ecuatorial de la cabeza se halla la region

postacrosomica (Busch & Waberksi , 2007).

b. Cola

Esta formada por el cuello unido al cuerpo basal del flagelo, su composicion interna se
constituye de nueve pares de microtibulos unidos mediante un complejo proteico denominado
dineina. El flagelo se divide en tres segmentos, la pieza media formada en su interior por
mitocondrias, la pieza principal con elementos estructurales del axonema y fibras, por ultimo,

esta la pieza terminal con fibras de cobertura (Busch & Waberksi , 2007).
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Figura 3

Estructura general de un espermatozoide
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Nota: El espermatozoide esta formado por cabeza, el segmento medio y la cola. Tomado de

Biologia Vida en la Tierra, por Audersirk et al., 2003, Pearson.

Anormalidad espermética
El limite permisible de anormalidades esta entre el 8 al 10%, si se sobrepasa este limite

se puede determinar una posible disminucion de la fertilidad (Bearden & Fuquay, 1982).
Una celula espermatica posee caracteristicas especificas:

- La cabeza del espermatozoide debe poseer una forma ovalada, con una longitud
aproximada de 5 ym con un didmetro de 3,5 ym. Ademas, debe de poseer una regiéon
acrosomal de alrededor del 40 al 70% del &rea total de la cabeza (Alarcén et al., 2020).

- La pieza media debe ser alargada y con un diametro menor a un 1 ym (Alarcén et al.,
2020).

- El flagelo debe de tener firmeza y ser uniforme, no debe poseer enrollamientos y por lo

general mide 45 ym de extensién (Alarcon et al., 2020).
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Principales anormalidades de las celulas espermaticas bovinas

Anormalidades

Defectos

Cabeza anormal

Defectos de cuello y pieza

media

Colas anormales

Gotas citoplasmaticas

Asimetria, estrechamiento, agrandamiento, acintada, area

acrosomal pequenia, piriformes y cabeza doble.

Cuello doblado, pieza media gruesa y pieza media fina.

Alargadas, rotas, dobladas, filiformes enroscamiento, dobles

y multiples.

Proximales y distales

Nota: Se detalla acerca de las diferentes anormalidades y los casos mas comunes que se

manifiestan en el semen bovino. Tomado de Reproduccién animal aplicada, por H.Joe Bearden

y W.John Fuquay,1982.
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Anomalias esperméticas
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Nota: Principales anormalidades de la célula espermatica. Tomado de Reproduccién e

inseminacion artificial, (p.382), por E.S.E Hafez, 2002.

Factores que afectan la calidad del semen

- Infecciosos

Existen enfermedades virales que pueden ser detectadas a nivel testicular, debido a que los
agentes patégenos aprovechan la barrera hemato-testicular y asi evitar los mecanismos de
defensa o tratamientos suministrados. Existen enfermedades tales como el herpes de virus

bovino (BHV-1), virus de la diarrea viral bovina (BVDV) y el orbivirus de la lengua azul (BTV),

29



30

las consecuencias de las enfermedades que se generan se reflejan en el porcentaje de
motilidad y morfologia de las células esperméticas. Otros microorganismos como bacterias
infieren en la calidad y son transmisibles por via uterina, un ejemplo claro es la leptospirosis

(Lozano , 2009).

- No infecciosos

Edad. — La edad del ejemplar influye de forma directa en el volumen y concentracion del
semen obtenido. El proceso de espermatogénesis inicia alrededor de los tres a cuatro meses
de edad y las primeras erecciones se dan a los ocho meses (Velasquez Vergara, 2020). El
porcentaje de viabilidad, motilidad y morfologia normal de los espermatozoides es mayor en

ejemplares jévenes y adultos (Kumar Ahirwar et al., 2018).

Tamarfio testicular. - La medida de la circunferencia escrotal es un criterio relevante para
evaluar la capacidad reproductiva del ejemplar, con el tamafio del testiculo se relaciona

también la produccion de testosterona (Kumar Ahirwar et al., 2018).

Nutricién. — Un aspecto fundamental en el desarrollo del ejemplar es la calidad de la
nutricion, la cual debe de ser equilibrada considerando su edad. En el caso de bovinos en
etapa de inicio de pubertad se debe de establecer una dieta rica en pastos y un adecuado
porcentaje de proteina, esto permite una adecuada formacion testicular. En casos de
desnutricién se refleja un atraso de la fase de la pubertad, entre otros problemas se puede
destacar los relacionados con las pezufias debido a la obesidad, repercutiendo en la libido del

animal (Lozano , 2009).

Raza. — El tipo de raza influye en la concentracion y volumen del eyaculado (Velasquez

Vergara, 2020).

Ritmo de recoleccion. - Las colectas que se dan de forma constante afectan de forma

negativa en el volumen, concentracién y morfologia espermatica, el aumento de recoleccion
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representa una alteracion de los patrones de secrecion y reabsorcion de los fluidos generados

por el epididimo, las consecuencias se reflejan en la maduracién y posibles anormalidades en

las células esperméticas (Velasquez Vergara, 2020).

Plasma seminal

Es una secrecién proveniente de distintos 6érganos como los testiculos, epididimo y las

glandulas accesorias. Esta constituido por compuestos bioquimicos que se encuentran

presentes en la tabla 3. A su vez también contienen aminoacidos, péptidos, proteinas, lipidos,

acidos grasos, enzimas y algunas sustancias hormonales como FSH, LH, estr6genos,

andrégenos (Hafez, 2002).

Tabla 3

Principales componentes del plasma seminal

Principales componentes

Toro (mg/100mL)

Fructosa

Sorbitol
Glicerilfosforilcolina
Acido citrico

Sodio

Inositol
Plasmalégeno
Potasio

Cloro

Calcio

530

75

350

720

230

35

60

140

180

44
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Magnesio 9

Nota: El plasma seminal se conforma de distintos componentes, de los cuales se detalla los
principales componentes. Tomado de Reproduccién e inseminacion artificial, (p.99), por E.S.E

Hafez, 2002.

Crioconservacion del semen bovino

La crioconservaciéon del semen bovino a través del congelamiento con nitrégeno liquido
permite extender la viabilidad de las células esperméticas considerando que este tipo de
células son muy susceptibles a cambios de temperatura y de corta vida. Este tipo de
tecnologias se emplea en el area reproductiva como la inseminacion artificial, demostrando ser
una biotecnologia reproductiva para el mejoramiento y preservacion de la genética bovina. La
calidad del semen es uno de los requisitos principales para emplear esta tecnologia, ademas,
depende del protocolo de congelacion, conlleva una serie de pasos rigurosos y especificos a fin

de mantener la viabilidad del semen (Muifio Otero, 2008).

Las células espermaticas poseen una taza de enfriamiento ideal, en el caso de que esta
tasa sea superior se generara la formacién de cristales intracelulares, por el contrario, si la tasa
de velocidad es menor se produce un “efecto solucién” el cual involucra el aumento de
concentraciones de los solutos intracelulares, deshidratacion y alteraciones en el pH. Afectando

de forma directa en la viabilidad de la célula (Muifio Otero, 2008).

Papel del acido ascoérbico (antioxidante) en la calidad del semen bovino

La vitamina C o acido ascoérbico es uno de los principales antioxidantes crioprotectores,
el cual actiia en el plasma y en el interior de la célula espermatica (Viotti, 2011). Tiene la
capacidad de proteccion a las lipoproteinas de la célula espermatica contra el dafio

peroxidativo provocado por radicales libres (Lopez Rivadeneyra et al., 2001).
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Espermograma
El analisis de semen o espermograma comprende una evaluacion completa de la

capacidad fecundante.

El examen macroscopico permite valorar caracteristicas visibles y posibles afecciones

del animal, dentro de este examen se determinan:

Volumen. — la cantidad de volumen a obtener depende de la especie bovina 'y de
diferentes factores ambientales o de manejo (Busch & Waberksi , 2007). Bajos valores del
volumen del eyaculado pueden ser manifestaciones de problemas de salud o de protocolos de

extraccion (Bearden & Fuquay, 1982).

Aspecto. — El color y la consistencia permiten evaluar el estado del aspecto,
considerando que el color puede tener diferentes tonalidades (marfil, blanquecino, blanco
amarillento, amarillo o blanco grisaceo), en el &mbito de consistencia se observan apariencia

cremosa, lechosa, serosa u acuosa (Bearden & Fuquay, 1982).

Olor. — Poseen un olor neutro, en caso de que la muestra presente un olor diferente se

debe de descartar la muestra.

En el examen microscépico se determinan las siguientes variables:

La concentracion de espermatozoides. — se considera el nUmero de espermatozoides

por cada mililitro.

Moatilidad progresiva. — Mide el porcentaje de células espermaticas con la capacidad de
movimiento rectilineo y de forma continua, el porcentaje minimo aceptable es del 50% en
adelante (Paez Bardn & Corredor Camargo , 2014). El sistema CASA (Computer Assitsted
Sperm Analysis) permite la evaluacion del porcentaje de motilidad y morfologia de la célula

espermatica a través del microscopio de contraste de fases el cual esta conectado a una
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camara de video, la imagen captada por el sistema se refleja hacia el ordenador, donde se
encuentra el sistema de evaluacion digital para la imagen generada. El andlisis se basa en la
captura de imagen de la trayectoria recorrida de cada espermatozoide por campo de visién en

un segundo (Muifio Otero, 2008).

Viabilidad. — Para identificar el porcentaje de viabilidad se realiza la prueba de eosina-
nigrosina. Las células que se encuentran muertas pierden la capacidad de permeabilidad en la
membrana, lo que permite el ingreso del colorante eosina generando una coloracién rosa,
mientras que las células esperméticas vivas presentaran un color transparente (Vasquez &

Vasquez Echeverri, 2007).

Morfologia. — La evaluacion de las anormalidades de las células espermaticas permite
estimar la capacidad fecundante y se evallia a través de tinciones especificas (Toro Montoya ,

2009).

Tincién del semen para evaluar la morfologia espermatica

La evaluacion morfologia del semen bovino se realiza por medio de tinciones tales
como: Farelly, Spermac, Eosina-Nigrosina, Triple tincién, Papanicolau y tinta china (Lozano ,
2009). El proceso de tincion se da a través del uso de colorantes los cuales son absorbidos por
las células espermaticas para su diferenciacion, se pueden realizar tinciones con varios

colorantes previo a una fijacién (Mallma Marca, 2019).
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Capitulo Il

Ubicacién, materiales y metodologia

Ubicacion politica del &rea de investigacion

El proyecto de integracion curricular se desarrollé en la Hacienda “Zoila Luz” donde se
encuentra las instalaciones de la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE-Sede Santo
Domingo, el proceso experimental se realizé dentro del laboratorio de Biotecnologia de la
Reproduccién Animal, se encuentra ubicado en la Via Quevedo Km 24, en la parroquia Luz de
América, ciudad de Santo Domingo de los Colorados, provincia de Santo Domingo de los

Tsachilas.

Ubicacion geogréfica del area de investigacion
El proceso experimental se encuentra localizado geograficamente en las coordenadas de

latitud 00° 24' 44" y con una longitud 79° 18" 7".

Figura5

Ubicacién geografica
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Nota- Ubicacion geogréafica de las instalaciones donde se ejecuto el proyecto de integracion

curricular. Fuente: Elaboracion propia.



Ubicacion ecoldgica

Zona de Vida: Bosque Humedo tropical
Altitud: 270 msnm
Temperatura: 25-27°C
Precipitacion: 2860 nm/afio
Humedad relativa: 85%
Heliofania: 680 horas luz/afo
Suelos: Franco arcillosos
Materiales
Equipos
e Sistema CASA

Fotémetro (MiniTube)
Microscopio Optico

Platina térmica

Sistema Ice-Cube

Envasadora de pajillas (MiniTube)
Bafios Maria

Estufa

Autoclave

Micropipetas 10-1000ul

Potenciémetro

Insumos

Pajillas (0,5 mL)

Puntas de micropipeta



Fundas ziploc
Termo de pajillas
Papel toalla
Cémaras lejas
Cajas Petri
Portaobjetos
Gradillas

Tijeras

Reactivos

Pack tincion Farelly
Pack tincion Spermac
Pack Triple tincion
Diluyente OptiXcell

Nitrégeno liquido

Pinzas

Papel aluminio
Vagina artificial
Tubos de ensayo
Tubos Falcon
Probetas
Guantes

Jeringuillas

Alcohol (70%)

Agua ultrapura

Acido ascoérbico (Vitamina (4y 5
mM)

Agua bidestilada
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Muestra biol6égica

e Semen bovino

Metodologia

Evaluacion de las caracteristicas del semen recolectado

Recolectada la muestra seminal por medio de vagina artificial, se midié el volumen
directamente en el tubo graduado de colecta, el pH y la temperatura (°C) fue estimada
utilizando un medidor de pH, la concentracién espermatica fue medida empleando el fotémetro

(MiniTube), finalmente la muestra se incubo a incub6 a bafio Maria (30°C)
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Preparacion de la dilucion Optixcell

Se realiz6 la solucién madre en una relacién 2:1 (agua ultra pura: Optixcell) a
temperatura de 32°C. La siguiente dilucién fue 1:1 con el diluyente y la muestra de semen. Se
adicionaron dos concentraciones 4 y 5 uM de antioxidante (acido ascorbico). Se evalué

viabilidad, morfologia y motilidad progresiva.

Analisis de motilidad progresiva en el sistema CASA con semen fresco y descongelado
Se tom6 una alicuota de 1mL de la muestra diluida, se incubd a bafio Maria (37°C). En
una camara Leja se dispuso 5 ul de la alicuota, usando el sistema SpermVision se realizé la

medicion de la motilidad progresiva.

Congelamiento

Con la muestra se semen previamente diluida y la adicién de las dos concentraciones
de antioxidantes, se procedi6 a llenar las pajuelas de 0,5 mL en la envasadora y selladora
automatica de pajuelas (MiniTube). En el sistema Ice Cube se realiz6 el congelamiento del
semen diluido, aplicando una curva de congelamiento estandarizada IMV hasta alcanzar una
temperatura de -140°C. Al finalizar la curva de congelamiento, se llevaron las pajuelas al termo

de nitrégeno liquido que se encuentra a una temperatura de -196°C.

Descongelamiento
Se retird la pajuela del termo, e inmediatamente se lo llevé a bafio Maria (37°C) por 30
segundos. Se secO la muestra con papel toalla y se corté un extremo de la pajuela, se colocé

en el tubo de ensayo y se cort6 el extremo sobrante para disponer el contenido dentro del tubo.

Comparacion morfolégica de semen fresco y descongelado
Tincion Farelly
En un portaobjetos se agregaron 20 pl de la muestra de semen, se realiz6 un frotis y se

dejo secar en platina térmica. Luego se agregd 500 pl del fijador A y se dejo reposar por un
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minuto, Se dispensaron 500 ul del colorante B y se dejo reposar por un minuto. Posteriormente
se lavé la placa con agua destilada. Se adicionaron 500 pl del colorante C y se dejo reposar por
un minuto. Con agua destilada se lavé el portaobjetos. En la platina térmica (37°C) se secé la
muestra por al menos 2 horas. Se observé en el microscopio éptico con el lente objetivo 100X

previamente se afadio aceite de inmersién a la placa.

Tincion Spermac

Se puso 20 pl de muestra seminal en el portaobjetos y se realizé el frotis. Se adiciond
500 ul de fijador y se dejo reposar por 5 minutos, se eliminé el restante y se secé en platina
térmica a 37°C durante 15 minutos. Se lavo con agua destilada. Se afiadié 500 pl del colorante
Ay se dejo reposar por un minuto. Después se adicionaron 500 ul del colorante B y se dispuso
en reposo por un minuto. Por ultimo, se afiadieron 500 pl del colorante C durante un minuto,
después de cada paso se lavo la muestra. Finalmente, en la platina térmica a 37°C se dejo
secar la muestra por al menos 2 horas para su observacion. Luego el andlisis se realizé en el
microscopio Optico con el lente objetivo de 100X se observaron los resultados a un lente de

100x.

Triple tincidn

Se tomo 10 yl de la muestra seminal y se dispuso en el portaobjetos. Se agregd 10 pl
de azul tripan en una concentracion de 0,2 %. Se homogenizé y se realiz6 el frotis. Se dejo
secar la muestra en platina térmica a 37°C por 15 minutos. Se afiadioé 500 ul de rojo neutro a
una concentracion de 0,8%, por 20 minutos, se dejo reposar. La muestra fue enjuagada 3
veces con agua destilada y se escurri6 el portaobjetos en posicion vertical por 2 minutos,
posteriormente se afiadié 500 pl de café Bismarck a una concentracion de 0,8%. Se dejo
reposar en platina térmica a 40°C por 10 minutos. Se enjuago la muestra y se dejé secar por al

menos 12 horas.
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Para determinar el porcentaje de anormalidades en espermatozoides se aplica la

siguiente formula:

N°de espermatozoides anormales * 100%

% d lidad =
%o de anormalida 200 espermatozoides

Disefio experimental

Se planteo un analisis estadistico AXBxC para evaluar la comparacion de las tinciones
en el cual los factores considerados son el ejemplar, el estado de la muestra y la tincion
aplicada. A su vez se realizé un analisis AxB en el efecto del antioxidante sobre las principales
anormalidades reflejadas (Defectos de cabeza, defectos de pieza media, gotas citoplasmaticas
y defectos de flagelo). Se empledé un ANOVA y una prueba de Tukey con el porcentaje de

significancia del 5% considerando que la distribucién de los datos era normal.

Para el analisis de la motilidad progresiva en el equipo CASA se ejecut6 una prueba de
t pareada para dos muestras, considerando la variable de estado de muestra y las
concentraciones de antioxidantes. El programa estadistico empleado fue InfoStat Versién

estudiantil.
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Capitulo IV:

Resultados y discusion
Se registraron las medidas de las caracteristicas macroscoépicas de los dos ejemplares,
considerando los parametros estandares para el proceso de criopreservacion como se detalla

en la tabla 4.

Evaluacion de las principales caracteristicas del semen recolectado

Tabla 4

Caracteristicas macroscoépicas del semen bovino

Caracteristicas Ejemplares
Nombre del ejemplar Toro 1 Toro 2
pH 6.4 6.5
Volumen (mL) 5 4.73
Temperatura (°C) 31.7 31.5
Aspecto Amarillento Amarillento lechoso
Olor Neutro Neutro
Concentracién (Millones/mL) 1080 2082

Nota. Evaluacién macroscopica de las caracteristicas del semen bovino de los ejemplares
analizados. 2 Se considera que la concentraciéon del Toro 1 presento una concentracion inferior
a larecomendada en la literatura, se realiz6 el procedimiento de criopreservacion con fines

académicos. Fuente: Elaboracién propia.

Anélisis de motilidad progresiva en el sistema CASA con semen fresco y descongelado
Los porcentajes de motilidad progresiva obtenidos del sistema CASA del estado de la

muestra (semen fresco y semen descongelado). Se visualizan en la tabla 5.
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Tabla b

Porcentaje de motilidad progresiva

Toro 1 Toro 2
Semen fresco Semen Semen fresco Semen
Descongelado Descongelado
50,84 19,34 73,21 12,04
p bilateral 0,0001 p bilateral 0,0002

Nota. Los resultados de la prueba de t pareada reflejan diferencia en las medias obtenidas
entre el estado de la muestra (semen fresco y semen descongelado) mediante el valor de p

bilateral > 0,05. Fuente: Elaboracién propia.

El porcentaje de motilidad progresiva del Toro 1 presenta diferencias significativas en el
estado de la muestra entre semen fresco y semen descongelado el valor de p= 0,0001. De

igual manera hay diferencias significativas en el Toro 2, el valor de p = 0,0002.

Considerando que existe diferencia de medias en la prueba estadistica ejecutada, se
realizé la representacion grafica de las medias de los porcentajes de motilidad progresiva

detallados en la figura 5.
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Figura 6

Porcentaje de motilidad progresiva en los dos estados de la muestra
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Nota. Representacion del porcentaje de motilidad progresiva en base al estado de la muestra
(Fresco y descongelado) y el uso de antioxidantes. (A) Toro 1y (B) Toro 2. Fuente: Elaboracion

propia.

En la figura 5A y 5B se determina la diferencia entre los estados de la muestra de
semen fresco y descongelado, se observa valores mas altos de motilidad progresiva en el

semen fresco comparado con el descongelado.

Las medias del semen fresco del Toro 2 oscilan desde 73-75%, este resultado
concuerda con los valores de motilidad progresiva obtenidos por (Cabrera Préspero & Pantoja
A, 2017). Con respecto al ejemplar Toro 1 las medias de motilidad del semen fresco estan entre
47-53%, es decir, en el limite del valor minimo aceptado que es el 50% para criopreservacion

(Paez Baron & Corredor Camargo , 2014).

Con respecto a los valores del Toro 2 de semen descongelado, se observa que el
porcentaje de motilidad progresiva esté entre el 10-14%, este valor es bajo al comparar con los

valores mencionados por (Li et al., 2014), que sefala que el valor minimo admisible es del 20%
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de motilidad progresiva. No asi los valores de matilidad progresiva del Toro 1 oscila entre 17-

20% mismos que llegan a obtener los valores minimos de motilidad del semen descongelado.

(Ribeiro Peres et al., 2014) sefialan que, en el proceso de congelamiento del esperma
bovino, la membrana celular sufre dafios que afecta la morfologia, estructura y funcion de la
célula espermatica lo cual afecta en el porcentaje de motilidad, posiblemente estos fenébmenos
ocurrieron en las muestras de los ejemplares en estudio y es la razon del porcentaje de

motilidad progresiva reducido en especial del Toro 2.

Comparacion morfolégica de semen fresco y descongelado
La morfologia espermética observada luego de realizar los tres tipos de tinciones se

detalla en la tabla 6.

Tabla 6

Resumen experimental: Porcentaje de anormalidades en semen fresco y descongelado.

Usando tres tipos de tinciones.

% de anormalidades

Tinciones

Ejemplares Estado de la muestra Farelly Spermac Triple tincion
Toro 1 Fresco 45,85 + 0,27 43,15+ 0,50 42,25 + 1,06
Toro 1 Descongelado 65,72 £ 0,94 63,00 £ 0,71 56,83 + 3,67
Toro 2 Fresco 49,14 £ 1,92 31,93+0,13 26,66 + 1,12
Toro 2 Descongelado 63,93+ 1,75 42,22 +1,01 37,98 + 2,86
Estado de la muestra (valor de p) <0,0001

Tinciones (valor de p) <0,0001

Ejemplares (valor de p) <0,0001
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Ejemplares*Estado de muestra (valor <0,0001
de p)

Ejemplares*Tinciones (valor de p) <0,0001

Nota. Sintesis de analisis ANOVA de tres factores, destacando diferencia de medias del
porcentaje de anormalidades en el estado de la muestra, tinciones, ejemplares, interaccion
entre los ejemplares y el estado de muestra, ademas de la interaccion entre los ejemplares y

tinciones, mediante el p value > 0,05. Fuente: Elaboracién propia.

Considerando el p value (p >0,05) se obtienen diferencias significativas en el estado de
la muestra (fresco y descongelado), tipos de tinciones, ejemplares y la interaccién de los
ejemplares con las tinciones al momento de evaluar el porcentaje de anormalidades presentes
en las muestras obtenidas. Para una mejor comprension se realizé el analisis de cada factor

ver la figura 6.



46

Figura 7

Efecto de los factores en el porcentaje de morfologia espermatica.
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(B) Efecto del estado de la muestra en el porcentaje de anormalidades espermaticas. (C)
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interaccion entre los ejemplares y estado de la muestra en el porcentaje de anormalidades



47

espermaticas. (E) Influencia de la interaccion entre los ejemplares y los tres tipos de tinciones

empleadas en el porcentaje de anormalidades espermaticas. Fuente: Elaboracion propia.

En la figura 6A se observa la diferencia de los ejemplares en las medias del porcentaje
de anormalidad espermatica y aqui se destaca la raza de cada uno. En el caso del Toro 2 es
una raza mixta 3/4 Gyr-Holstein, mientras que el Toro 1 es 5/8 Gyr-Holstein. Los autores
(Hoflack et al., 2007) mencionan que existe diferencia en la calidad del semen dependiendo el

tipo de raza, esto es debido a la informacion genética de cada especie.

En la figura 6B se destaca que el estado de la muestra presenta diferencias
considerables con respecto a las medias obtenidas de los porcentajes de anormalidades y se
refleja que en el semen descongelado existe un aumento en el porcentaje de anormalidades.
Debido posiblemente a diferentes aspectos sefialados por (Molano Villamil & Lombana Portes ,
2021) en donde se destaca el proceso de diferentes tipos de estrés (osmotico, oxidativo,
peroxidacion y formacion cristales) afectando la integridad de la membrana, de diferentes

organulos y la degradacion o rompimiento del ADN.

En la figura 6C se observan diferencias entre los tres tipos de tinciones usados (Farelly,
Spermac y Triple tincidn), esto considerando las medias del porcentaje de anormalidades
espermaticas. Se destaca que la tincion Farelly demostré una mejor identificacion de

anormalidades en comparacion de las tinciones restantes.

La composicion del colorante Farelly consta de un reactivo A (solucion fijadora), reactivo
B (Anilina azul) y reactivo C (Cristal Violeta). El contraste de los dos colorantes permite la
visualizacién de la cabeza, el acrosoma, la linea ecuatorial, pieza media y la cola de la célula

espermatica, se recomienda usar este tipo de tincion en semen diluido (Minitube, 2017).

El pack de tincibn Spermac consta de cuatro reactivos un fijador, el componente A es un

colorante rojo, el componente B es colorante verde claro, el componente C es un colorante
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verde oscuro, se emplea para observar la cabeza, acrosoma, linea ecuatorial, pieza media y la

cola. Es usado comunmente para muestras de semen congelado (Minitube, 2017).

La técnica de triple tincién consta de tres colorantes, el azul tripan permite diferenciar
células espermaticas vivas o muertas, el rosa de bengala o rojo neutro que tifie de color a los
espermatozoides con cromosomas sanos Y el café Bismark que permite la visualizacién del

estado del acrosoma y de la cabeza (Talbot & Chacon , 2018).

En el apartado 6D se identificé que existe diferencia de medias entre la interaccion de
los ejemplares y el estado de la muestra seminal, siendo asi que la media con mayor

porcentaje de anormalidades esta entre el Toro 1 con semen descongelado.

Estadisticamente se visualiza en la figura 6E que la interaccion de los factores ejemplar
y tincion empleada mostré mayor porcentaje de anormalidad en el Toro 2 al utilizar la tincién

Farelly.

Figura 8

Comparacioén de la morfologia espermética usando los tres tipos de tinciones

A B C
Nota. (A) Espermatozoide con tincion Farelly. (B) Célula espermatica tefiido con Spermac. (C)

Espermatozoide bovino con triple tincién. Fuente: Elaboracion propia.
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En la figura 7 se observa la cabeza, pieza media y cola de la célula espermatica. La

tincion Farelly permite mejor observacion de cada seccion del espermatozoide al comparar con

otras tinciones, se observa sedimentados y una mala distribucion del colorante impidiendo una

lectura correcta.

Efecto del antioxidante en las principales anormalidades esperméticas en latincion

Farelly

Estadisticamente la tincion Farelly diferencia mejor las anomalias espermaticas, por tal

razon se lo utilizé para observar las morfologias anormales de las muestras seminales que

tenian el antioxidante (acido ascorbico), se consideraron cuatro categorias principales:

Defectos de cabeza, pieza media y de flagelo como también la gota citoplasmatica tanto distal

como proximal. Los resultados se detallan en la tabla 7.

Tabla 7

Resumen estadistico del efecto de dos concentraciones de antioxidantes en las principales

anormalidades espermaticas en el Toro 1

Parametros Defectos de Defectos de pieza Gotas Defecto de flagelo
cabeza media citoplasmaticas
Fresco Congelado Fresco Congelado Fresco Congelado Fresco Congelado
Sin antioxidante  11,94* 15,742 1,18* 3,167 1,897  2,05° 30,17° 43,56°
Concentracion 1 9,39% 16,892 6,682 1,222 1,892 2,83 22,12° 36,55°
Concentracion 2 11,41* 16,80% 3,68% 5,34% 4,04  1,81°% 21,39° 33,10°

Nota. Valores de medias de las principales anormalidades esperméticas. Diferencia de medias

en el parametro de defectos de flagelo, grupos distintos representan diferencia significativa con

el valor de p < 0,05. Fuente: Elaboracion propia.
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La influencia del 4cido ascorbico (Vitamina C) se reflejé en las anormalidades del

flagelo, representando medias estadisticamente diferentes por un p value menor a 0,05.

La influencia del 4cido ascorbico (Vitamina C) se reflejé en las anormalidades de
cabeza, gotas citoplasmaticas y defectos del flagelo, representando medias estadisticamente

diferentes con un p value menor a p > 0,05.
Tabla 8

Resumen estadistico del efecto de dos concentraciones de antioxidantes en las principales

anormalidades esperméticas en el Toro 2.

Parametros Defectos de Defectos de pieza Gotas Defecto de flagelo

cabeza media citoplasméticas

Fresco Congelado Fresco Congelado Fresco Congelado Fresco Congelado

Sin antioxidante 32,28¢ 52,99a 0,99a 3,00a 7,45a 1,75c 7,94° 6,22°
Concentracion 1 16,42d 45,17b 0,98a 0,24a 3,19b 0,99c 25,252 4,91°
Concentracion 2 32,27c 43,83b 1,70a  1,00a 4,35b 0,75c 6,32 9,36°

Nota. Valores de medias de las principales anormalidades esperméticas. Diferencia de medias
en el parametro de defectos de cabeza, gotas citoplasmaticas y defectos de flagelo, grupos
distintos representan diferencia significativa con el valor de p value < 0,05. Fuente: Elaboracion

propia.

Se destaca que el uso de acido ascorbico como un aditivo en el diluyente tiene
beneficios en el rendimiento de los espermatozoides por su efecto crioprotector. Mediante el
proceso de eliminar los radicales libres que pueden alterar la integridad de la membrana celular

espermatica (Barragan Barragan , 2017).
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Capitulo V:

Conclusiones
Se analizé la morfologia espermatica del semen fresco y descongelado con tres
tinciones diferentes, el uso de Farelly pemitié una mejor diferenciacion de los dos estados de

la muestra seminal a comparacion de los otros tipos de tinciones.

El efecto del antioxidante (4cido ascorbico) en la morfologia espermética genero un
efecto crioprotector en anomalias de cabeza y defectos de cola considerando los estados de

la muestra seminal.

Se establecié que el porcentaje de motilidad progresiva esta influenciado por el estado

de la muestra seminal.
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Capitulo VI:

Recomendaciones

Estandarizar el protocolo de triple tincion y afadir un fijador para mejores resultados.

El uso de otro tipo de tinciones como Papanicolau, Eosina-Nigrosina y Diff-Quik pueden

compararse en investigaciones futuras.

Se recomienda utilizar la herramienta de andlisis de morfologia del Sistema CASA a fin

de comparar y validar resultados.

Evaluar la morfologia espermatica utilizando diferentes tipos de antioxidantes y con mayor

amplitud de concentraciones.
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