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Introduccion

Criopreservacion del semen bovino

Inseminacion artificial (1A)

4 A

Disminucion de costos, disminucion
de enfermedades de transmision
sexual, preservacion genética y el

Transferencia de
embriones (TE)

Produccion in vitro (PIV)

desarrollo de bancos de
almacenamiento seminal
\(Westfalewicz et al., 2021). /
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Para el manejo del semen

criopreservado es indispensable
un analisis morfolégico

La tincién es un procedimiento de evaluacion _
se usa sustancias como Eosina/Nigrosina, Alteraciones
Spermac, Farelly y Triple tincion de membrana

Anomalias
mayores
Pérdida de
integridad
Anomalias
menores
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Objetivos

Comparar la morfologia de espermatozoides bovinos frescos y descongelados tefiidos con Spermac,
Triple tincion y Farelly y el porcentaje de motilidad progresiva con el equipo CASA

Especificos

Evaluar la morfologia espermatica del Analizar el efecto del antioxidante - - o
semen fresco y descongelado usando (acido ascdrbico) en la morfologia Esg'rrg;'égvgoaﬁgtggﬁ e%efrrgg(t:lgdyad
la tincion Spelr:rg;'ie(‘ii;rlple tincion y espermatlcatirrr]];gﬁirlltaereelllﬁmpleo de la descongelado en el sistema CASA
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Marco teorico

e e 1

: Testiculos. — Se encuentran localizados en la region inguinal,. : Principales Toro

I La longitud 10 a 16 cm, 4 a 9 cm de ancho y un grosor de 5 a | RGN  al e (mg/100mL)
I I

1 8cm. |

1 . . [
; Se conforman por tubulos seminiferos donde surge el proceso

| | | Sorbitol 75
de espermatogénesis

Epididimo .. L.
Acido citrico 720

Testiculo Tabulo seminifero

‘ Tabulo (corte seccional)
— w‘m‘h Semlnlfel’o /
Mitosis =

————— Espermatocito pnmano
Meiosis "
— Espermatocito secundario
Meiosis
' (en dos estadios

| i°Té“f3i‘ de diferenciacion)

Inositol 35

Célula Potasio 140
de Sertoli

\\ Espermatozoides - %{ Calcio 44

Toro. A, 2009, Medicina & Laboratorio.
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Ceélula espermatica

CABV
nlcleo -~

Cabeza centriolos
mitocondrias
N acrosoma
Acrosoma /
flagelo SEGMENTO
INTERMEDIO
Cola

§ J

vaina de la cola

Y

COLA

Audersirk et al., 2003, Pearson.

- Cabeza Ovoide (longitud de 5 ym y diametro de 3,5 um)

- La pieza media alargada y con un diametro 1 ym

- Elflagelo firme y uniforme con 45 um de extension
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Marco teorico

: El limite permisible de anormalidades esta entre el 8 al 10% (Bearden &:
I |
1 Fuquay, 1982). :

ﬂ ‘L U. (\ %} W(g g Anormalidades Defectos
Fciz;d?',) s ( .) ] || Cabeza anormal Asimetria,  estrechamiento, = agrandamiento,
8 - P ~ - .
m acintada, area acrosomal pequefia, piriformes y
HH-a .
‘% cabeza doble.
(
Fo G~ Defectos de cuello y [ Cuello doblado, pieza media gruesa y pieza
E>
pieza media media fina.
Colas anormales Alargadas, rotas, dobladas, filiformes
et e o i " enroscamiento, dobles y multiples.
g Boton Decapitacion Anuzamiente . Scudoinclusion s
diadema caudal de Sacacorchos
Gotas citoplasmaticas | Proximales y distales
E.S.E Hafez. 2002 H.Joe Bearden y W.John Fuquay 1982.
. , .
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Metodologia

morfologica de
semen frescoy
descongelado

Descongelamiento
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Metodologia

Farelly Udiplie

fincion
Reactivo A T
—  Fijador —  (Solucion — Az(gl ézﬁ))an
fijadora 3,5%) ’
o Y
. Reactivo B i
Reactivo A L (Anilina Azul 5 B
(Rojo) 0,5%) o
\ v
. Reactivo Café
- 5e?jcuvlo B —  (Cristal —| Bismarck
(Verde claro) Violeta 0,5%) (0,8%)
Reactivo C
- (Verde
0scuro)

N°de espermatozoides anormales * 100%

) ] e
% de anormalidad 200 espermatozoides
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Resultados y discusion

Evaluacion de las principales caracteristicas del semen recolectado

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
Concentracion (Millones/mL) 1080 2082
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Resultados y discusion

Analisis de motilidad progresiva en el sistema CASA con semen fresco y descongelado

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

53,80 8350 75.61 B 7307 7540
A 5148 o 71,16
4753

44,31 5923
@ ©
= =
w w
o o
i=] f=]
e <
= s
T 3582 g 4284
2 2
= =
E £
@ @«
= o
B S

26,84+ 26 46

19.64 20,42 e 14,82
17,8 1 L ; ‘ 10,07 1030 -
Sin antioxidante Concentracidn 1 Concentracidn 2 Sin antioxidante Concentracidn 1 Concentracidn 2
‘D Fresco . Descongelado ‘ “:‘ Fresco . Descongelado
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Resultados y discusion

Comparacién morfolégica de semen fresco y descongelado

% 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

Ejemplares*Estado de muestra (valor <0,0001

de p)

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

64,46+
55,234 52,80

™

\\
46,004 .
™ | 41,08
36,78
27,55 . :
Toro 1 Toro 2
Ejemplares

——Morfologia

Morfologia

59,314
5494
53,584
/
/
/
/
47 85
: o
/
/
4212 /
T /
39,83
36,39 . .
Fresco Descongelado

Estado de muestra

—{—Morfologia

Morfologia

60,63

56,16
54,38 5
N
AN
g
48,14 AN
| 4507
.
.
41,90 ~. 40,93
35,66 . T : :
Farelly Spermac  Triple tincion
Tinciones

—=—Morfologia
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Morfologia

Maorfologia

65,25

56,44

47 63

36,81

o N, 48,04

s
43,75

30,00

63,15+

54,194

45231

36,274

Toro 1 :Deel;congelado Toro 2:'Fresco Toro 2:Deécongelado

Ejemplares*Estado de muestra

—m—Morfologia

Toro 1 :IFres::o

55,78
— 53,07 -~ N

_—_

\FJ,W
-
e
e

32,32

27,30

Toro 1;F.':1|'elh.r Toro 1:éperma(Tor0 ‘I:Tnble tincion Toro 2:|Farelly Taro Z:épema(Toro Z:Tnlp\e tincion
Ejemplares*Tinciones

—O—Morfologia
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Resultados y discusion

Efecto del antioxidante en las principales anormalidades espermaticas en latincion Farelly

Parametros Defectos de cabeza Defectos de pieza Gotas Defecto de flagelo

media citoplasmaéticas
Fresco Congelado  Fresco Congelado Fresco Congelado Fresco Congelado

Sin antioxidante 11,942 15,742 1,182 3,162 1,892 2,052 30,17° 43,562

Concentracion 1 9,392 16,892 6,682 1,222 1,892 2,832 22,12¢ 36,55

Concentracion 2 11,412 16,802 3,682 5,342 4,042 1,812 21,39 33,10

Resumen estadistico del efecto de dos concentraciones de antioxidantes en las principales anormalidades esperméticas en el

Toro 1

Parametros Defectos de cabeza Defectos de pieza Gotas Defecto de flagelo
media citoplasmaticas

Fresco Congelado Fresco Congelado Fresco Congelado Fresco Congelado

Sin antioxidante 32,28c 52,99a 0,99a 3,00a 7,45a 1,75c 7,94 6,220

Concentracion 1 16,42d  45,17b 0,98a 0,24a 3,19b 0,99c 25,252 4,91b

Concentraciéon 2 32,27c  43,83b 1,70a 1,00a 4,35b  0,75c 6,320 9,36P

Resumen estadistico del efecto de dos concentraciones de antioxidantes en las principales anormalidades esperméticas en el
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Toro 1




Toro 2




Conclusiones

Se analizé la morfologia espermatica del semen fresco y
descongelado con tres tinciones diferentes, el uso de Farelly
pemitid una mejor diferenciacion de los dos estados de la
muestra seminal a comparacion de los otros tipos de tinciones.

El efecto del antioxidante (acido ascoérbico) en la morfologia
espermatica 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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Recomendaciones

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

Se recomienda utilizar la herramienta de analisis 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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